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i RESUMO

Com o objetivo de avaliar o efeito de torragao, fritu
ra ¢ fervura na destruigdo de aflatoxinas em amendoim (Arachis
hgpcg@ea L.), varios lotes de amendoim naturalmente contamina-
dos com aflatoxinas foram submetidos a esses processos. Foram
verificadas redugdes médias de 95,0 e 98,7% no teor de aflatoxi
-nas By e 96,2 e 92,3% no teor de Gl‘ apos o amendoim ter sofri-
do processos de torragdo (190 - 200 C/20 minutos) e de fritura
{iQO ¢/10 minutos) respectivamente. Para a aflatoxina B2 foram
registradas perdas médias de 96,3% apls torragdo e de99,1% apds
fritura. Torracio a 130 C por uma hora, em escala laboratorial,
resultou em reducdes médias de apenas 5,5 e Z,3% para aflatoxi-
nas By e B,, respectivamente. Em escala industrial, nenhuma re-
ducdo foi observada.

Cocgio do amendoim contaminado em &gua e em sal 5%,
durante uma hora, resultou em perdas médias de aflatoxinas Bl e

B, de 77,5 e 83%,1%, respectivamente, guando o meio foi dgua, e

2
de 81,7 e 78,5%, respectivamente, quando o meio foi agua com sal.
A aflatoxina G, sofreu redugGes médias de 88,1% durante a coc-
¢io em agua. As aflatoxinas perdidas durante o cozimento nao fo
ram encontradas na dgua de cocgdo. J& a aflatoxina G, ndo fol
defectada en nenhumalamostra torrada, frita ou cozida.

A susceptibilidade de quatro cultivares de milho (Zea
mays, L.; Maya Normal, Maya Opaco, Doce Cubano e Nutrimaiz) 2
contaminagdo pdr.aflatoxinas foi verificada em estudos de incu-

bagdo 4in vitro. Nesses estudos, os griaos dos cultivares no esté

dio seco foram inoculados com Aspergiffus fLavus e Aspergilius



parasiiicus e incubadqs a 30 €, em umidade relativa de 90%. O
cultivar Maya Normal apresentou maior susceptibilidade a produ-
;io de aflatoxinas por Aspengillus {Lavus e Aspexrgilflus parasi-~
ticus, enquanto que o Cubano mostrou a major resisténcia. Os cul
tivares Opacos e o Nutrimaiz mostraram susceptibilidades alta ¢
média, respectivamente, quando o fungo usado foi Aspenrglllus
§Lavus, Por outfo lado, esses dois cultivares exibiram baixa sus
ceptibilidade perante o Aspergillud parasdticus,

Em termos de composicBo quimica, ‘observou-se que oS
aminodcidos livres fenilalanina, treonina, valina, isoleucina
e leucina mostraram efeito poéitivo na sintese de aflatoxinas
por Aspengiflus §Lavus. por outro lado, somente valina e metio-
nina influiram positivamente na produgdo de toxinas por Aspen-
gittus parasificus, J4 os dcidos graxos livres, tanto saturados
como insaturados, apresentaram correlacgio negativa com a sinte-
- se de aflatoxinas pelos doié fungos.

A variagic de Ion cobre teve, aparentemente, efeito
negativo na sintese de aflatoxinas por Asperglflus fLavus en-
quanto que O manganes aprésentou efeito negativo para Aspeir-
gillus parasificus,

0s aglicares totais influiram negativamente na produ-
¢io de toxinas pelos dois fungos. Os acglicares redutores, por
sua vez, mostraram-efeito negativo apenas para Aspeagiflus §La-

vud,



SUMMARY

The effect of dry roasting, oil Toasting and boiling
on aflatoxin (AF) destruction in several lots of naturally
contaminated peanuts {Arachdis hypogaea L.} was studied. Mean
destructions for AFBI were 95,0 and 98,7%, whereas AFGl
losses were 96,2 and 96,3%, after dry (190 - 200 C, 20 min.)
-and oil (190 C, 10 min) roasting, respectively. Mean losses of
AFB

;
respectively. Dry roasting at 130 C for one hour, laboratory

were in turm 96,3 and 99,1% for the above processes,

scale, brought about average reductions of only 5,5 and 2,3% for

AFBl and AFB respectively. No reduction was observed at in-

2
dustrial scale.

Boiling (98 C) in water for one hour caused mean
losses of AFB, and AFBZ of 77,5 and 93,1% respectively, whereas
boiling in water with 5% salt brought about corresponding losses
of 81,7 and 78,5%. AFG; decreased 88.1% upon boiling. Toxins
lost with this process could not be found in the residual water
either. Inscofar as AFGZ was concerned, no fraces were detected
after treatment by either of the three-processesﬁ

The susceptibility to contamination by AF of four corn
(Zea mags L.) cultivars (Maya Normal, Maya Opaque-2, Surary-l
Cubano and Nutrimayz) was assessed by inoculating the kernels
with either Aspergiflus flavus or Aspeagillus parasiticus prior
to incubation at 30 C.and 90 RH.

The Maya Normal cultivar proved to be the most
susceptibie when challenged by either fungs, whereas the Cubano

cultivars exhibited the 1lowest  production. The other two

vii



cultivars, Opaque~2 and Nutrimaiz, showed high and moderate
responses to Aspenglllus falvus, respectivelly, and a low
susceptibility to Aspergilfus parasiticus.

In terms of the chemical composition, a positive
effect in the synthesis of AF by Aspergiflfus 4favus was observed
fér free phenylalanine, threonine, valine, isoleucine and leucine.
Meanwhile, valine and methionine correlated positively with AF
prodﬁction by Aspengillus parasiticus. On the other hand, both
.saturated and unsaturated free fatty acids showed a mnegative
correlation with the synthesis of AF by both species of fungi,

Copper variation, within the pre-established range,
bore'an apparently negative relationship.with AF synthesis by
Aspengiflus fLavus. This relationship was also observed for
manganese when the fungus used was Aspengillus parasdilticus .

A ciearécut inverse relationship between total sugars
and the bioproduction of AF was found for both fungi. In terms
of the reducing sugars, however, such correlation only held

true for Aspergillus fLlavus.

viii



INTRODUCAO

Aflatoxinas sio produtos do metabolismo secundario dos
fungos Aspergillus flavus e Aspengtllius parasiticus, € que reco
nhecidamente agem como potentes agentes hepatotdxicos e carcino-
génicos em diferentes.eSPécies de animais.

0s esporos dos fungos aflatoxigénicos encontram-se nor
m@lmente no solo e no ar, podendo portanto contaminar uma gama
-muito ampla de alimentos. Produtos como sementes, farinhas, fru
tas, etc., quando em condigdes de umidade e temperatura favora-
veis a germinacdo e propagagdo do fungo, estdo sujeitos a ni-
veis considerdveis de contaminagfdo com o fungo e suas toxinas.

0 Brasil, sendo um Pals de clima predominantemente tro
pical, tem todas as condigdes favor@veis que levam 3 contaminagdo
dos alimentos por aflatoxinas. Principélmente o'amendoim e seus
derivados sdo produtos gque, segundo levantamentos realizados no
pais, apresentam-se contaminados com grande frequéncia e em ni-
veis bastante elevados. | |

0 grau de contaminagfo dos alimentos por aflatoxinas
depende de varios fatores entre os quais podemos identificar o
tipo de produto e as condigSes de produgdo e manuseio apds co-
1heita'dé alimento. Existem produtos altamente susceptiveis ao
ataque de fungos devido & presenga de substratos que favorecem
a produgdo de aflatoxinas, enquanto que outros sio mais resis-
tentes devido B presenca de barreiras naturais ou 8 prépria com-
posicio quimica dos substratos.

Nos tltimos anos tem-se dado énfase & infludncia da
composicio quimica de grios e sementes em relagdo a maior ou

menor susceptibilidade dos mesmos a invasdo de fungos produtg



res'de aflatoxinas.

Devido aos problemas que as aflatoxinas podem provocar
nos seres humanos e animais que as'consomem, ¢ de grande impor-
tancia a busca de meios que visem diminuir a incidéncia de afla
toxinas nos alimentos, tanto Zm natura como processados,

Na literatura ha relato de varios estudos e métodos
de descontaminagdo de alimentos que utilizam calor, irradiagdo
elevégéo'do pH e extragdo com solventes,fsendo que alguns jé €s-
. tdc sendo aplicados em escala industrial no tratamento de maté-
ria-prima para rac¢des animais. No entanto, nenhum desses méto~
dos & considerado satisfatdrio na descontaminagdoc de alimentos
para consumo humano principalmente por cdmprometer a aceitacio
e as éaracteristicas sensorials dos mesmos.

A utilizacgdo de tratamentos térmicos, com a dupla f£i-
nalidade de proceSsat um alimento e reduzir parcial ou totalmen-
te seu nivel de contaminagéo_caﬁ aflatoxinas, tem sido pesquilsa~
da por varios cientistas. As informagbes encontradas na 1lite
ratura com respeito ao amendoim sdo, contudeo, ainda fragmentd-
rias e contraditdrias.

0 presente estudo teve por objetivos:(a) verificar 0
efeito da torracdo, fritura e cocgfo na redugido do teor de afla-
‘toxinas em amendoim. (b) estudar a susceptibilidade de quatro
cultivares de milho 8 produglo de aflatoxinas 4n vaftro, em fun-
¢io da composigdo dos mesmos e usando duas espécies de  fungos:

Aspengillus parasiticus e Aspengdlius glavus.



2. REVISAQ BIBLIOGRAFICA

Dentre as micotoxinas encontradas em alimentos, as -
aflatoxinas sdao as que podem causar malor dano aos seres huma-
nos e animais pois possuem propriedades tdxicas, carcinogénicas,
mutégénicas e teratogé€nicas (Carnaghan et afidi, 1963, Carna-
ghan, 1965; Hartley et afic, 1963; Barnes e Buttler, 1064; Gopa
ian ei alii, 1872; Peers e Linsele, 1973; 1977; Peers et afdid,
-1976) .

De um modo geral, a sensibilidade 3 aflatoxinas va-
ria com a espécie e, dentro da mesma espécie, com a dose admi-
nistrada, sexo, tipo de aflatoxina e idade (Asao et alidi, 1963;
Carnaghan, 1965; Wogan, 1966}.

As aflatoxinas sio um grupo de metabolitos secunda-
rios produzidos por fungoes que infectam varieos produtos de ori-
gem vegetal. Esses compostos pertencem 3 familia das di-fura-
nocumarinas contendo em suas moléculas grupos carboxila, lacto-
na e &ter, além de um anel aromidtico. As principais aflatoxinas
580 Bl’ BZ’ Gl e Gz {(Figura 1).

As aflatoxinas possuenm ponto de fusdo  elevado, séo
bastante solilveis em solventes organicos polares e podem ser
recristalizadas facilmente. Sob iluminacgidoc ultravioleta, apre-.
sentam fluorescéncia azul-violeta (aflatoxinas Bl & Bz) ou ver-
de (Gl e sz, Sio estidveis ao calor, sendo decompostas & tempe-
ratura de cerca de 220 C (Van der Zijden ef afdi, 1862) e podem
ser destruidas por agentes oxidantes fortes. As aflatoxinas a-
presentam decomposigio parcial com consequente diminuigdo da
fluorescéncia no espectro de absorgio ultravioleta quando en

contato com solventes hidrofilicos (dgua, metanol, etanol, Aci-



FIGURA 1 - FOrmulas estruturais das aflatoxinas

Bl’ BZ' G1 e Gz.



do acético) na presenga de oxigenio e irradiagéo ultravioleta
(Van der Zijden et alii, 1962). |

A toxicidade das aflatoxinas decresce de El para Gy,
ou seia, B, > G1 > BZ > Gyo A aflatoxina Gy possul metade e B,
um quarto da toxicidade de Bl (Carnaghén ¢t alii, 1963; Hartley
et alii, 1963).

Os principais fungos produtores de aflatoximas siao
Aspergillus fLavus e Aspergillus parasiticus. No entanto, V&
rios estudos alegam a existéncia de outros fungos de género
Aspergillus e Penicdllium QUe produzem a toxina em quantidades
varifveis (Hodges et alii, 1964; Kulik e Holaday, 1966; Scott
et alii, 1967; Schroeder e Verret, 1969; Schroeder e Kelton,
19’/15)a De acordo com Diener (1985), outros pesquisadofes tenta-
ram mas nio conseguiram reproduzir os resultados destes traba-
lhos, colocando em diivida a capacidade desses fungos de produ-
zir aflatoxinas.

As linhagens produtoras de aflatoxinas gue contaminam
os alimentos sioc diversificadas, apresentando desde produgdo nu
la até formacdo elevada de toxinas diferentes.

Os esporos dos fungos aflatoxigénicos encontram-se es
palhados no solo, no ar ¢ nas plantas podendo,portanto, contami
nar muitos alimentos desde que haja condigles propicias.

Para impedir que grBos e sementes sejam contaminados
‘durante a estocagem & necéssﬁrio que, imediatamente apds a co-
itheita, os mesmos sejam secos at€ um ponto inferior a umidade
critica, evitando a invasfo e desenvolvimento dos fungos e | a
sintese de toxinas. E aconselhdvel manter a umidade abaixo da
critica uma vez que é distribuicio do teor de dgua dificilmente

serd uniforme. Grios com umidade superior & média podem apare-

5



cer durante a estocagem com consequéncia da condensagio e absor
¢8o de vapores de agua, difusfo de umidade por gradiente de tem
peratura e atividade vital de microrganismos, ¢ que aumenta a
temperatura ("hot spots'").e a concentragao de umidade.

Ambientes com atmosfera controlada durante o transpor
te e armazenamento de produtos vegetais, podem ser utilizados
também na prevengdo do crescimento de fungos e formagaoc de toxi
nas. '

A fresanga de fungos produtores de afliatoxinas nas
plantas, durante ¢ desenvolvimento dos frutos, na colheita e na
estocagem pode ser prevenida ou controlada pelo uso de fungici-
das. Acide propibnico, combinagdes de dcidos propidnicos e acé-
tico e Zcido propidnico e formaldeIdo mostraram ser efetivos pa
ra grios com altc teor de umidade, usados na alimentagdo animal
{Vandergraft éi alii, 1975; Brekke e Stringfellow, 1878). A uti
lizacdc de fungicidas no entanto, acarreta sérias limitagdes
tais como toxicidade para oS animais, custo excessive, dificul-
dade de aplicacio, efeitos indesejiveis na qualidade do grao e
pouca toxidez para os fungos de estocagem. (Vandergraft et alil,
1973: Dutton e Anderson, 198%).

0 Brasil por ser um pais de clima predominantemente
tyropical, tem condigdes favordveis para a contaminagio e o de-
senvolvimento de fungos aflatoxigénicos em alimentos e ragdes.O
limite de toler3ncia para aflatoxinas em alimentos & de no méxi
mo 30 ppb, de acordo com a resolucdo n® 13/78 da Comissdo Nacio
nal de Normas e PadrOes para alimentos.

Um dos produtos agricolas mais sujeitos 3 - contamina-
¢do por aflatoxinas no pais & o amendoim. Fonseca (1973a, b, <,

1975, 1976a, b, c, d, e) realizou uma série de estudos sobre a



contaminagéc de farelos, tortas e farinhas de amendoim em casca
provenientes de indGstrias de O0leoc de varias regifes do Estado
de S3o Paulo. Verificou-se a influéncia da safra, €poca da co-
lheita da mesma safra e influencia da regido na formagdo de afla
toxinas B e G e concluiu~se que a inciééncia de aflatoxina era
geral no Estado de Sdo Paulo. O amendoim j& contaminado, quando
entregue & fabrica, sofria aumento nos niveis de aflatoxina du-
rante o armazenamento e uma posterior regressdo apds extragéo do
dleo, Menezes et alfdii (1965/1966) também encontraram tortas e
farelos de amendoim contamiﬁados com aflatoxinas e Tango et alil
(1965/1966) constataram que o amendoim da safra "das dguas'apre
sentava maior grau de contaminagdo do que o da safra "da seca'.

Varios trabalhos sobre a incidéncia de aflatoxinas em
amendeim e seus produtos comercializados no Estado de Sdo Paulo,
registraram que esses alimentos se encontravam altamente conta-
minados (Pregnolato e Sabino, 1969/1870; Fonseca e Del Nery,
1970; Sabino, 1980; Sabino et alii, 1982; Prado, 1983; Scussel
e Rodriguez-Amaya, 1983}).

