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RESUMO

Foram comparados varios métodos oficiais de triagem e
gquantificacao de aflatoxinas para amendoim, milho e produtos de
rivados com a finalidade de encontrar um método abnfiével, de
bai#a custeo, apropriado para as éondigées laboratoriais brasi-
leiras. O método de triagem e guantificagac de Romer mostrou-se
superior em todos