Quanto ao milho, foram analisadas, no Programa Nacip
nal de Monitoragﬁd e Controle de Micotoxinas (PMC, 1982), amos-
tras no estadic seco, do perfodo '"das aguas" e "'da seca', prove
nientes do Estado de 530 Paulo. O grau de contaminagio foi  de
6.4% nas amostras da safra ""das Aguas” e 8.9% nas amostras da
safra "da seca', Scussel.(1984), analisando 83 amostras de mi-
lho e produtos de milho coletadas durante o ano de 198Z, obser-
vou somente duas amostras contaminadas com conteudos de 14 a 18
ppb de aflatoxinas. Prado (1983) ndo encontrou aflatoxinas em
32 amostras de farinha de milho coletadas em Belo Horizente.

Purchio (1970) analisou 20 amostras de farinha de tri



go, detectando aflatoxina Bl em duas amostras, em concentragdes
de 18,4 e 3,6 ppm. Prado (1983), analisando 14 amostras de fari
nha de trigo ¢ 24 de farinha de mandicca, constatou a auséncia
de aflatoxinas.

Uma vei que o controle ou prevengiao da contaminagdo
de produtos alimenticios por fungos durante a colheita e o arma
zenamento consiste em uma operagdoc complexa, muitos pesquisadg
res t8m estudado virios mBtodos de descontaminacioc ou de desto-
xificagdo, isto &, remogdo ou destruigdo das aflatoxinas em pro
dutos ja contaminados.

Os varios métodos usados para descontaminacdo sioc de
dois tipos: (1) remogdo fisica do material contaminado e {2} ex
tragio de micotoxinas por varios solventes.

A déstoxificagéo pode ser conseguida per 1inativacgdo
das micotoxinas por meios fisicos (calor, irradiacgdoc), guimicos
(8lcalis, oxidantes) ou bicllgicos. Desses apenas os métodos
quimicos conseguiram aplicagfBo industrial para rtagBes animais,

Em conferéncia sobre micotoxinas realizada pela TFAQ/
WHO/UNEP em 1977, estabeleceram-se critérios para que um m&todo
de descontaminacioc ou destoxificagdo possa ter aplicagao indus-

trial. Assim sendo, o método deve levar a:

a) Remogdo, destruicdo ou inativagdo de micotoxinas;

b) Auséncia de residuos carcinogénicos, tdxicos ou mu
taggnicos no produto final ou alimentos processa-
dos obtidos de animais alimentados com ragio desto
xificada;

c) Presérvagﬁo do valor nutricional e da aceitabilida
de dos produtos:

d) Preservacgdo das propriedades tecnolégicas importan



tes;
e) Eliminagao dos esporos e dos fungos, os quais pode
riam, sob condigbes favoradveis, proliferar e for-

mar novas toxinas,.

A remocdo fisica de grios danificados, manchados,
quebrados ou nao adequadamente desenvolvidos, antes do processa
mento, pode ajudar a diminuir o nivel de cantaminagéc, mas nao
totalmente, pois grdos intactos, maduros e sadios podem conter
aflatoxinas no seu interior, |

Brekke et alidi (1975 a e b) verificaram a ineficién-
cia de alguns métodos de remocdo fisiéa na redugdo do teor de
aflatoxina Bl em milho naturalmente contaminado. Esses métodos
sao: iimpeza'a séco, limpeza Gmida, separacio por densidade e
fragmentacdo seletiva. Na moagem imida de milho a aflatoxina By
foi detectada principalmente na Agua de maceragdo (39 - 42%) e
na fibra (30 38%), e o restante no gliten (13 -~ 17%), germe (6
- 10%) & amido (apenas 1%) (Bennett e Anderson, 1878; Yaht et
alii, 1971},

A utilizagao de solventes para remogao de aflatoxi-
na apresenta desvantagens, pols o processo requer eguipamentos
especiais de extraglo e recuperagdo de solvente, podendo ainda
extrair junto alguns nutrientes e auferir ao produto sabor e
aroma indésejéveis, além de residuos de sclventes. No entanto,
como aflatoxinas sfo soliiveis em solventes polares {acetona, ben
zeno, clorofdérmio, metanol), pode ocorrer remo;ﬁo completa 5&
aflatoxina sob condigles adequadas.

Duranté o estudo das propriedades quimicas das aflato
xinas, verificou~se perda gradual de fluorescéncia na presenga

de algumas substancias quimicas (Van der Zijden et afii, 1962}.



Pensou-se, portanto, na utilizacao de agentes quimicos para ina
tivagaoc, o que requer um sistema capaz de converter a toxi
na em derivados ndo toxicos, sem modificagdes prejudiciais na
matéria prima. Substa@ncias como amdnia, Agua oxigenada, hidroxi
do de sédip, hipoclorito de s0dio e bissulfito tém sido utiliza
das e, embora sejam eficientes, alteram a qualidade e a aceita-
bilidade dos produtos. (Doyle e Marth, 1878 a e b; Draughon e
Childs, 1982; Hagler et afii, 1983).

Price e afil (18582) trataram farelo de carogo de al-
goddo para ragdo animal com aménia e dgua e observaram reducio
nos teores de aflatoxinas, embora o aroma de amCnia permaneces-
se no farelo. Norred (1982) verificou que a amOnia era eficien-
te na destruigdo de aflatoxinas em milho, nfo deixando residuos
tdoxicos, como mostraram oS estudos de toxicidade com ratos.

Coker et afii (1885} relataram que a utilizagao do
processo de destoxificagfo idealizado pelo TRDI/MAFF, que c¢on-
siste em deixar a amostra aquecida (15 - 20% de umidade) em con
tacto com 7% de amonia em um recipiente fechado por uma hora,re
sultaram em redu¢3oc acima de 95% do nivel de aflatoxina em tor-
ta de amendoim.

Price e Jorgensen (1985) observaram redugbes de 20 a
46% nos teores de aflatoxinas em tortilhas de milho, dependendo
do tempo de cozimento e do teor de hidrdxido de cdlcio utiliza-
dos. A reducio de aflatoxinas por hidrdxido de cilcio porém, pa
rece ndo ser permanente, pois a acidificagao da amostra  antes
da anfilise resultou num teor maior de aflatoxinas e, como o pH
do estomago € éc;do, ha a possibilidade de reconversdo das afla
toxinas no nosso sistema digestivo.

0 emprego de processos térmicos para redugdo parcial
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ou total do nivel de aflatoxinas tem sido estudado por varios
pesquisadores, porém,'os dados encontrados na literatura mos-
tram a falta de estudo sistemdtico sobre um mesmo tipo de produ
to. Existem alguns trabalhos sobre o efeito de calor em aflato-
xinas para alguns alimentoslcomo amendéim (Lee. el alisi, 1968,
1969; Waltking, 1971;'Luter et alii, 1982), pecan Eﬁscher et
alii, 1973), trigo (Reiss, 1978; El-Banna e Scott, 1983), milho
{Conway et aiii, 1978; Stoloff e Trucksess, 1981;. Seenappa €
.Nyagahungu, 1982) e café (Levi, 1880).

A utilizagdo de célor na destruigio de afiatoxina pa-
ra ser eficiente, depende da temperatura, tempo de aquecimen
to e umidade do produto. Mann et afii, (1967) verificaram uma
elevagdo da taxa de redugdo do teor de aflatoxinas em  farinha
de amendoim com o aumento doiteor de ﬁmidade, quando o tempo e
a temperatura de aquecimento foram mantidos constantes. Erbora
a redugéb do teror de afiatoxin&s aumente com a temperatura (Es
cher ef aﬂii, 1973) e com o tempo de torragdo (Levi, 1980), de-
ve-se ter controle durante o processamento térmico para gue nao
se atribua ao pfoduto final.caracteristicas sensoriais indese

javeis,
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2.1. Ffeito de Processamento Térmico sobre as Aflatoxinas

Em geral as aflatoxinas sio estdveis @ temperatura am
biente. Baur (1975) ndo observou mudangas significativas nos ni
vels de aflatoxinas Bl’ Bz, 'Gl e G2 em farinha de amendoim e em
pasta de amendoim cru e torrado estocadas a 23 C por dois anos.
Entretanto, diminuicgOes nos teores de aflatoxinas foram notadas
por Waltking (1971) em pasta de amendoim cru apds seis meses de
estocagem. J& Scussel (1984) verificou, efn amendoim cru e produ
tos de amendoim estocados a temperatura ambiente por nove meses
na auséncia de luz, um aumento no teor de aflatoxinas até certo
periodo de estocagem, ap8s o qual houve redugdo. |

’ 0 efeito da torracdo sobre as aflatoxinas tem sido
pesquisado com o intuito de se destruir, total ou parcialmente,
as mesmas.

Lee ef alii (1968) observaram redugdes entre 70 ¢ 100%
de aflatoxina Bl en amendoim torrado a 150 C por 30 minutos. Lee
et alii (1969)notaram que a reducdo de aflatoxinas em amendoim tor
rado em cinco condigBes diferentes era proporcional ao teor ini
cial de contaminacBo. Amostras com teores acima de 900 ppb de By
apresentaram redugbes maiores que 90% enquanto que, para amostiras
com teores abaixo de 100 ppb, redugdes de 60% foram abservadaé, du-
rante torracio a 204 C por 5 minutos. Waltking (1971) obteve redu-
gOes de 40-50% para aflatoxinas B, e G, e de 20-40% para B, e G,, na tox
ragdo, a 204 C, de amendoim naturalmente contaminado. Redugles de
98 a 95% para aflatoxinas Bl e Gl’ respectivamente, foram obtidas.
por Bscher et m&& (1973) na torragdo a 191 C/15 minutos e pecan ar-

tificialmente contaminada. Diminuig3o de 95% no teor de aflatoxinas

foi observada em amendoim torrado por microondas {Luter ef alll,
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1982}, Entretanto, esse ndo € um processo comercialmente utili~
zado, embora resulte num grau satisfatdrio de torragdo, sem afe
tar de maneira significativa o contefido de protelna e dcidos graxos.
Soja artificialmente contaminada, torrada a 180 C so-
frem redugdes de 40 a 78% no teor de aflatoxinas (Hamada e Megalla,
1982}, enquanto que café verde artificialmente contaminado,apre
sentou diminuigles de 79% da concentracfo inicial apds 12 minu~
tos de torragdo a 200 C, e mais 94% apds 15 minutos (Levi, 1980).
Conway e¢f afil (1978) wverificaram redugbes de 40 a
80% nos teores de aflatoxinas de milho torrado a 145-165 C, en~
Quanto que Stoloff e Trucksess (1981) obtiveram diminuigido de
apenas 13% do teor inicial de aflatoxinas em boliﬁhos de milho
assados a 218 C por 20 - 25 minutos. Seenppa e Nyagahugu (1982)
observaram em pdoc de milho assado a 240 C por 35 minutos, redu-~
cdes de 17 e 32% nas aflatoxinas B, e Gl' respectivamente.
Ei-Banna e Scott (1983) verificaram reduczo de 55% em
pio de farinha de trigo assado a 350 C por Z minutos, -enquanto
que Reiss (1978), utilizando 120 C por 30: minutos também para
assar pao de farinha de trige, n3o obteve nenhuma vredugac. Es-
cher et alii (1973) observaram que a destruigio de aflatoxinas
aumenta com a elevagio da temperatura de torragiZo. Pecan torrada
a 144, 171 e 191 C durante 15 minutos apresentaram, respectiva-
mente, 15, 40 e 80% de redugao.
| Naffritura,'Bscher gt aldl (1973) wverificaram dimi~
nuigdes de 65 e 60% para pecan frita em &leo (197 € por 6 minu-
tos) e em margarina EiO?'C por 5 minutos), respectivamente. No
entanto, Steloff,e Trucksess (1981) encontraram perdas de 34 a
53% de aflatoxinas em grdos de milho cozido frito.

Mann et afii (1967) constataram que ¢ teor de umidade
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do produto aquecido E fator importante que contribui 3 taxa de
destruicdo de aflatoxinas pelo calor. Aquecimento da farinha de
amendoim contendo 30% de umidade, por 50 minutes a 100 C, resqiff
tou em perda de 85% da toxina presente. Quando, nas mesmas con-
digBes, farinha contendo 6,6% de umidade foi aquecida, aproxima
damente 50% da aflatoxina foi degradada. Coomes et alil (1966) ob
tiveram redugao de 95% de aflatoxina Blzmra farinha de amendoin
autoclavada a 120 C por quatro horas. A redugdo de toxicidade foi con
 firmada em testes feitos com patinhos. Os autores também demons
traram que a aflatoxina Bl pura era convertida a produtos  ndo
fluorescentes quando autoclavada sob condigOes semelhantes.

0 cozimento normal de arroz destruiu 49% de aflatoxi-
né Bl e nenhuma diferencga foi observada entre arroz natural ou
artificialmente contaminado {Rehana ef afii, 1879). Esses auto-
reé tamb&mn ndtaram destruicio maior no cozimento com pressac e
cozimento com excesso de agua (73 e 82%, respectivamente),

Na fabricacio do ugali, prato tradicional africano que
utiliza farinha de milho cozida, Seenappa ¢ Nyagahugu - (1982)
encontraram reductes de apenas 11,5 e 17,6% de aflatoxina B, e

G,, respectivamente,.

1*
Stoloff ef afii {1978} verificaram que massas alimen—
ticias {(macarrdo e talharim) cozidas por 10 minutos continham 66%
das aflatoxinas iniciais e a 8gua de cozimento, 28% e Rehena
et alid {(1978) encontraram cerca de 30% da aflatoxina inicial
na dgua de cozimento do arroz.
Stoloff e Trucksess (1981) cbtiveram reducao de 28% no
contelido de aflatoxinas em milho cozido com sal, enquanto que Fa.

vah et alil (1983) verificaram remog3o de 80 a 100% de aflatoxinas

em amendoim cozido com sal e de 32 a 37% em amendoim cozido sem sal.
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2.2, Fatores que Influenciam o Crescimento de Fungos Aflato

xigénicos

0 crescimento de fungos produtores de aflatoxinas po-
de ocorrer no campo,tanto na fase de desenvoelvimento do fruto
quanto na colheita, e na estocagem, devido a fatores intrinse-
cos (inerente ao substrato) e extrinsecos {inerentes as condi~
gﬁes-ambientais do substrato). Esses fatores siao classificados

.em fisicos, quimicos e bioldgicos (Jarvis, 1871) é 05 mais im-
portantes sio temperatura, teor de umidade, umidade relativa,
composigio do substrato e linhagem do fungo toxigénico.

A maioria dos fungos pode viver e produzir metaboli-
tos numa ampla faixa de temperatura. O Aspengilius fLavus &
classificado como fungo mesofilo, tendo como temperaturé minima
6-8 C, e como maxima, 44-46 C. No entanto, a temperatura Otima
de crescimento varia com a linhagem,numa faixa de 20-30 € (Da-
vis e Diener, 1967, 1977; Schroeder ¢ Hein, 1967, Schindler 2f
akii, 1967: 8hih e Marth, 1972; Diener e Davis, 1877).

Em termos de umidade, os fungos podem ser classifica-
dos em dois grupos: 1) aqueles que normalmente ocorrem no Campo
e 2) aqueles que predominam na estocagen. 0s fungos do campo in
vadem produtos com umidade m@dia de 22 ~ 23% e umidades relati
vas na faixa de 90 a 100%. Os fungos de estocagem, entretanto,
requerem teores mais baixos de umidade {menor de 15%} e umida-
des relativas entre 70 e 90%. O Aspergiflus fLavus pode ser en-
contrado tanto mo campo como na estocagem. A umidade relativa
minima para o crescimento'e germinacgo dos seus esporos € de
80%, embora o minimo para esporulagdo seja B5% ( Panassenko,

1964).
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0 amﬂndoim ainda no solo, contém cerca de 25% de umi-
dade e, a menos que seja seco a uma umidade menor que 9%, ocor-
rera crescimento de fungos imediatamente apds a colheita. A se-
cagem do amendoim por exposigdc ac sol estd sujeita @ chuva e a
umidade, levando um tempo maior para a secagem com o consegien
te favorecimento das condigbes de crescimento dos fungos e pro-
dugdo de aflatoxinas (Austwick e Ayerst, 1963). Por outro lado,
ja foi frisado no Brasil que, predominando as chuvas na é&poca
- da colheita, ainda € preferivel deixar as plantas de amendoim
en fileiras invertidas no campo do que empilhar as mesmas em
qualquer lugar sem secagem artificial (Fonseca, 1983).

0 crescimente dos fungos nio dépende somente das con-
digbes de umidade e temperatura, mas também do substrato e de
gutras condigﬁes ambientais. Os ambientes contendo CO, ou ou-
tros gases COmo N2 afetam o crescimento de fungos que sao tipi-
camente aerdbios.

Landers et alii {1967) estudaram a influéncia de
Cco 0 .

e N, no crescimento e esporulacgdo de Aspengillus fLlavus

2* 72 2
incubados durante duas semanas a 30 C e 99% de umidade relativa.
Nenhuma teducdio visivel do crescimento ou da esporulagdo foi ob
servada quando a concentragio de COZ aumentava de 0,03% = para
20%. Coﬁ 100% de CO, nBo havia crescimento nen produgdo de afla
toxinas. Shih e Marth (1973), também investigaram a influéncia
de misturas de CO,, O2 e Nz em culturas de Aspengillus flavus e
A, parasiticus e_conseguﬁram resultados semelhantes.

Sanders et afii (1968) avaliaram o ‘efeito combinado
de CO,, unidade relativa-e temperatura no crescimento de

Asperngillus fLavus em amendoim e notaram que houve inibicgdoc do

crescimento do fungo, em atmosfera de 20% de COz, 86% de umida-
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de relativa, a temperatura de 17 C ¢ em atmosfera de 40-60% de
COZ‘ 86% de uﬁidade rélativa, a temperatura de 25 C.

Em geral, pode-se dizer que os alimentos s3o bons subs
tratos para o desenvolvimento de fungos, que encontram neles os
componentes basicos necesséfios para o‘seu crescimente. No entan
to, alguns constituintes podem favorecer ou inibir o crescimento
de fungos aflatoxigeénicos. Por exemplo: o crescimento dos fungos
Aspengillus fLavus e Aspengillus parasiiicus folil inibido  pela
présenga de lactose no meio de cultura (Davis ef afii, 1966; Da-
vis e Diener, 1968; Abdallaﬁi e Buchanan, 1981). |

Davis et alii (1967) verificaram que.manitol e fruto
se favoreciam o crescimento de Aspergllflus 5£auﬁév Além desses
dois aglicares, Mateles e Adye (1965) observaram que xilose, sor
bose ¢ maltose estimulavam também o.crescimento de A, paraslidi-
eus, em meio quimicamente definido.

A presenga de sais de cﬁtioné, como zinco, ferro.co-
bre, manganés, molibdénio, cobalto, bario, dadmio, cromo, tem
efeito inibidor ou estimulador, embora pequeno, ne crescimento
de fungos (Mateles e Adye,.lgﬁs; Lee et alif, 1866; Davis eZ
alii, 1966; Marsh et afil, 1975; Rabie et afdii, 1981}. Esses
cations, porém, exercem maior influéncia na produgdo de aflato-
xinas do que no crescimento do fungo.

Em termos de aminoacidos, Payne e Hagler (1983} cons-
tataram que Aspernglflus fLavus e Aspengillius parasdiiicus respon-
diam de maneira semelhante &s mudancas de fontes de nitrogénio
do meio. A presenca de asparagina provocava maior crescimento do
fungo do que a presen¢a- dos aminodcidos prolina, metionina e
triptofano.\

Privadarshini e Tulpule (1980) verificaram que o cres
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cimento de fungos era grandemente inibido pelo acido graxo lau-
rico. Lenovich (1981) notou efeito semelhante ém amostras de ca
cau que continham mais de 1,8 mg/g de cafeina ou em meio de cul
tura nos quais cafeina havia sido acrescentada.

0 crescimento de Aspenglillus parasiiicus foil dinibido
pela adigdo de canela ao meio de cultura (Bullerman, 1974). Lle
wellyn et alii (1981) estudando um nimero maior ' de condimentos
(tominho, aipo, alecrim, or&gano, cravo, canela, gergelim, mos-
‘tarda) verificaram que nZo houve crescimento de Aspergilius
§Lavus e A, parasitficus com cravo e canela ¢ muito pouco com
érégano e mostarda. No entanto, Mabrouk e E1~-Shayeb (1880), ana
lisando varios condimentos (pimenta-do-reino, canela, horteld,
cominhe, gengibre, crave) observaram auseéncia do crescimento

de Aspengillfus fLavus apenas na presenga de <ravo.
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2.3, Fatores que influenciam a Produgldo de Aflatoxinas

Diener e Davis (1966) obsérvaram que © tempo minimo
para producdo de aflatoxinas por Aspeagiflus fLlavus em amen-
doim previamente esterelizado, era de 5 a 7 dias a 30 C, de 7
a 9 dias a 25 C e de 11 a 13 dias a 20 C. Schindler (19877) obte
ve boa produgdo de aflatoxinas por varias 1linhagens de
Aspengilflus fLavus e A, parasiticus a 22 C e Park e Bullerman
(1983) encontraram 25 C como sendo a temperatura Otima para pro
dugdo de aflatoxinas por A. §favus e A, parasificus em substra-
tos naturais.

Rabie e Smalley (1965) concluiram que a temperaturé
Otima para formagdo de aflatoxina B1 em meio sintético era 24 C,
com pequenas quantidades produzidas a 18 C e 30 C. J& para afla
toxina G1 a temperatura otima era 30 C com quantidades menores
produzidas a 24, 36 e 42 C. A quantidade relativa de aflatoxi
nas B, e Gl também era modificada pela temperatura.

Sorenson ef afii {(1967), estudando a formagdo de afla
toxinas B, ¢ Gl em arrcz, encontraram quantidades iguais em tem
peraturas baixas (15 - 18 C), mas o aumento da temperatura vre-
sultava em aumento maior de By do que de Gy A 25 C, a relacao
Bl/G1 era 2:1 e a 28 C, 4:1. Resultados similares foram relata-
dos por Schréeder e Hein {1967) em sementes de algoddo, arroz e
amendoim.

A temperatura abaixo de 7 C e acima de 43 £ ndo ocor-
reu formagdo de aflatoxinas em meios sint€ticos ou em substra-
tos naturais, embora ocorresse crescimento de fungos {Davis e
Diener, 1967; Lieu e Bullermen, 1977:Schindler, 1977; e Shih
e Marth, 1972; Diener e Davis, 1977), Diener e Davis (197?) ob-
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servaram que Aspergiflus fLavus produzia aflatoxina em substra-
tos naturais a temperaturas malores que em meios sintéticos.

Para a produgdo de aflatoxinas,a umidade relativa mini
ma & de 80 - 85% e a umidade relativa Stima & de 95 - 99% (Frank,
1974), que corresponde a um teor de umidade de 18,0 a 18,5% e
22% em sementes amildceas, de 9,0 a 10,0% e de 15,0 a 18,0% em
sementes oleaginosas e de 18,0 a 19,5% e 22,0 a 23,0% em legumi
nosas, respectivamente,

Landers et afii (1967) verificaram que a presenga de
20% de CO, reduzia em 75% a formagdo de aflatoxinas por A4pen
géﬁﬁué g¢favus incubados a 30 C e 99% de umidade relativa duran-
te duas semanas. Com 100% de COZ ou N,, nenhuma produgsio de to-
xina foi observada. Shih e Marth (1973), conseguiram resultados
semelhantes com culturas de Aspergillus {Lavus e A, parasiticus.
Tambem notaram que a sintese de aflatoxinas era mais susceptl
vel ao aumento das concentragdes de COZ do que das de NZ. Em
atmosfera de Z20% de COZ, 86% de umidade relativa e a 17 €, San-
ders et alii (1968} encontraram inibigao na formagio de aflato
xinas por Aspengiflus gfavus em amendoim.

Alguns trabalhos demonstraram a inibicfo da sintese
de toxinas quando Aspergilfus flavus e A, parasiticus eram incu
bados na presencga de luz (Joffe e Lisker, 1968; C(iegler et
alii, 1971; Bennett et alidl, 1971, 1981). Scussel (1984) obser-
vou aumento noe teor de aflatoxina em produtos de amendoim esto-
cados no escuro, ao passo que pouca ou nenhuma mudanga foi cons
tatada nos produtos expostos & luz durante nove meses de estoca
gem 3 temperatura ambiente.

| Alguns estudos demonstraram que os fungos s8c sensi-

veis aos valores de pH do substrato, tendo mixima produgdo de
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toxinas numa faixa de 5 a 7 (Davis et afdid, 1966, Frank, 1968,
Joffe e Lisker, 1969;-Buchanan e Ayres, 1975). Esse limite de~-
pende da composigdo do melo, caracteristicas de linhagem e do
tempo de incubagio. Buchanan e Ayres (1975) verificaram que a .
mixima producdo de aflatoxiﬁas ocorria.a pH 6,0. A sintese de
aflatoxina B era favorecida por um pH menor enquanto que a afla
toxina G acumulava-se em pH maior que 6,0.

As aflatoxinas ja foram encontradas sob condigbes na-
turais em varios alimentos vegetais {n natura € processados,
tais comoe sementes oleaginoéas {amendolim, seﬁente de algodao) e
leguminosas (sojal, cereais {(milho, arroz, trigo, sorgo e avelal,
nozes e algumas frutas, bem como SEUS derivados. Esses alimen-
tos sao considerados bons substratos, favorecendo em. malor ou
menor grau o crescimento de fungos e a formacio de aflatoxinas.

Com relacgdo ac efeito dos aglicares sobre a producgdo
de aflatoxinas, vidrios pesquisadores verificaram que adigao de
glicose ¢ sacarose ao meio estimulava a produgao tanto  para
Aspengillus glavus COmMO para Aspengillus parasiiicus (Mateles e
Adye, 1965; Davis et alil, 1967; Davis e Diener, 1968;  Abdal-
1shi e Buchanan, 1981].

Segundo Abdallahi e Buchanan (1981) a adigdo de rafi-
nose ¢ de ribose ao meio tamb&m estimulou marcadamente a forma-
cdo de aflatoxinas enquanto que galactose Tesultou em produ-
cdo moderada (Mateles e Adye, 1965; Davis ei alid, 1967; Ab-
dailahi e Buchanan, 1981).

Em relacao aos outros aghcares, os efeitos sdo contra
ditdrios. Abdallahi e Buchanan ({1981} notaram que maltose, Sor-
bose € manose favoreciam significativamente a formagao de afla-

toxinas enquanto que o Oposto foi relatado por  Mateles ¢ Adye
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{1965).

Grande prodﬁgﬁo de aflatoxinas foi verificada com a
inclusao de frutose (Mateles e Adye, 1965; Abdallahi e Buchanan,
1981) e de xilose {Davis e Dienér, 1968) ao meio de cultura. Ji-
Davis ef alii (1967) constataram producio media de aflatoxinas
na presenga de frutose, enquanto que Mateles e Adye (1865} e Ab
dallani e Buchanan (1981) relataram a mesma observagao com xilose.
| Llewellyn 2t afii {1980) observaram que a produgac de
'éflétoxina por Aspengillus parasiticus ndo era muito afetada pe
1a presenga de 30% de sacarose. Por outro lado, duas linhagens
de Asperngiliusg 6£avu§ apresentaram maxima produgdo com 10% de
sacarose enquanto que para uma outra linhagem a produgaoc de to-
xina foi inibida pela presenca do aglcar,

0 efeito estimulador do zinco na produgdo de aflatoxi
na foi verificado por varios pesquisadores (Eldridge, 1964; Ma-
teles e Adye, 1965; Lee ef afdii, 1966; Davis el afii, 1967,
Lillehoj et alii, 1974; Rabie ef afidl, 1981}. No entanto a con-
centracio para se obter mixima produg¢do ndp estd bem definida.
Para a producdoc maxima de aflatoxinas com Aspergillus parasificus
em meio liquido artificial, com agitagdo, Mateles e Adye (1965)
obtiveram um valor de 0,4 ppm ¢ Lee et alii (1966), 0,8 ppm de
sais de zince. Ji para producdo em meio artificial sem agitagéo,
Davis et afii (1967) verificaram que a quantidade necessaria
era de S5 ppm enquanto que em substratos contendo germe de milho,
Lillehoj et afi{i (1974) obtiveram mdxima produgdo com 250 a 500
ppm de zinco. Marsh ¢t alii (1975) observaram que concentragdes
de sais de zinéo‘de até 10 pg/mlL aumentavam a sintese de aflato
xinas por Asdpergiffus parasiiicus em substratos artificiais. No

entanto, concentracgoes maiores que 25 ug/mL inibiam parcialmen-
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te sua produgio.

A producdo de aflatoxinas em alimentos tropicais foi
estudada por Obidoa e Ndubuisi (1981), que verificaram que a
quantidade Otima de zinco requerida para prodﬁgﬁo maxima depen-
dia do substrate, ndo havendo no entanto, uma correlagdo linear
exata entre a produgdo de toxina e o nivel de zinco no alimento.
Essa falta de linearidade pode ser devido a presenca de outros
compostos que podem se ligar ao zinco, térnando~o nao disponi-
-vel para o fungo, como o fitato, relatado por Gupta e Venkitasu
bramanian em 1975,

Jones ¢t alii (1984) verificaram que houve aumento no
contelido de aflatoxinas em ragdo para fréngo durante a estoca-
gem das mesmas e que essa elevagdo estava correlacionada com a
. presenca de sais de zinco que eram adiciconados como suplementa-
gdo na ragfo. A adic3o de outros metais como manganés, ferro,
cobre e cddmic ndo influenciavam na elevagio do teor de aflato-
xinas.

Varios outros metais tem sido mencionados com respei-
to @ sua influéncia na biossintese de aflatoxinas. Entretanto
uma comparagao direta entre essas investigagdes € dificil, pois
foram utilizados diferentes meios de cultura, algumas vezes de
composigdo quimica simples e definida, mas &s vezes complexas ,
contendo metais nidoc definidos e em quantidades desconhecidas,Tam
bém diferentes espécies e 1inhagen$ de fungos foram empregados.

Bldridge (1964) observou que a sintese de aflatoxinas
por Asperglllus gLavus em meic sint€tico era reduzida na ausén-
cia de cobre, boro e mangénés e na presenga de ferro e molibde-
nio. Mateles e Adye (1965), Lee ef alidl (19663}, Davis ef alidi,

(1967) e Reddy et afii, (1981), relataram que o manganés tem pe
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quenc efeito na produgdo de aflatoxinas enquanto que Lillehoj
et alii (1974) e Rabie et afdii (1981) relataram que esse ion
produzia um certo estimulo na sintese de aflatoxinas.

A influéncia de ferro na produglo de aflatoxinas tem
sido estudada, nido sendo possivel ainda definir seu modo de
agao. Davis ¢ aldil (1967) notaram efeito positivo com a adigdo
de ferro ao meio enquanto que Lee ef afii (1966) e Lillehoj et
@21& (1974) nao observaram efeito nenhum na produgio de aflato-
.xinas. A situacio com respeito ao cobre & semelhante. Lillehoj
et alii {1974) notaram que o cobre aumentava a produgdo de afla
toxinas enquanto que Rabie ef alii (1981) afirmaram o contra-
rio.

Lee et alii {1966) observaram que adicio de cédmic
ac meio tinha a.propriedade de aumentar a producdo de aflatoxi-
nas enquanto gue o cromo nao afetava. Por outro lado, Lillehoj
et alii (1974) relataram que a adigdo de pequenos niveis de cro
mo e cddmio tinham ambos a propriedade de estimular a sintese
de aflatoxinas. ‘

Baixas concentracgbes de aluminio e altas concentra-
c¢Bes de niquel favoreceram a formagdo de aflatoxinas por Aspex-
gilius fLavus em meioc artificial, segundo Malini ef alil (1984).

Marsh et afii (1975) e Rabie et afili (1981} notaram
que a concentracio dos proprios metais era frequentemente para-
metro decisivo na detérminacao do papel inibidor ou estimula-
dor.

0 efeito dos aminoicidos na formagdo de aflatoxinas
foi estudado por alguns pesquisadores. A presencga dos aminodci-
dos asparagina, prolina e acido aspartico estimulavam a forma-

gdo de aflatoxinas por Aspergdilffus fLavus e A, parasdiiicus (E1l-
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dridge, 1964; Davis ef alii, 1967; Gupta et afdii, 1975; Reddy
et afili, 1979; Payne é Hagler, 1983). Eldridge (1964} verificou
que também o Acido glutamico favorecia a sintese de aflatoxinas
por Aspergilius fLavus.

Reddy ef alidl (19?9) observaram pequeno estimulo 3
produgio de aflatoxinas por Aspergillus parasilicus na presenga
de metionina e triptofano.

Naik et afil{ (1970) comstataram que a produgio de to-
xinas por Aspergillus f§Lavus era maior em amendoim do que em
meios sintdticos. O amendoim contdm proliﬁa, metionina e
triptofano e a adigfo desses trés aminodcidos ao meio sintético
estimulou a formagdo a niveis semelhantes ao do amendoin.

Schultz e Lu%decke (1977) estudaram a infiuéncia de
triglicerideos na produgdo de aflatoxina por Aspergiflus {Lavus
em meio sintético e verificaram que o efeito inibidor era mais
acentuado para a aflatoxina Gl do que para By, sendo que o0 tri-
glicerideo de cadeia curta foi mais efetivo. Os autores também
notaram gue acidos graxos liﬁres saturados inibiam a produgac de
aflatoxinas embora, em escaia menor gquando comparados com 0s
dcidos graxos livres insaturados, que praticamente nac permiti
ram a producao de aflatoxina Gl“ No entanto, Priyadarhini e Tul
pule (1980} mestraram que OS dcidos graxos livres miristico, pal
mitico e estedrico estimulavam a sintese de aflatoxinas enquan-
‘to que os acidos graxos oléico e linoléico tenderam a inibi-la.
‘Esses autores também relataram que a producgdo de toxinas era fa
vorecida pela adigio de Slec de coco (95% de dcidos graxos satu
rados) e inibida com adig¢do de Sleo de agafrzo (93% de acidos
graxes insaturados).

Mayura et afii (1985) observaram que a suplementagao
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do méio com Acidos graxos geralmente inibia a produgo de afla-
toxinas por Aspergillfus parasiticus enquanto que com Aspergdllus
4Lavus havia um aumento de ?rodugﬁo com adigdo de acido palmiti
co e laurico.

Wilson e Bell (1984) verificaram que a so0ja era um
meioc pouco susceptivel a produg@o de aflatoxinas, tanto por As-
perngillus flavus como por Asperngillus parasiticus. Sheretz et
alif (1876), porém, relataram a produgdo de aflatoxinas por
trés linhagens de Aspengiflus glavus e uma de A. parasilicus em
soja cozida. Uma maior produgdoc de aflatoxina por A. parasiticus -
em soja cozida do que em soja in natura também foi observada
por Gupta e Venkitasubramanian (1975) e por Park e Bullerman
(1983). Nagarajan et afil (1973) notaram que a soja cozida era
mais susceptivel ao Aspengiflus f{Lavus do que ao A. parasiticus,
embora a quaﬁtidade de toxina produzida fosse pequena guando com
parada com milho e amendoim.

Fernaﬂdo e Bean {1985) observaram maior produgao de
aflatoxinas por Aspeagillus fLavus e A. parasificus em 5 varie-
dades de sementes de amaranto apds cozimento do que em semen-
tes in natura. No entanto, a quantidade produzida fol menor do
que em arroz e milho.

Llewellyn et afii (1978) relataram que 0 cacau cozido
apresentava-se como substrato melhor para producac de aflatoxi-
nas do que cacau in natfura. Lenovich (1981) verificou que 0
crescimento de fungo e a produgio de aflatoxina eram inibidos
em amostras de cacau contendo mais de 1,8 mg/g de cafeina. A
agio inibidora de cafelna foi confirmada por Buchanan e Lewis
(1984) quando 2 mg/mL de cafeina foi adicionada ao meio utili-

zado para inoculagfo de Aspengilifus parasiticus.
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A inibigd3o da sintese de aflatoxinas pela cafeina &
altamente especifica pois compostos similares 3 cafeina, como
teobromina e metilxantina, foram testados e se mostraram inefi-
cientes (Buchanan e¢f afdi, 1978, 1983, 1984; . Buchanan e Flet-
cher, 1978).

Varios trabalhos tem documentado que o dcido fitico
ou derivados do 3cideo hidroxicinamice, encontrados sm batata
crua e canela, parecem atuar come agenteé inibidores, (Buller-
-man, 1974; Gupta e Venkitassubramanian, 1975; Swaminathan e XKo-
ghler, 1976). A adicgdo de extratos de canela e de cravo ao meio
de crescimento inibe a produgao de aflatoxinas por Asperngiflfus
jlavus e A, parasdticus (Bullerman, 1974i Bullerman el alid,
1877; Mabrouk e El-Shayeb, 1980; Liewellyn ai'aﬁii, 1981).

Llewellyn el alil{ (1981) verificaram que a presenga
de condimentos como oréganc e mostarda retardava a formagio de
aflatoxinas. Tamb&m a adigdoc de pimenta-do-reino, canela, horte
13, cominho, gengibre ao meio causava efeito inibidor segundo
Nabrouk e El-Shayeb (1980). |

Raghu ef atili (1978} encontraram que o Asperglllus
parasificus ndo produzia aflatoxinas em alface, couve-flor e ai
po.

Park e Bullerman (1983) verificaram que alimentos que
contém alto teor de proteina e baixo teor de carboidrato nio su
portavam altos niveis de produgdc de aflatoxinas por Aspex giflus
parasdticus, embora crescimento e esporulacio ocorressem. No en
tanto, os mesmeos autores concluiram que pequenas quantidades de
- carboidratos podem ser utilizadas pelo Aspengiflus fLavus para

produzir quantidades substanciais de aflatoxinas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Preparo de Amostras para Verificagdo dos Teores de Afla

toxinas apds Processamento

A partir de lotes de amendoim naturalmente contamina-
dos com aflatoxinas, foram preparados amendoim torrado, amen-

doim frito e amendoim cozido da seguinte maneira:

a) Torracdo - A torragdo foi realizada de duas manel-
ras: 1} laboratdrio e Z) numa fabrica de doces da

regiao de Campinas.

1) Torragdo no laboratdério - Amendoins foram torra
dos em estufa a 190-200 C por 20 minutos e a

130 C por uma hora.

2) Torracdo na fabrica - Duas sacas de 060 Kg de
amendoim descascado foram aquecidos por  chama
direta por uma hora em cilindro rotativo perfu-
rado. A temperatﬁra média atingida no grio atra
vés desse processo fol estimada em 134 C. Apds
a torracio os grios foram despelados e utiliza

dos na elaboracdio de pé-de-moleque e pagocas.

b) Fritura - Amendoins foram colocados em pleo de so-
ja fervente por 10 minutos. A temperatura atingiu
190 ¢ durante a fritura. Apds o preparo,tomou-se o

cuidado de retirar o excesso de o0leo.

c) Cozimento - Amendoins foram cozidos durante uma ho

ra em panela aberta contendo adgua (proporgao de
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d)

trés vezes a quantidade de amendoim). A Zgua resi
dual do cozimento foi recolhida para posterior and

lise de aflatoxinas.

Cozimento com sal - Amendoins foram cozidos confor
me item anterior, s que ao invés de agua foi uti-

lizada solugdo contendo 5% de cloreto de sddio.
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3.2. Estudo in vitro da Susceptibilidade de Quatro Cultiva

res de Milho & Contaminag¢do por Aflatoxinas

Foram coletadas no campo experimental do Departamento
de Genética e Evolugao da UNICAMP amostras de quatro cultivares
de milho {Maya Normal, Maya Opaco, Doce Cubano e Nutrimaiz) no
estadio seco.

Apds quarteamento e homogeneizagdo, os -grdos (300 g)
foram inoculados com uma suspensdo de esporos de Asperglillus
flavus ou Aspengdllus parasitficus. O inbcule foi preparado a
partir de cultura do fungo, cultivado em Agar Sabouraud e incu-
bado a2 30 C été que houvesse abundante formagdo de espoTos. Es~
ses esporos foram removidos através da adigio de 5 mL de solu
cdo de Tween 80 a 5% sob agitacdo em agitadores de tubos por um
minuto e contados em cdmara de Newbauer. Foram feitas diluigOes
da suspensio em agua estdril de tal forma que a amostra,aPSS a
inoculaclo,contivesse aproximadamente 106 espores por grama de
produto, ou seja, utilizando 15 mi de indculo 5%.

As amostras ja inoculadas foram colocadas em desseca-
dores contendo solucio saturada de sulfato de zinco heptaidrata
do para atingir umidade relativa de 20%.

Nos dessecadores, os grics foram colocados em peque~
nos recipientes perfurados de modo a ndo entrarem em contacto

com a solucdo de sulfato de zinco. A incubacio fol realizada em

estufa com temperatura mantida a 30 C.
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3.3, Métodos Analiticos

3,3.1, M8todo de triagem de Romer para  produtos em geral

(ADAC 1984)

Esse método, descrito por Romer em 1975, oficializado
pela "Association of Official Analytical Chemists" em 1980, uti
1iza uma minicoluna de vidro empacotada com sulfato de calcio
" anidre (Drierite, 20 - 40 mesh, W.A. Hammond, Drierite, Co.),
alumina neutra (100 - 200 mesh), silica-gel, florisil (100-200
mesh), e novamente sulfato de cdlcio 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 ex
tracgdo de aflatoxinas atraves de mistura de acetona-agua (85:15},
triturando-se por 3 minutos. ApSs filtragdo, 1530 mL do filtrade
foram submetidos a um processo de limpeza com 0s seguintes rea-
gentes precipitantes: 3 g de carbonato bisico de cobre e 200 mL
de gel de cloreto férrico, preparado a pértir de 170 mL de Thi-
drdxido de sddic 0,2N e 30 mL de cloreto férrico {cloreto feérri
c¢o anidro 20 g/300 nbL de égua),

Uma segunda filtragdo foi feita com auxilio de terra
diatomicea. Os 150 mL do £iltrado foram colocados em funil de
separagio com 150 mL de dcido sulfirico 9,03%-6 as aflatoxinas
extraidas com duas pérgaes.de 10 mlL de clorofdrmio, coletadas
separadamente. Em seguida, os extratos foram levados com Solu~
¢io de hidrbxido de potdssio 0,02% contendo cloreto de potassio
13 e recolhidos em béqueres.

DoismL do primeiro extrato foram colocados no topo

da minicoluna e eluidos com clorofdrmio-acetona (9:1). Nestas
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condigfes, amostras positivas apresentam, na camada de flori-
sil, uma banda fluorescente sob iluminac¢do ultravioleta a 365 nm.

0 restante do primeiro e o segundo extratos foram guardados para

posterior quantificagao, casoc a triagem resultasse positiva.
3.3.2. Método de quantificacio de Romer (1875)

A avaliagio quantitativa de afiatoxinas,segundo Romer,
"baseia~se na dissolucgio dos extratos em mistura de benzeno-ace-
tonitrila, aplicag8o em placas de sflica;gel e desenvolvimento
por sistema clorofdrmio-acetona. Através da comparagdo visual
com padrées sob iluminacgdo ultravioleta a 365 nm, estimou-se os
teores de aflatoxinas nas amostras.

Foram juntades 4 mL de cada um dos extratos de cloro-
férmio Obtidos ccﬁﬂ descrito no item anterior e neutralizados
em funil de separacdo com solugfo de acido sulfirice 0,03%. Unma
aliquota de 6 mL foi coletada em frasco e levada a secura em ba
nho-maria 3 temperatura de 40 C sob corrente de nitrogénio.

0 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, ac lado de pa-
drdes em volumes iguais ao do extrato,-Utilizouuse mistura clo-
roférmio: acetona (9:1) para o desenvolvimento do cromatograma.
A intensidade das manchas fluorescentes da amostra fol visual-
mente comparada com a dos paérﬁes sob iluminagao ultravicleta a
365 nm. | ‘

Para o c@lculo foi aplicada a seguinte formula:

.Y,
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onde:
- yvolume em ul do padrio By igual ao desconhecido.
- goncentragao do padrao B, em ug/nmlL.

volume em ul da diluicgao final do extfato da amostra.

AR ;]
i

- volume em pL do extrato da amostra aplicada cuja inten
sidade de fluorescéncia & igual a 3§ (padrio Bl).
W - gramas de amostra correspondente ao volume do extrato

que foi evaporado (no caso 3,9 g).
3.3.3. Confirmac3do das aflafoxinas

A identidade das aflatoxinas fol confirmada atraves

dos seguintes testes:

a) Uso de solucfo aquosa a 25% de Acidos inorganicos
{Schuller et aldii, 1867).
Depois do desenvolvimento, a placa foil pulverizada
com solucgio de dcido sulfi@rico 25% (&cido nitriceo também  pode
ser usado)}. As manchas fluorescentes das aflatoxinas, ~original

mente azuls e verdes, mudam para amarelas.

b) Uso de &ter etilico (Nabney e Nesbitt, 1965}.

O cromatograma desenvolvido, apds seco, foi subme- .

tido a novo desenvolvimento com &ter etilico. Nestas condigdes,
sob iluminagio ultravioleta, as substancias interferentes deslo

cam-se de posicio ou seguem com a frente de solvente.

c) Uso de fcido trifluorcacdtico e cloroférmio(Przy
bylski, 1975).
0 extrato da amoestra contendo aflatoxinas B1 .e 61 

foi aplicado em placa em quantidade que contivesse cerca de 0,2
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a 2,0 ng de toxinas. Quantidades semelhantes dos padroles B, e

Gl também foram aplicadas separadamente. Logo apds, foram superx
postos 2 mlL de solugdo de acide trifluorcacétice e cloroformio
(l:l).nas manchas de extrate, extrato + padrio e padrio deixan-
do-os reagir por 5 minutos. O cromatograma foi desenvolvido com
cloroférmio-acetona (9:1) e Agua colocada separadamente em  um
bequer pequeno dentro do tanque. Sob iluminagéo ultravioleta 05
derivados By, © G23 apresentaram fluorescéncia azul e verde,res

pectivamente, e valores de Rf mais baixos que os compostos ori-

ginais.

-3,3.4, Determinagdo do teor total de aminodcidos e de pepti-

deos soliiveis

0 método descrito a seguir foi utilizado = para
amostras de quatro cultivares de milho, em duplicata.

De amostras moldas e homogeneizadas de milho retira-
ram-se 100 mg e juntaram-se 20 mL de dgua destilada, em tubo de
ensaio. Ap0s agitagido ocasional e repouso durante 10 minutos,
filtraram-se as amostras e diluiram-nas na proporgdo 1:5. Ali-
quotas de 1 mL desta solucdo foram colocadas em tubos de ensaio
e homogeneizadas cuidadosamente com adigac de 3 mL do reagente
de ninidrina. O reagente de ninidrina contém 1,9% de ninidrina,
75% de metilcellosolve, acetato de sodio 1M, e pH de 4,45,

A seguir, os tubos protegidos da agdo da luz foram sub
metidos ao aquecimento em_banho-maria de §gua.fervente durante
10 minutos. Decorrido o tempo de reacdo, efetuou-se resfriamen-

to ripido, agitou-se bem a solugdo e procedeu-se 3 leitura de

absorbancia a 570 nm em espectrofotdmetro.
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Aminoacidos livres e peptidios solliveis sdo expressos
] microequivalentés de acide glutamico por grama de proéuto.

0 cdlculo foi efetuado através da consfrugéb de cur-
va de calibragdo de teores conhecidos de &cido glutadmico (0,10,
20, 40, 80, 100, 160 e 200 n moles de acido glutamico) lidos a

570 nm.
3.3.5. Determinacio da composigic de aminodcidos livres

A 1,5 g de cada cultivar de milho moido, foram adicio
nados 5,0 mlL de acido sulfossalicilico 3,5%. A amostra foi agi-
tada durante 15 minutos ¢ centrifugada a-lGOG rpm por 5 minutos.
Apds filtracglo, uma aliquota de 0,75 mL foi retirada e diluida
em 0,25 mL de tampao citrate de 1itio (pH 2,2) para em seguida
ser injetada em analisador de aminoicidos.

- Apds o processo de filtragdo, os extratos dos cultiva
res Cubano e Nutrimaiz apresentaram-se turvos, dificultando a
anflise dos aminodcidos livres. Para eliminar essa interferén-
cia, apds a centrifugacdo da amostra com o dcido sulfossalici-
1ico, 2,5 ml do sobrenadante foram coletados, a eles foram acres
centados 1,5 mL de acetona. Esta solugidc novamente centrifugada
a 500 rpm por um minuto., Trés mL do novo sobrenadante foram re-
tirados e colocados em banho-maria a 70 C para gue a acetona se
evaporasse, eliminando-a do extrato.

0 extrato foi diluido em tampio citrato de 1itio na
proporcao descrita acima e injetado no analisador.

As condicgles de'operagﬁe do Analisador Beckman 120 C

foram as seguintes:

- Comprimento da coluna de vidro: & x 220 mm.
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- Resina: W - 3P
- TampGes: pH 2,83 0,20N Li®
pH 3,70 0,20N Li"
pH 3,75 1,00N Li+, mais 6% de iso-propancl
LiOH 0,30N Li" com 0,25 g/L de EDTA na for
ma acida. |
-~ Taxas de fluxos: tamples 44 mL/h
ninidrina 272 ﬁL[h

- Tempo de andlise: 267 minutos

A mistura padrioc de aminodcidos foi pre?arada com pa-
drao acido-neutro e padrfo basico da marca Hamilton Co. Partes
iguais desses dois padrdes foram misturadas e diluidas 5 vezes
em tampio citrato de 1itio (pH 2,2).

Para todas as analises o volume injetado foi de 100 ul.
%2.3.6. Determinagido de metais

A determinagio de metais nos quatro cultivares de mi-
iho foi feita por espectrofotometria de absorgao atomica.

Amostras moidas de milho foram incineradas em mufla a
450 C, as cinzas dissolvidas com algumas gotas de dcido nitrico
e levadas a volume com dgua desionizada. Os Indices de metais
foram expressos em ppm {parte por milhao).

A construgdo da curva de calibragdo foi feita com so-
lugao do metal a ser‘déterminado, a diferentes concentragdes. '

As andlises foram feitas utilizando-se o espectrofotd
metro de abscrgéé atomica UNICAM modelo SP 90 2A, seguindo-se as

condigoes especificadas para cada metal.
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3.3.7. Determinagdo de aglicares sollveis totals e redutores

A extracio dos agiicares solfiveis foi efetuada nos cul
tivares de milho meido segundo AOCAC (1970}, procedimento 7058
que consiste na extragdo dos aclicares com etanol a quente,.

Nesses extratos, os agucares redutores foram quantifi-
cados de acorde com o método espectrofotométrico de Somogyii-
Nelsbn {1945) e as_agﬁcares totais determinados pelo método es-
-pectrofotomtrico do fenol-3cido sulfirico (Hodge e Hofreiter,

1862},
3.3.8. Determinacio do teor total de #cidos graxos livres

_ 0 teor de acidos graxos livres foi determinado segun-
do AQAC (1984), pfucedimentc 28:032, que consiste na titulacao
dos lipideos, dissolvides em etanol, com hidrdxido de sodio.

A pofcentagem de Acidos graxos livres € expressa em

termos do dcido graxo ol&ico.
3.3.9. Determinacio da composig@o de &cidos graxos livres

0s Zcidos graxos livres dos quatro cultivares de mi-
1ho foram determinados a partir dos lipideos totais extraidos
pelo procedimento de Bligh e Dyer (1959). Esse método extrai to
das as classes de lipidéos com clorofdrmio-metanol-dgua (2,0:2,0:
1,8), sem aquecimento.

Os acidos graxos livres foram determinados por croma-
tografia liquido-gasosa apbs metilagdo, pelo método Metcalfe ¢t

alii (1966), a partir de uma aliquota de 100 mg de lipideos

BIBLIOTECA CENTRAL
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totais.

O0s metilesteres foram injetados no cromatdgrafo gaso-
SO Pérkin Elmer 990 equipado com detector de ilonizagdo de chama
¢ com coluna de ago inox de 3,6 m empacotada com 8% de EGSSX
Chromosorb G.A.W. m 80/100,

A identificacdo dos acidos graxos foi realizada atra-

vés da comparagdo com padrdes de Acidos graxos.

3.3.10. Calculo do coeficiente de correlagdo

Para verificar a interdependéncia entre a quantidade
de aflatoxinas produzida e as concentragdes dos nutrientes, en

tre aminoidcidos, Acidos graxes, minerais e aglicares, utilizou-se

o cilculo do coeficiente de correlagido {r).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAD
4.1, Efeito do Processamento Térmico sobre as Aflatoxinas

Aliada aos seus efeitos tdxicos, uma propriedade das
.aflatoxinas que vem causando muita preocupacdo € a sua estabili
dade térmica. Na opinido de muitos técnicos e pesquisadores es-
ta garantiria a sua sobrevivéncia durante o processamento térmi
‘co de alimentos. Desde que as primeiras tentativas de reduzir a
toxider de farelos de amendoim por aquecimento falharam {Blount,
1961; UNICEF, 1963; Pomeranz, 1964; Feuell, 1966} ¢ fol relata-
do que as aflatoxinas isoladas eram estdveis até 6 seu ponto de
fusdo de cerca de 250 C (Feuell, 1966), o tratamento térmico tem
Sido considerado como um meio de detoxificagao altamente inefi-
ciente. Um exame cuidadoso dos poucos trabalhos sobre o assun-
to, porém, demonstra que os resultados sio conflitantes e Scott
{1984), na sua recente revisdo sobre os efeitos do processamento
de alimentos nas micotoxinas,ja admite Que as aflatoiinas sao
apenas moderadamente estaveis ao calor. Diante disso, e com oS
avancos nos métodos analiticos, permitindo maior sensibilidade
e confiabilidade dos resultados, uma reavaliagac dos efeitos de
tratamentos tdrmicos nas aflatoxinas se faz necessiria.

No presente trabalho virios lotes de amendoim natural
mente contaminado foram submetidos 3 torragdc, fritura e cocgdo,
operagdes normalmente utilizadas no processamento e comerciali-
zacio de amendoim. VArios ensaios foram realizados para cada
tratamento paré compensar a conhecida nio uniformidade na dis-

tribuig¢io das toxinas nos grioes de amendoim.
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4,1.1. Efeito da torragao

A torragaoc em estufa, a 190-200 C durante 20 minutos,
apresentou-se eficiente na reduglo dos niveis de aflatoxinas enm
amendoim, como meostram os resultados apresentados na Tabela 1.
Para as aflatoxinas B, e Gl’ as redugbes nos onze ensaios reall
zados foram superiores a 81,8% (média de 95,0%) e 89,1% (média de
96,2%), respectivamente. As perdas de aflatoxina B, foram acima
‘de 75% (média de 96,3%) e a Gé nao foi encontrada em nenhuma
amostra de amendeim torrado. Em termos de aflatoxinas totais a
diminuicio foi acima de 86,4% com mé&€dia de 95,5%.

Também trabalhando em escala de laboratdrio, com 100
grios de amendoim naturalmente contaminado, Lee et aldid {1968}
dividiram cada gr@o longitudinalmente em duas partes, sendo que
uma parte foi analisada crua e a outra submetida & torragfo an-
tes da dosagem. Os resultados das andlises individuais dos graos
demonstraram redugdo média em torno de 80%, em aflatoxina B e
60%, em aflatoxina Bz, apos torracadao por 30 minutos a 150 C., Co
locando os griaos em tres categorias em termosdos niveis de afla
toxinas, houve na realidade.redugéo de 40-80%, em aflatoxina By,
e 17-69%, em aflatoxina Bz, em graos contendo mais de 100.000
ppb de aflatoxinas totais ¢ uma reduglo de 73-89%, em aflatoxi~
na Bl’ ¢ de 0-92%, em aflatoxina BZ’ em graos contendo 1.300 a
100.0060 ppb de aflatoiinas totais. Estas variagfes foram atri-
buldas a distribuigio nio uniforme das toxinas entre griaos  ou
ainda dentro do mesmo grio. Foi notdvel, no entanto, que nos 17
grios contendo aflatoxinas totais abaixo de 1.500 ppb, a redu~-
cio foi de 100%. Este Gltimo resultado de Lee ef afdd (1968) es

ti de acordo com nossos resultados considerando que os onze lo-
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TABELA 1 -~ Efeito da torragiao em estufa no teor de aflatoxinas
em amendoim contaminado®.

 Aflatoxinas (ug/kg)P

Lotes de

Amendoim - By B, Gl ' Gz Total

cru 37+7 17+3 N WD 54

1 torrado ND ND ND ND ND

% reducio 100 100 -- _ - 100

cru 50 +°13 20 + 5 14 +3 8 + 2 52

Z -torrado ND ND ND ND ND

% redugido 100 100 160 100 100

cru 88 + 14 30 + 5 ND ND 118

3 torrado 16 + 3 ND ND ND 16
% redugao 81,8 100 - - 86,4

cru ' 89 + 13 27 + 5 44 + 5 26 + 5 186

4 torrado ND ND ND ND ND

% reducgao 100 100 100 100 100

cru 111 + 20 35 + 6 35 + 2 4 184

5 torrado 6 + 2 ND ND KD 6
% redugdo 94,5 100 100 100 96,7

cru : 135 + 24 40 + 7 46 + 5 21 + 3 24Z

& torrado - 15 + 4 ND 5 ND 20
% redugao 88,5 100 89,1 100 91,7

cru 161 + 19 67 + 11 ND ND 228

7 torrado 4 + 0 ND ND ND 4
% reducao 97,5 100 - - 98,2

CTHt 219 + 34 109 + 28 110 + 15 110 + 35 548

8 torrado 9 + 2 6 + 2 9 ND™ 24
% reducdo 95,8 94,5 91,8 100 95,6

cru 263 + 7 65 + 10 ND ND 328

9 torrado ND 45 ND ND 5
% redugdo 100 93,8 -- - 98,8

cru 519 + 37 128 + 24 ND ND 647

10 torrado 50 + 11 32 + 7 ND ND B2
% redugdo 90,4 75,0 - e 87,3

cru 880 + 42 222 + 34 ND ND 1102

11 torrado 32+ 5 9 + 3 ND ND 41
% redugido 96,3 95,38 - -— 96,3
média geral 05,0’ 96,3 96,2 100 95,5

de redugao

a condigdes de torracgado: 190-200 € por 20 minutos

b, Valores sio médias de quatro determinagles, com excegdo da
amostra 9 para a qual somente duas determinagdes foram rea-
lizadas. '

¢

- ND: nao detectado (considerado como zero).
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tes de amendoim submetidos & torrag¢do no nosso estudo ndo ul-
trapassavam 1.100 ppb de aflatoxinas., As taxas de redugao - de

82-100%, em aflatoxina Bl’ e de 75~100%, em aflatoxina G TG~

12
fletem melhor a realidade, uma vez que o limite de detecgdo do
método utilizado por Lee at-aﬂii foi dé 50 ppb enquanto que o
do método de Romer, aqui utilizado, € menor que 5 ppb.

Em termos prﬁticos, os nossos resultados assumem malor
importancia j& que o mais comum hoje € a ocorréncia de lotes de
amendoim contaminado com niveis na faixa mails baixa, de 140 a
1904 ppb, com média de 446 ?pb (Scussel e Rodriguez-Amaya, 1985)

Lee et alii em 1969, submeteram amendoim contaminado
por inocﬁlagéo com Aspengilfius flavus 2 torragﬁb seca & em oleo
Amostras de amendolm com quairo niveis diferentes de .aflatoxi—
nas (130 a 6.000 ppb) foram processados em cinco condigles dife
rentes (tempos de 3 a 30 minutos e temperaturas de 121 a 204 C)
simulando processos industriais. Para cada nivel de contamina-
¢do do material inicial (600 g), apenas uma Unica amostra
de 50 g foi submetida a cada uma das condi¢Bes pré-estabeleci-
das. Esta amostragem 1evou.em conta que o Valor do nivel de con
taminacdo de aflatoxina detectado em 50 g de amostra cCorrespon
dia 3 média de aflatoxina calculada em funcdo da  determinagio
individual de 24 a 68 grios de amendoim. Foram constatadas redu
cbes de 43-96% em aflatoxina By, e 33-98% em aflatoxina  G,.
‘Nio foi observada nenhuma relagdo entre as diminuigles dos teo-
res de aflatoxinas e a temperatura e/ou tempo de torragao. IEoi
constatado, no entanto, que a redugdo das aflatoxinas manteve-
se diretamente proporcional ac teor inicial. Essa relagdc  nao
foi verificada por Lee et alii (1968) e contraria os resultados

apresentados na Tabela 1, nos quais a destruigdo tende a ser
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mais efetiva em lotes com teores mais baixos de aflatoxinas ini
¢ial.

Nos nossos_primeiros nove ensaios, a torragac <conse-
guiu abaixar os teores finais de aflatoxinas dentro do limite
de 30 ppb (By + Gl) estipulado pela legislagﬁo.brasileira, em-
bora todos os teores iniciais estivessem acima do limite. Os
dois 1ltimos lotes altamente contaminados com 519 ¢ 880 ppb de
By * G1 respectivamente, permaneceram acima do.limite apds tor-
Yacao.

Nio foi verificado diferenga significativa entre By e
Gl’ em termos da sensibilidade, ao contiério dos trabalhos de
Lee et alii (1969}, Waltking (1971), Escher et afdil (1973) e
Seenappa e Nyagahugu (1982), embora os resultados destes sejam
conflitantes. | |

A eficiéncia da torracgdo no laboratdrio nio se verifi
cou a nivel industrial. As experiéncias foram realizadas numa
fabrica de doces de pequenc porte localizada na cidade de Campi
nas., Por limitacgSes do equipamento, a temperatura atingida du-
rante o processo foi de apenas 134 C, embora o tempo de torra-
¢io fosse uma hora. Apenas dois ensaios foral realizados neste
caso, mas a homogeneizagfo das amostras fol melhor pois a torra
cio foi realizada num torrador cilindrico rotativo. Partindo-se
de lotes de 100 kg cada, os grdos foram misturados no proprio
torrador antes da retirada de amostras de 5 kg para analise,

Como pode se notar na Tabela 2, o efeito de torragdo
foi praticamente nulo. Na primeira coleta, o nifel de contami-
nagic de 82 ppb de aflatoxinas By ¢ G;, manteve-se igual apds
torracdo. Ja na seguhda coleta, os teores de contaminagao eram
maiores e mesmo assim ndo se observou nenhuma redugdo apos tor-

racio. Portanto, 0 uso de temperatura de 134 C para torragao nio
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TABELA 2 « Efeito da torragdo industrial do amendoim no teor de

aflatoxinas em trds produtos?,

Teor de aflatoxina {ug/kg de.prnduta)b

Aflatoxina Matéria- Matéria- Pé-de.
prima prima Moleque Pacoca Ad Pagoca B
crua torrada
Primeiro Lote
By 52+3 51412 5 17+4 30+8
B, 11+4 24+ 5 5 'ND 5
Gl 30+6 37+ 6 5 17+5 17+4
G, Np© ND ND ND ND
Segundo lote
By 120+12 120+15 43+12 43+10 80+15
B, 40+ 6 12+ 6 22+ 5 40+10 40+ 9
G, 12+ 4 13+ 4 5 7+ 2 9+ 3
G, 6+ 2 7+ 3 5 5 3

2 . Torracio a 134 C por uma hora, amostragens de 5 kg.
b Valores sio média de quatro determinacoes
<

~ ND: nao detectado

d . Pagoca processada com amendoim torrado, agicar, sal e gordu

ra

. Pacoca processada com amendoim torrado, agicar e sal
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produziu nenhum efeito na redugido dos teores de aflatoxinas.

Na Tabela 2 sdo fornmecidos também os teores de aflato
xinas dos produtos fabricados a partir do amendoim torrado. A
diminuigao nos teores reflete simplesmente a diluigio da maté-
ria-prima torrada. |

Para uma comparacdo mais adequada, tr€s amostras de
amendoim naturalmente contaminado foram submetidas &4 torragdo a
130 C no laboratdrio. De acordo com os resultados obtidos na Ta
\bela 3, a redugaoc nos teores de aflatoxinas totais foi inferior
a_4,3%, com média de 2,9%. Portanto, a utilizacdo da temperatura
de 130 C para torragdo de amendoim ndo & suficiente para des-
truir as aflatoxinas tanto a nivel industrial quahto a nivel la
boratorial.

Na torragac em escala planta piloto, que se aproxima
das operagbes comerciails, de amendoim mnaturalmente contaming-
do {teores totais de aflatoxinas de 472 a 837 ppb) Waltking
{1971) constatou redugao de apenas 40-50% de aflatoxina By e G1
e de 20-40% de aflatoxina B, e GZ. A temperatura foi de 204 C,
mas nie se especificou o tempo. Ndo foi observada nenhuma rela
gdo entre a taxa de redugdo e o0s teores iniciais de aflatoxi-
nas.

Torragdo de amendolim naturalmente contaminado por ra-
diagdo de microondas, utilizando-se 3,2kW por 5 minutos ou 1,6KkW
por 16 minutos, acarretou diminuicdo de mais de 95% de aflatoxi
nas, segundo Luter ei afidi (1982). Este processo, embora nio sg
ja usado comercialmente, proporcionou bom grau de torracdo sem
apresentar altéragﬁo significativa nos teores de proteinas e de
dcidos graxos.

Além destes trabalhos sobre amendoim, alguns outros
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TABELA 3 -~ Efeito da torragdo em estufa a 130 C por uma hora no
teor de aflatoxinas em amendoim naturalmente contami

nado.

Aflatoxinas (ug/Kg)?

Lotes de Amendoim

By B, Gy G, Total
cru 29+ 3 7+ 2 15+3 ND - 51
1 torrado - 27+ 3 7+ 2 0 16+4 ND 50
% redugdo 6,9 0,0 0,0 -- 2,0
cTu 59+ 7 11+ 3 ND  ND 70
2  torrado 54+ 6 13+ 5 ND ND 67
% redugao 8,5 0,0 - - 4,3
cTu 323221 7212 ND ND 385
3 torrado 319+23 67#10 ND ND 386
% redugdo 1,2 6,9 - - 2,3
média geral
5,5 2,3 0,0 -- 2,9

de redugdo

8 . valores sio médias de duas determinagdes

b _ ND: nio detectado

46



estudos foram realizados.com outros alimentos, constatando ta-
xas variaveis de destrﬁigéo de aflatoxinas. Levi (1980} obteve
reducdo de aflatoxinas superior a 94% na torragéq de céfé a
200 C por 15 minutos. Conway et alii (1978) encontraram redu-
coes de 40 a 80% para aflatoxina B1 na-turragﬁo de milho a tem-
peraturas entre 145 a 165 C, Stoloff e Trucksess (1981) relata-
ram destruicio de apenas 13% de aflatoxinas em bolinhos de mi-
1ho assados a 218 C por 20-25 minutos. No estudo em café héuve
adigio de aflatoxina, por falta de amostra naturalmente contami
nada. Nos dois outros ensaibs, foram utilizaéas amostras natu-
ralmente contaminadas. Hamada e Megalla (1982) relataram que a
torragdo de soja artificialmente contaminada a 180 C acarretava

redugdo de 40 a 73% no teor de aflatoxinas iniciais,

4.1.2. Bfeito de fritura

A fritura foi realizada em oito lotes de amendoim con
taminado (Tabela 4). Destas, seis apresentaram 100% de perda de
aflatoxina Bl {considerando'“néo detectado’™ como zero), sendo
que a média geral foi de 98,7%. Das cinco amostras que conti-
nham G, na matéria-prima crua, trés registraram 100% de redu-

¢io, com média de 92,3%. Assim como na torragido, ndc houve dife

)

renca significativa na sensibilidade das aflatoxinas Bl e Gy

fritura.

Para a aflatoxina Bz, a diminuicgao fai acima de93,&§,
com media de 99,1%; A aflatoxina 82 foi totalmente destruiﬁa
apbs fritura das amostras que a continham. A perda média em tex
mos de aflatoxinas totais foli de 98,1%.

Assim como a torracdo, a redugfo dos teores de aflato
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TABELA 4 - Efeito da fritura em G6leo no teor de aflatoxinas

amendoim contaminado®.

em

de redugao

Lotes de Aflatoxinas (pg/Kg}b
Amendoim B4 B, Gy G, Total
cru 37+ 7 17+ 3 ND ND 34
frito NDC ND ND ND ND
% redugdo 100 100 -- - 100
cru 50+13 20+ 5 14+ 3 8+ 2 g2
 frito .ND ND ND ND ND
$ redugao 100 100 100 100 100
cru 88+14 30+ 5 ND ND 118
frito ND ND ND ND ND
$ redugio 100 100 - - 140
cru 89+¢13 - 27+ 5 44+ 5 26+ 5 186
frito ND ND ND ND ND
% redugio 100 100 100 100 100
Cru 111+20 ~ 35+ 6 35+ 2 4 184
frito 10+ 4 ND - ND ND 10
$ redugao 90,9 100 100 100 94,6
cru 135+24 40+ 7 46+ 5 21+ 3 242
frito ND ND 10+ 4 ND ND
% reducgao 100 100 78,3 100 100
cru 214+23 ND 163+44 ND 377
frito ND ND 27+ 6 ND 27
% redugao 100 - 83,4 -- 92,8
cru 263+ 7 65+10 ND- ND 328
frito 45 .4 ND ND 9
% redugdo 98,5 93,8 - -= 97,3
média geral g3 7 99,1 92,3 100 98,1

a_ fritura em O0leo por 10 minutos.

b

durante a fritura.

- Valores sdo médios
amostra 7 € 8 para

zadas.

C_ ND: ndo detectado.
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xinas na fritura depende da concentragao iﬁicial de aflatoxinas,
sendo mais eficiente para teores menores, Durante a fritura por
10 minutos, a temperatura atingiu 190 C. As aﬁostras de amen-
doim 7 e 8 foram fritas por 15 minutos e ficaram muito escuras,
comprometendo as caracteristicas sensoriais, embora as taxas de
redugio de aflatoxinas nBo mostrassem diferenga  significativa
para os dois tempos de frituré.

Embora as matérias-primas se eﬁcontrassem contamina-
. das em niveis além do permitido, os amendeins fritos, que ain-
da se apresentavam contaminados, continham menos de 30 ppb de
aflatoxina inicial {(Tabela 4).

Os resultados mostraram claramente a eficiéncia da
fritura na redugioc dos teores de aflatoxinas. Nenhum trabalho
sobre o efeito deste processo nas aflatoxinas em amendoim foil
encontrado na literatura. Escher ef afil (1973) relataram dimi-
nuicbes de 65% e de 60% para pecans fritas em 8leo {197 C/6 mi-
nutos) e em margarina (107 C/60 minutos), respectivamente. Sto-
joff e Trucksess (1981) observaram perdas de 34 a 53% de aflato

xinas em milho cozide ("grits") e frito.
4,1.3. Efeito da cocgdo

Qutro processe que tem se mostrado bastante promissor
na redugiio dos teores de aflatoxinas & a cocglo, no qual a maté
ria prima & submetida & fervura em agua.

Treze lotes de amendoim contaminado foram cozidos em
dgua e o efeito deste tratamento sobre as aflatoxinas estd de~ .
monstrado na Tabela 5. Para as aflatoxinas\gv‘BzeaGlforam obti~-

das redugles nos seus teores que variaram de 64,0 a 98,5% (mé-
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TABELA 5 ~ Efeito da cocgd@o no teor de aflatoxinas em amendoim
contaminado?®,

Aflatoxinas (ug/Kg)b

Lotes de Amendoinm

Bl BZ G1 G2 Total

cru 37¢7  17+3  ND© ND 54

1 cozido _ 1042  ND ND ND 10
% redugao 73,0 100 - o 81,5

cru 39+8 9+12 13+2 24+5 85

Z cozido 14+4  ND 5 ND 19
% redugdo 64,1 100 61,5 100 77,6

cru 50413 . 20+5 14+3 8+2 92

3 cozido 18+5 8+2 ND ND 26
% redugdo 64,0 60,0 100 100 71,7

cru 88+13 30+5 NI ND 118

4 cozido 25+3 1043 ND ND 35
% redugdo 71,6 66,7 - - 70,3

cru 89+13 2745 44+5 26+5 186

5 cozido 19+3 ND ND ND 19
% redugdo 78,7 100 100 100 89,8

cru 111420 35+6& 35+2 4 184

6 cozido 20+3 ND 5 ND 25
$ redugdo 81,8 100 88,6 100 86,4

cru 135424  40+7 46+5 2143 222

7 cozido 40%7  10%3 1032 ND 60
% reducio 7074 750 7873 100 7%,0

cru 214+23 ND 163+49 ND 377

8 cozido 16+3 ND ND ND 16
$ reducgac 92,5 - 100 - 85,7

cTu 263+7  65+10 ND ND 328

9 cozido : 5 ND ND ND 5
% redugdo 88,5 100 - - 98 .4

cru 285+61 107+41 ND ND 397

10 cozido 63+13 2635 ND ND 86
% reducgao 77,9 75,7 - - 77,3

cru 302+39 102+41 ND ND 404

11 cozido 19%4 5 ND ND 24
% reducio 93,5 26,1 - - . 94,3

cru 506+29 150+10  ND ND 656

12 cozido 150+15 60+8 ND ND 210
% redugao 70,4 60,0 _—— -— 68,0

cru _ 690+91 115+24  ND ND 805

13 cozido | 199+20 42+10  ND ND 241
$ reducéao 71,2 63,5 -— - 70,0
media geral .5 ¢ 331 83,1 100 81,2

de redugiao

a- A amostra foi submetida a fervura em agua por uma hora

b. Valores sdo médias de quatro determinagBes, com excecao das amostras 2,8
e 9, para as quais somente duas determinagGes cada foram realizadas.

€~ ND: Nao detectado

d. A gua de cocgdo foi analisada e o resultado foi negativo com excegdo da
amostra 4 que apresentou 9 ppb de By e 5 ppb de B,.
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dia de 77,5%), 60,0 a 100% (média de 83,1%), e 61,5 a 100% {(mé-
dia de 88,1%), respecfivamente.

As redugfes tenderam a ser menores do que 1nos outros
processamentos, jd que quatro amostras de amendoim cozido conti
nham ainda mais de 30 ppb de aflatoxinés B, + Gl ¢, sendo por-
tanto, imprdprias para consumo.

Analisando-se a agua de cozimento das amostras, veri-
ficau—se.que esta ndo continha aflatoxinas a niveis detecta-
veis, com excecgdo de uma amostra que apresentou dgua de cocgdo
com 9@ e 5 ppb de aflatoxinaé B; ¢ By, respectivamente, Rehana
et alii (1975) trabalhando cbm arroz contaminado verificaram gue
a dgua de cozimento apresentéva cerca de 30% da aflato-
xina Bl inicial e no cozimento de massas alimenticias, Sto
1off ¢t afii (1978) encontraram na &dgua de cocgdo, 29% das afla
toxinas iniciais.

No Nordeste Brasileiro, como em alguns paises tropi-
cais da Africa e Asia, o amendoim & fervide em agua com ou senm
sal. O cozimento do amendoim neste trabalho apresentou perda mé
dia de 81,2% das aflatoxinaé totais. Farah et afii {1983} cons-
tataram reducdo de 32 a 37% para amendoim cozido com dgua, e de
80 a 100% para amendoim cozido em dgua contends 5% de cloreto
de sddio. Essa conclusdo foi baseada, porém, na andlise de 5
amostras cozidas com sal e apenas duas cozidas em dgua sem sal.

No presente estudo, quatro amostras de amendoim conta
minado foram cozidas com 5% de sal e a taxa de redugdo foi de
77,9 a 86,1% (média de 81,7%) e de 74,2 a 83,6% (média de 78,5%)
para as aflatoxinas By e B, respectivamente (Tabela 0). N&o
foi detectada a presenca de aflatoxinas na égﬁa de cozimento

das amostras.

51



TABELA 6 - Efeito da cocgdo em 5% de sal sobre as aflatoxinas

em amendoim contaminado®

. Lotes de Amendoim

Aflatoxinas (ug/Kg)b

Bl B2 Total

cru 113+28 43+17 156

1 cozido 25+ 7 10+ 6 35
¢ reducdo 77,9 76,7 77,6

cru 160425 34+10 194

2 cozido 28+ B T+ 2 35
% reducao §2,5 78,4 82,0

cru 194+31 55+18 249

3 corido 27+ 4 9+ 4 36
' % redugio 86,1 83,6 85,5
cTu 271+78 89+21 360

4 cozido 54+17 23+10 77
% redugio 80,1 74,2 78,6
média 81,7 78,5 80,9

&_ Agua de cocgdo ndo

vels.

apresentou aflatoxinas em niveis detecta-

b_ yilores sio médias de duas determinagdes.
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| Comparando os resultados obtidos com o cozimento em
égué (Tabela 5) e em solugdo salina (Tabela §) observa-se que o
sal nao teve influéncia significativa na redugao da contamina
¢do do amendoim, ao contriario do resultado obtido por Farah ef
alii (1983). Stoloff e Trucksess (1981), em milho cozido com
sal, encontraram redugdo de 28% de aflatoxina By.

Perante os resultados obtidos, a torragdo a 190 C e
fritura (temperatura atingida 190 C) em escala de laboratdrio,
- apresentaram taxas de redugio maiores que aquelas obtldas pelo
cazimentd em agua (temperatura de 98 C), torragdo em escala in
dustrial (temperatura de 134 C) e a 130 C no laboratdric, embo-
ra os trés altimos processos tenham sido efetuadds em tempo bem
maior (uma hora). Portanto, a temperatura £ o fator determinan-
te na efetividade do processo t€rmico na destruicdc de aflatoxi
nas.

Em termos pratices, os resultados mostraram que O PTO
cossamento térmico em condigles adequadas serve para diminuir
ou até eliminar eficientemente o problema de contaminagdo por
aflatoxinas, desde que a patéria-prima ndo esteja exageradamen-
te contaminada, Especialmente considerando que hd uma diluigdo
da quantidade de amendoim na fabricagio dos seus produtos, 05
altos teores de aflatoxina em amendoim e seus produtos relata-
dos por varios pesquisadores brasileiros (Pregnolato e Sabino,
1966/1970; Fonseca e Del Nery, 1970; Sabino, 1980, - Sgbino et
alkii, 1982, Prado, 1984; Scussel e Rodriguez-Amaya, 1985), € um
reflexo da contaminaéﬁo elevada do amendoim ''in natura'’ seja
por contaminagﬁo‘no campo ou na estocagem. D nivel de contami-
nagfo poderia ser significativamente reduzido se as indiistrias

empregassem equipamentos de torracio que atingissem temperatura
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minima de 180 C. Isto associado a um controle mais adequado a
nivel do campo, transporte e estocagem, levaria 3 existéncia de

produtos de amendoim saudiveis, prodprios para consumo.
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4,2, Estudoe In Vitro da Susceptibilidade de Quatro  Cultiva

res de Milho

0 milho & um cereal largamente consumido no pais e,de
peis do amendoim, o alimento mais citado na literatura como sen
do altamente susceptivel 3 contaminag¢fo por aflatoxinas (Yahl et
alii , 1971; Lillehoj ef affi, 1975a e b, 1976, 1978, 1880; Hunt
et atii, 1976: Balzer et akfidi, 1977; McMillian et alii, 1980).
. Varios trabalhos mostraram gue a contaminagdo do milho ocorre
no campo tanto, antes, como apds a colheita, bem como durante a
estocagem (Rambo et alii, 1975; Shotwell et afii, 1975a e b; Ben
nett e Anderson, 1978; Karki et aldil, 1978). |

No estado de S30 Paulo, os levantamentos realizados in
dicam que o milho apresenta Indice de contaminagdo muito baixo.
Issc nio significa, no entanto, que o problema nao existd em ou
tros Estados nos quais o clima e as condigbes de plantio, co-
jheita e estocagem sio diferentes as de S#o Paulo. Mesmo em Sao
Paulo, as condigbes podem variar de um aﬁo para outro, mudando
também o panorama em termos de contaminagdo por aflatoxinas.

Alguns trabalhos tem sido relatados sobre novos hibri
dos de milho e amendoim que incorporaﬁ fatores de resisténcia ds
variacdes climdticas e ao ataque de insetos e fungos, na palha,
na vagem, ou mesmo na composigdo quimica da semente (Mixon e Ro
gers, 1973; Amaya ef alil{, 1977, 1980; Wilson el alld 1877,
Calvert ei afii, 1978; Souza et afii, 1978; Gorelova e Lvova,
1980; Lillehoj e Zuhér, 1981). Estudos comparativos  mostraram
diferencas significativas quanto 3 resisténcia de hibridos de
- milho 3 contaminacgdoc por aflatoxinas (Nagarajan e Bhat, 1972;1a

Prade e Manwiller, 1976, 1977). Portanto a utilizagao de hibri
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dos resistentes & considerada como meio de controlar a incidén
cia destas toxinas nos produtos..

No presente trabalho, quatro hibridos de milho, conm
composigdo quimica distinta, foram submetidos a inoculaclo com
fungos aflatoxigénicos para verificar a influéncia da composi-
cdo quimica de grdos sobre a capacidade do fungo invadir ¢ pro-
duzir suas toxinas.

Para o estudo em questi@o foram realizados dois ensaios
'égm Asperngillus flavus ~ & trés  ensalos com Aspengiflus pa
rasditicus. As amostras foram analisadas durante um periodo de
seis semanas de incubagdio a 30 C e umidade relativa de $0%. Os
resultados estfo apresentados nas Tabelas 7-11. Péra uma melhor
visualizacio das mudangas ocorridas em fung3o dos teores de By
& Glﬁ as mais tdxicas, estio também apresentados nas Figuras

Bn‘ﬁa
4.2.1. Produgfo de aflatoxinas por Aspergillus flLavusd

Os dois ensaios com Aspergillus flavus mostraram cla-
ramente a maior susceptibilidade & producio de aflatoxinas dos
cultivares Maia Normal e Opaco {Tabelas 7 e 8, Figuras 2 e 3).
Nos dois ensaios, ambos os cultivares vegistraram uma fase de
produgiio significativa de toxinas, seguida por outra de dimi-
nuigdo. No primeiro eiperimento, utilizando concentragdes de
10? esporos/g (Tabela 7), os cultivares Normal e Opaco atingi-
ram maior produgdo dé¢ aflatoxinas e tanto o aumento Ccomo a que-
da dos teores de-aflatexinas foram mais stibitos do que no segun

6

do ensaio (Tabela 8), onde 10 esporos/g foram inoculados.

0 cultivar Maya Opaco apresentou miaxima producdo apls
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TABELA 7 - Producdoc de aflatoxinas em quatro cultivares de mi-
1ho inoculados com Aspergillius fLavus e estocados em
estufa®, (1° ensaio)

Tempo de Aflatoxinas (pg/Kg)b
Cultivar Incubacgao
{Dias)}
By B, Gy G,
Maya Normal 0 ND© ND ND ND
15 291 ND 845 56
19 355 ND 1239 - 143
22 1210 ND 3622 322
26 476 15 11580 118
30 410 52 1172 79
42 324 77 690 56
Maya Opaco 0 ND ND ND ND
i5. 484 ND 1570 142
19 877 ND 2896 640
22 1815 - ND 3622 738
26 953 119 2857 357
30 1172 147 2930 440
42 884 155 2550 293
Doce Cubano 0 ND ND ND ND
15 ND ND ND ND
19 81 ND KD ND
22 163 ND 302 66
26 138 . ND 256 35
30 385 33 513 G8
42 183 32 350 88
Rutrimaiz 0 ND ND ND ND
{Opaco-Doce) x5 134 NE 1035 30
19 265 ND 715 67
22 114 ND 302 33
26 156 35 476 119
30 197 49 366 a2
42 148 57 307 82

2_ Condigdes: 30 € e umidade relativa de 90%. Concentracio ©de

107 esporos/g.
b_ valores sio mddias de duas determinagdes.

C_ ND: Nzo detectavel.
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TABRELA 8 - Produgidc de aflatoxinas em quatro cultivares de mi~

1ho inoculados com Aspergillus glavus e estocados em
estufa®. (2° ensaio)

Tempo de Aflatoxinas (ug/Kg)b
Cultivar Incubacgido

(Dias) By B2 Gl G,

Maya Normal 0 ND© ND ND ND
7 110 ND 225 31

14 - 528 14 1457 177

24 588 38 2990 227

30 1457 20 2817 228

40 1007 386 3241 150

48 846 184 2615 433

Maya Opaco 0 ND ND ND ND
7 128 ND 302 64

14 406 ND 1457 136

24 677 - 52 2491 231

30 729 12 3923 152

49 774 79 2303 184

48 758 148 2092 320

Doce Cubano 0 ND ND ND ND
7 ND ND ND ND

14 ND ND ND ND

24 ND ND 5 ND

30 7 ND 190 ND

40 7 ND 64 ND

48 128 ND 102 5

Nutrimaiz 0 ND ND ND ND
7 101 24 5 ND

14 73 14 170 16

24 240 14 528 64

30 614 22 963 182

40 793 73 767 173

48 645 39 733 120

2_ Condicdes: 30 C e umidade relativa de 90%. Concentragio de
106 esporos/g.

b_ yalores sdo m8dias de duas determinagdes

. ND: Nio detectado.
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TEOR DE AFLATOXINAS B, + G, (ug/kg)
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DIAS DE INCUBAGAO

FIGURA 2 - Primeiro ensaio = « Variagao dos teores de aflate
xinas (Bl+Gi) em quatro cultivares de milho inocula
dos com Asperagllfus fLavus e incubados a 30 C e umi-
dade relativa de 90%.

(MN: Maya Normal; MO: Maya Opace; C: Cubano; NM: Nu-
trimaiz).
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FIGURA 3 - Segundo easaio ~ Variagao dos teores de aflato-

Xinas (B1 + Gl} em quatro cultivares de milho inocu-
lados com Aspengliflus fLavus e incubados a 30 Ce umi
dade relativa de 90%.

{(MN: Maya Normal; MO: Maya Opaco; C: Cubano; NM: Nu-

trimaiz).
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22 dias (1815 ppb de By e 3622 ppb de G;) e 30 dias de inocula-
gao (729 ppb de By e 3923 ppb de Gl) no priméiro e segundo expe
fimento, respectivamente e, no final do periodo de incubagio o
teor de aflatoxinas totais teve decréscimo médio de 38% em am-
bos os casos. Ja o cultivarlNcrmal, qué também mostrou formagao
méxima_de aflatoxinas no mesmo periodo (1210 ppb de B, e 3622
ppb de G; e, 1457 ppb de By e 2817 ppb de G;, respectivamente no
primeiro e segundo ensaio}, no final do primeiro ensaioc apresen
tou diminuigdo média de 79% das aflatoxinas totais ao passo que
no segundo, a diminuigao foi de apenas 19%. |

0 Cubano, que mostrou ser o mals resistente ao cresci
‘mento do fungo e 4 formagdo de afiatoxinas em ambos 0s experi-
mentos, s0 iniciou a producdo de toxinas, en pequenas.quantida—
des, apGs 19 (81 ppb de B, e 302 ppb de Gl} e 30 dias (7 ppb de

B1 ¢ 100 ppb de G respectivamente nos dois ensaios. O culti-

)
var Nutrimalz atingiﬁ ne primeiro experimento produgido maxima
de aflatoxinas apos 19 dias de incubagﬁb (134 ppb de By e 1035
ppb de Gl), s& que em quantidades menores do que aquelas verifi

cadas no segundo experimento, quando atingiu produgdo maxima en

tre 30 e 40 dias de incubagdo (793 ppb de B, e 767 ppb de Gl)“
4.2.2., Producgdo de aflatoxinas por Aspergiflus pargsiticusd

Ds trés ensaios realizados utilizando-se indculos de
107 esporos/g de Aspergiflus parasiiicus nas mesmas condigdes
que os experimentos com Asperglllus  fLavus, tamb&m mostraram a
maior susceptibilidade do cultivar Maya Normal (Tabela 9, 10 e
11, Figuras 4, S e 61. A produgdo de aflatoxinas neste cultivar

foi grande, embora em quantidades varidveis. No terceiro experi
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TABELA 9 - Producio de aflatoxinas em quatro cultivares de mi-
1ho inoculados com Asperngiflus parasiticus e estoca
dos em estufa® (3% ensaio),

Tempo de Aflatoxinas {ug/Kg)b
Cultivar Incubagdo

(Dias) By B2 Gy G,

‘Maya Normal 0 ND® ND ND ND
7 260 28 403 74

14 557 77 789 187

21 2059 190 4564 590

28 2632 295 5085 752

35 3176 697 4524 815

42 3319 g01 3963 869

Maya Opaco 0 ND ND ND ND
7 ND ND ND ND

i4 ND ND ND ND

21 8 ND 9 ND

28 30 ND 19 ND

35 41 -- 52 -

42 75 - 72 -—

Doce Cubano 0 ND ND ND ND
7 ND ND ND ND

14 ND ND ND ND

21 17 ND 10 ND

28 90 ND 82 ND

35 284 7 286 33

42 370 11 397 42

Nutrimaiz 0 ND ND ND ND
7 ND ND ND . ND

14 ND ND ND ND

21 11 ND 52 ND

28 30 ND 82 ND

35 48 - 95 11

42 85 - 112 14

2. Condigdes: 30 C e umidade relativa de 90%. Concentracio de

10? esporos/g.
b_ vaiores sic médias de duas determinagdes

F« ND: Nio detectado
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TABELA 10 -~ Producgio de aflatoxinas em quatro cultivares de mi
1ho inoculados com Aspergiflus parasiticus e estoca
dos em estufa®. (4¢ emsaio).

Tempo de Aflatoxinas (ngKg)b
Cultivar Incubagio

{Dias) By B, Gy Gz
Maya Normal 0 ND© ND ND ND
i 7 - 70 ND 75 ND
14 360 Nb 374 ND
21 371 ND 501 64
28 637 117 491 156
35 1582 195 1642 253
42 1933 239 2005 280
Maya Opaco 0 ND ND ND ND
7. ND ND ND ND
14 ND : ND ND ND
21 20 ND 20 ND
28 28 ND 30 ND
35 77 10 83 Z4
42 - 99 15 103 37
Doce Cubano 0 ND ND ND ND
7 ND ND ND ND
14 ND ND ND ND
21 7 ND 10 ND
28 45 7 47 ND
35 156 11 165 11
42 . 193 20 217 24
Nutrimaiz 0 : ND ND ND ND
7 ND ND ND ND
14 ND ND ND ND
21 16 ND 21 ND
28 31 ND 30 ND
35 45 ND 39 ND
45 88 ND 103 ND

8. Condigbes: 30 C e umidade relativa de 30%. Concentragao de

107 esporos/g.
b_ valores sio médias de duas determinagdes.

C. ND: Nio detectado.
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TABELA 11 ~ Producdo de aflatoxinas em quatro cultivares de mi-
lho inoculados com Aspengiflfus parasdilicus e estoca
dos em estufa? {59 ensaio},

Tempo de Aflatoxinas (ug/Kg)®
Cultivar Incubagao

{(Dias) B1 Bz . Gl 82
Maya Normal 0 ND® ND ND ND
7 77 4 129 16
14 213 18 344 43
21 729 113 1457 80
35 1470 132 1451 96
42 1607 173 1552 221
Maya Opaco 0 ND ND ND ND
7 ND ND ND - ND
14 18 ND ND ND
21 111 10 106 i3
35 454 27 135 - 25
42 660 i01 376 96
Doce Cubano 0 ND ND ND ND
7 ND ND ND ND
14 ND ND ND ND
21 ND ND ND ND
35 172 16 40 4
42 280 32 254 59

.Nutrimaizd

a

- CondigBes: 30 C e umidade relativa de 90%. Concentragao de
10? esporos/g.

- Valores sdo médias de duas determinacgGes.

“. ND: N3o detectado

- 0 cultivar Nutrimaiz foi excluido deste experimento por se
apresentar contaminado com aflatoxinas, antes da incubagao
com o fungo; ver Tabela 12.
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mento, o teor de toxinas atingiu um maximo apbs 35 dias de incu

bagdo (3176 ppb de B, e 4524 ppb de G;). No quarto e quinto en-

1
saios a produgdo encontrava-se ainda em elevacido apds 42 dias
de incubagdo (1933 ppb de B; e 2005 ppb de G; e, 1607 ppb de B,
e 1552 ppb de G, respectivamente) .

No terceiro e quarto experimentos, os cultivares Maya
Opaco, Cubano e Nutrimaiz sd iniciaram a produgdc de aflatoxinas
apos 21 dias de incubagdc e, mesmo assim, em quantidades bem pe
quenas. O Cubano apresentou uma producdo ligeiramente maior do
que 05 . outros dois cultivares.

No gquinto ensaio, o cultivar Cubanc mostrou a  mesma
baixa produtividade que nos ensaios anteriores, enquanto que, ©
cultivar Opaco, que vinha se apresentando um pouco menos suscep
tivel que o proprio Cubanc, modificou sua condigao neste Glti-
mo experimento. O Nutrimaiz ndo feol inoculado nesse iltimo expe
rimento pois ja se encontrava naturalmente contaminade no campo
com aflatoxinas, e com crescimento visivel de fungos (Tabela 12).

Somando os resultados tanto com.éépe&gi££ué fLavus co
mo Aspengillus parasiticus, ndo resta a MEnor diivida que nas
condigdes do estudo in vitr&, o cultivar Nermal apresentou-se co
mo o mais susceptivel 3 contaminacZo com aflatoxinas. O cultivar
Opaco demonstrou praticamente a mesma susceptibilidade somen-
te com Aspergillus fLavus, o fungo naturalmente encontrado enm
milho. J2 o Cubano foi o cultivar que mostrou a menoy suscepti‘
bilidade 2 ccntaminagéo por aflatoxinas, enquanto que O Nutri
maiz apresentou suscéptibilidade intermedifria ou semelhante 3
do Cubano.

Os resultados também mostraram que esse tipo de estu-

do B bastante dificil de se executar e interpretar, uma vez que,
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TABELA 12 - Teores de aflatoxinas encontrados no cultivar Nutri
maiz naturalmente coatamlnado

Aflatoxinas (ng/kg)P

Amostras

By | 5,
1 145 + 17 5
2 104 + 20 9 + 2
3 95 + 19 | 5
4 69 + 13 5
5 36 + 8 5
6 8 + 2 ND©
7 5 5
8 5 ND
9 ND ND
10 : ND ND

4. Ndo foram detectadas aflatoxinas G.
b Valores sio medidas de duas determinagies

©. ND: Nio detectado
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mesmo tentando-se manter as condigdes o mais constantes possi-
vels, alguns fatores ainda escapam o0 nossc controle, produzindo
~se variagoes inesperadas. Um exemplo & a inversio das suscepti
bilidades do Opaco e do Cubano, ne ltimo experimento. Parece ra
zo4vel pensar que o comportamento mais estivel dos  cultivares
Normal e Cubano frente as variacCes do Opaco e Nutrimaiz sejam
pelo menos em parte devido & maior estabilidade das caracteris-

ticas genética dos dois primeiros.
4,2.%. Efeito da composigie do milho

| 0s resultados encontrados mostraram que oS fungos As-
pengillus fLavus e Aspengillfus parasdifcus produzem efeitos pro
prios de cada espécie quando inoculados em milho.

0 cﬁmportamento marcadamente diferente do cultivar Ma
ya Normal em relagfo aos outros cultivares, todos produzidos
sob as mesmas condigBes no campo experimental do Departamento de
Gendtica e Bvolucgio da UNICAMP, leva a crer gue a composigao dos
grios tem efeito definitivo na producdo das aflatoxinas. No en-
tanto, o valer nutricional, de acordo com a avaliacBo realiza-
da com ratos através de outros estudos (Sgargieril ef alid, 1977)
indica que a melhor composigio nutricional do substrato ndc es-
+3 correlacicnada com a melhor utilizagdo pelo fungo mna produ-
¢do de sua toxina. Afinal, nao era de se esperar que as exigén-
cias nutricionais dos dois tipos de  fungos fossem as mesmas,

Sgarbiéri et alil (1977, 1982) e Silva et alili {1978)
estudaram a composigdo qdimica desses cultivares relacionando-
os entre si. Em relagfo ao Maya Normal, os outros cultivares di

ferenciam-se da seguinte maneira: o cultivar Cubano apresenta
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teores elevados de aglicares solliveis e de lipideos totais e o
Opaco, teores elevados de lisina e triptofanc., Finalmente, o Nu
trimaiz possui teores mais altos de lisina, triptofano, aglica-
res soliliveis e lipideos totais; caracteristicas estas resultan
tes do cruzamento Opaco X Cubano, Uma outra caracteristica as-
sociada ac alto teor de lisina (e triptofano) do milho Opaco &
o maior teor de aminodcidos livres (nitrogénioc soliivel) extrati
veisdo grdo. A presenga dessa caracteristica confirmou-se no du
plo mutante Nutrimaiz (Tabela 13) porém, na avaliagao global,
nio foil observada correlagdo alguma entre a caracteristica e a
produgido de toxina.

Para melhor avaliar a susce@tibilidade dos quatro cul
tivares de milho foram determinados, portanto, o5 nutrientes
livres do chamado "pool". Os teores de aglicares totais e reduto
res, aminodcidos, acidos graxos livres, e alguns metais foram

guantificades.
4,2.3.1. Efeito dos aminoécidos livres

Os principais aminoficidos livres presentes nos qua-
tro cultivares de milho foram prolina, Acido glutémico e aspar-
tico, alanina e asparagina (Tabela 14). No entanto, em cada cul
tivar esses aminozcidos aparecem em quantidades diferentes,

De um modo geral, os cultivares Cubano e Normal des
tacaram-se pelo baixo contefldo de aminoacidos livres em relagdo
aos niveis exibidos pelos cultivares Opaco e Nutrimaiz.

Comparando a composig8o em aminodcidos livres  dos
cultivares Normal e Opaco, os dois melhores substratos para a

producio de aflatoxinas por Aspergillfus {fLavus, com a Ccomposi-
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TARELA 13 - Teores totals de compostos aminados sollveis (amino
dcidos livres e peptideos) dos quatro cultivares de

milho?.
Cultivares Concentragao {u equivalentes/g) b
Maya Normal - 74,0
Maya Opaco 162,5
Doce Cubano 72,0
Nutrimaiz 160,0

4. M&dia de duas determinagoOes.

b_ 0s valores sdo expressos em uequivalentes de dcido glutamico

por grama de produto.
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¢ado do Cubano {(que foi o menos favorivel 3 produgfo) verifica-
mos que enquanto o cultivar Normal apresentou teores mais bai-
xos que o Cubano em prolina e acidos aspirtico e glutimico, o
Opaco registrou teores bem maiores desses amino3cidos. Desta for
ma & possivel ver a auséncia de uma estrita relacdo entre esses
aminoacidos e a produgdo das toxinas.

Da cqmposigéo do extrato de aminoacidos livres con-
_¢1uiwse porém que aparentemente o nivel de metionina livre in-
£1ui positivamente na bioproducdo de aflatoxinas pelo Aspergiffus
pq&aéizicuéa O cultivar Normal, sendo o melhor substrato, pos-
sul o maior teor de metionina. Ja para o Aspergilfifus §Lavus, a
guantidade de metionina livre teve efeito menos maréante, pois en
tre os melhores substratos, cultivares Normal e Opaco, esse l-
timo possul apenas tragos.

Uma diferenca marcante entre o Cubano, € os outros cul
tivares, fol a deficiéncia de certos aminodcidos essencials no
seu extrato,a saber: metionina, glutamina ¢ fenilalanina {(nao
detectado) e quantidades apenas detectdveis de treonina, vali-
na, isoleucina e leucina.

Por outro lado, se a deficiéncia geral de aminoacidos
de cadeia lateral ramificada tem algum efeito desestimulante na
biossintese das toxinas no cultivar Cubano, altos teores dos
mesmos também ndo parecem necessariamente levar a maior produ-
¢do, j& que o Nutrimaiz, por exemplo, possui teores maiores de
isoleucina e leucina em relagdo ao Normal, sendo porém um subs-
trato inferior a este {ltimo. J2 observando os niveis de valina
poder-se-ia concluir que esse aminodcido exerce alguma influén
cia positiva na bioprodugio de toxinas pelos dois fungos.

A presenga de asparagina parece nic ter exercido in-
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TABELA 14 - Composigdo aproximada em aminodcidos livres de qua

tro cultivares de milho no estadio. seco.

Aminoacidos
(ug/g farelo) Nf::lzl gi;::g Cubano  Nutrimaiz

Kcido aspartico 136,06 675,6 120,6 190,6
Treonina 9,0 25,9 tragos 14,2
" Serina 16,4 32,6 19,4 33,2
Asparagina 1302,8 4693,9 1265,3 4755,4
ﬁcido glutamico 136,7 346,9 202,7 237,6
Glutamina 6,9 11,5 ND 48,4
Prolina 393,3  1277,7 2184 572,7
Glicina 21,0 39,8 8,9 19,7
Alanina 87,2 252,8 56,2 168,8
Valina 53,0 33,2 tragos 18,9
1/2 cistina 18,9 43,6 21,2 | 38,8
Metionina 2,2 tragos ND tragos
Ispleucina 4,5 8,9 tracos 5,7
Leucina .4,6 7,6 tragos 6,5
Tirosina 28,2 | 75,5 26,8 69,7
Fenilalanina 7,3 16,5 ND 13,0
Lisina 26,6 197,0 17,6 68,8
Histidina 22,0 55,6 14,1 45,2
Arginina 82,8 379,8 51,3

Total 2350;0 8174.,4 ..2022,5 6303,2

2_ ND: Nio detectado
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fluéncia alguma na sintese de aflatoxinas enquanto que a gluta-
mina pode ter tido um certo efeito pois esse aminoacido somente
nac foi detectado no cultivar Cubano, ou seja, o substrato me-

nos produter para ambos os fungos.
4.2.3.2. Efeito dos #cidos graxos livres

0s cultivares Nutrimaiz e Maya Opaco apresentaram
'ieores altos de lipideos tetais;eﬁmﬁmto que, em termos de Fcidos
graxos livres, os cultivares Nutrimaiz e Cubano foram os que
mostraram o3 maiores teores {Tabela 15).

0s principais &cidos graxos livres présentes nos
gquatro cultivares foram o oléico e o linol&ico, estando prati-
camente na mesma proporgdo, variando somente as quantidades dos
acidos graxos livres em cada cultivar.

Com respeito & producdo de aflatoxinas por Aspen-
gitlus parasiiicus houve correlagio entre o teor de acidos graxos
insaturados como ol€ico e linol€ico, e a sintese de aflatoxinas.
Segundo Priyadarhini e Tulpule (1980), os acidos graxos insatu-
rados tem efeito inibidor e o cultivar Normal, que mestrou me-
nor teor desses acidos graxos, fol praticamente o {inico produ-
tor de aflatoxinas.

Para o Aspexglffus {fLavus a mesma relagiao se veri-
ficou entre o Normal e o Cubano. Por outro lado, o Normal e 0
Opaco, cuitivarés de produgdo semelhante em relacdo &s toxinas,
tiveram também composigéo semelhante de Zcidos graxos. Quanto
ao Nutrimaiz, o quadro € um pouco mais complexo, ja que o0 mesmo
exibiu malores teores de écidos graxos tanto insaturados COmo
saturados, fato que possivelmente explicaria a produgac interme

difria do cultivar,
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TABELA 15 - Teor de lipideos totais de quatro cultivares de mi-

1ho ¢ a composigfo aproximada de adcidos graxos 1i-

vres,
Composicio (%)
Normal Opaco Cubano Nutrimailz
Lipideos totais® 4,84 7,32 5,71 7,68
Acidos graxos
livres totais® 8,82 8.10 14,73 19,20

Acidos graxos livres (mg/g)

Palmitico (Cyg.q) 0,64 0,94 1,26 1,76
Estearico (Cyq.4) 0,09 0,06 0,17 . 2,94

018ico (Cqg,q) 1,46 1,95 2,94 5,29

Linoléico (Cyg.,) 2,04 7,89 3,05 7,20

Gadol@ico {C,4.4) 0,06 0,06 0,08 .15

a

- Percentagem em base Umida

b Percentagem de acidos graxos livres € expressa em termos de

acido oléico,
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4,2,3.3. Efeito de'alguns metais

0 cultivar Normal apresentou teores baixos de =zin-
co, ferro, mangands e cobre, em relagdo aos demais cultivares .
J& o Opaco continha teores maiores de zinco, manganes e ferro.
0 Nutrimaiz, por sua vez,mostrou valores altos apenas de zinco
e manganés e o Cubano, teores altos de ferro e cobre, porém bai
xos de manganés e zinco (Tabela 16). |

Em geral, a literatura sobre o efeito de tragos de
metais na produgdo de aflatoxinas € pouco clara. Apenas a exi-
géncia de zinco € fato comprovado, ainda que sem se chegar a um
consenso guanto ao nivel. Para meios 1iquidos, por exemplo, as
exigéncias sdo aparentemente menores (Mateles e Adye, 1965; Lee
ot alii, 1966; Davi et alii, 1967) do que para meios  sdlidos
(Lillehoj ef afii, 1974). |

Pelos resultados apresentados na Tabela 16, podemos
constatar que todos os cultivares possuem zinco em concentra-
goes dentro da faixa adequada para producio em meios s6lidos,
nio podendo, no entanto, se fazer qualquer afirmacido sobre a
maior ou menor tendéncia & produglo de qualquer um deles.

Com respeito aos outros minerais, poder-se-ia apenas
sugerir que o maior teor de cobre no Cubano estaria relacionado
com a baixa capacidade desse cultivar em servir de meio para
produgio das toxinas, como j& foi relatado por Lillehoj et alidl

em meio de germe de milho (1974).
4.2.3.4. Efeito de composigio em aglicares

0 conteiido de aglicares tanto redutores como totais
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TABELA 16 - Teores de zinco, ferro, manganés e cobre encontra-

dos nos quatro cultivares de milho.

Cultivar Zinco Manganés - Ferro Cobre
(ppm) (ppm) {ppm) {ppm)
Maya Normal 50,0 | 4,3 _. 11,0 4,8
Maya Opaco 102,0 7,2 23,6 4,8
Cubano 48,0 5.2 16,4 18,3
Nutrimaiz 77,0 8,5 11,8 5.5
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mostrou correlagéo inversa no caso dos cultivares Normal e Cuba
\no, n3o importando a espécie do fungo.

Para avaliar o comportamento dos outros dois cultiva-
res foil mister considerar a espécie do fungo ja que houve simi-
‘laridade no teor dos acglicares redutores entre o5 cultivares Nor
mal e Opaco. No caso do Aépa&giﬂﬁué 4Lavus, os dols cultivares
se enquadraram na mesma correlacdc negativa ja observada para
o Normal & o Cubano (Figuras 2 e 3)., Quande o fungo usado foi
.o Aspergilflus parasificus, teores baixo, intermediirio e alto
de agﬁcares {Opaco, Nutrimaiz e Cubano, respectivamente) nao
expressaram maior diferenga na produgic das toxinas (Figuras 4,
5e6). |

Considerando que as exigéncias nutricionais das duas
espécies de fungo n#o sfo necessariamente iguais, pode-se con-
cluir que o teor de aglcares redutores e/ou totais correlaciona
inversamente com a capacidade do saprdfita natural do milho, o
Aspengilflus gLavus, de produzir aflatoxinas.

Os relatos existentes na 1iteré’tura relacionam o efei
to de aglcares individuais, como glicose, sacarose, frutose, ga
lactose, rafinose entre outros, sobre a produgdo das aflatoxi-
nas em meios sintéticos por Aspergillus parasiiicus e Aspen-
gillus fLavus (Mateles e Adye, 1965; Davis et aldid, 1967, Davis
e Diener, 1968; Abdallahi e Buchanan, 1981},

Para resumir os efeitos da composigdo, foi elaborada
uma listagem dos nutrientes, entre aminodcidos, &cidos graxos,
minerais e'agﬁcares,»@ue parecem ter maior influéncia na produ-
cio de toxinas e, posteriormente, obtidos os coeficientes de
correlacio entre a producgio média de toxinas no periodo de maior

aclmulo e a concentracdo de cada um dos nutrientes. A Tabela 18
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TABELA 17 - Teores de aclicares redutores e totals nos quatro

cultivares de milho.

Composicdo (%)a

Normal {Opaco Cubano Nutrimaiz
Aglicares
2,79 3,36 5,54 4,30
totais
Aclicares
0,54 0,40 1,44 0,92
redutores

8. percentagem em base {mida.
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TABELA 18 - Coeficientes de correlagdo entre a produgdo de afla
toxinas e aqueles nutrientes do milho que aparente-
mente tiveram alguma influéncia no nivel médio  de
toxinas encontrade entre o vigésimo e o quadragési-
mo dia de incubagaoc. '

Coeficientes de correlagido (T}

Nutriente
A, 4lavus A, parasiticus
Metionina + 0,41 | ' . 1;00
Glutamina - 0,20 - 0,33
Fenilalanina + 0,64 . - 0,19
Treonina ‘ + 0,82 - 0,14
Valina + 0,83 + 0,79
Isoleucina + 0,78 - 0,00
Leucinag + (0,68 - 0,03
Kcido palmitico - 0,70 - 0,73
Ecido estedrico - 0,42 - 0,38
Xcido oleico - 0,65 - 0,60
Kcido linol€ico - 0,62 - 0,61
Zinco + 0,52 - (0,47
Ferro - 0,46 - 0,52
_Manganés | -~ 0,006 - 0,72
Cobre : - 0,74 ~ 0,33
Aglicares totais - 0,90 - - 0,66
Aglicares redutores - 0,96 -~ 0,40

81



mcstia os coeficientes de correlagdo tanto para os experimentos
com Aspengillus parasiticus como com Aspergillus gLavus.

De um modo geral, ¢ sem considerar separadamente cada
cultivar, podemos observar que a metionina mostrou_alta correla
¢do positiva com a produgdo de aflatoxinas por Aspengillus para
sditicus, indicando que a presenga desse aminodcido influiu posi
tivamente. Ja para o Aspengillus §Lavus a correlagdo foi fraca,
mestrando que a metionina parece nio ter o mesmo efeito estimu-
~lador sobre essa espécie de fungo em milho.

0s aminofcidos fenilalanina, treonina, valina, isoleg
cina e leucina apresentaram efeito positivo na sintese de toxi-
nas por Aspergilflfus gfLavus enquanto que, para o Adpengiflus pa-
rhasiticus somente a valina mostrou correlagdo positiva. A gluta
mina nao mostrou correlacgdao alguma com a produgae de aflatoxi-
nas por ambosvos fungos.

0Os Acidos graxos livres, tanto saturados como insatu-
rados, mostraram correlagdo negativa, isto &, altos teores de
dcidos graxos inibiram a sintese de aflatoxinas tanto por Aspexr
glLlus parasiticus como por Aspeagilflus glavus.

Para a producdo de toxinas por Aspexrgiffus 4Lavus, o
cobre apresentou correlagfo negativa. Ja para o Aspengiflus pa-
rasditicus, fol o manganes que mostrou correlagfdo negativa. As
concentragdes de ferro e zinco correlacionaram fracamente com a
biossintese de aflatoxinas por ambos os fungos.

Os aghicares totais do milho mostraram efeito negativo
na sintese de taiinas para as duas espécies de fungo, enquanto
que os aglicares redutores, apenas um efeito negativo para Aspexn

gdllus fLavus,

82



5. CONCLUSOES

5.1. Efeito do processamento no nivel de aflatoxinas em amen

doim

1. A torracfio a seco (190-200 C) e a fritura enm aleo
(190 ¢) foram processos efetivos na destruigide das aflatoxinas
apresentando taxas de destruigdo superior a 05% para aflatoxina

B, e superior a 92% para aflatoxina G,.

2. A reducio dos teores de aflatoxinas tanto pela tor
ragio como pela fritura dependeu da concentracgido inicial de con
taminacdo, sendo mais eficiente quando se partiu de teores ini-

ciais menores.

3. A baixa temperatura de torragdo € a causa da manu-

tenglo dos niveis de aflatoxinas presentes na matéria-prima.

4, 0 processo de cocgdo (98 C) mostrou uma redugio mé
dia ligeiramente inferior 2 dos OULTOS PTroCessos térmicos, nao

havendo diferenca entre cocgdo em dgua e agua com 5% de sal.

5. A perda das aflatoxinas durante o  cozimento nao

era devida a um simples efeito de lavagem dos graos.
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5.2. Fatores composicionais na susceptibilidade do milho

1. No estudo im vitreo, os fungos Aspengillus gLavus €
Aépe&gﬁiiué paraslticus mostraram comportamento diferente quan-
do inoculados nos cultivares de milho. Os cultivares Normal e
Cubano apresentaram, respectivamente, a maior e a menor produ-
¢io de aflatoxinas. O cultivar Opaco demonstrou praticamente a
mesma susceptibilidade do Normal ao Asperglllus 4lavus, enquan-
to que o Nutrimaiz mostrou susceptibilidade intermediéria ou se

melhante 2 do Cubano, para ambos os fungos.

2. 05 aminodcidos livres fenilalanina, treonina, vali
na, isoleucina e leucina influiram de forma positiva na biossin
tese de aflatoxinas por Aspergiflfus ffavus. JA os aminodcidos
valina ¢ metionina mostraranm carrelagﬁc positiva na produgio de

aflatoxinas por Asperngillus parasificus.

3. Os Acidos graxes insaturados apresentaram correla-

¢io inversa com a produgdo de aflatoxinas pelos dois fungos.

4. O cobre teve efeito inibidor na produgidc de aflato
xinas por Aspexrgilfus fLavus enquanto que 0 manganés mostrou

efeito inibidor para o Aspergilflus parasificus.

5. 0 teor de aclicares soliiveis totais correlacionou
‘inversamente com a capacidade de produzir aflatoxinas pelos dois
fungos. Oa agicares redutores, por sua vez, mostraram efeito .ne

gativo. apenas para Aspergiffus flavus.
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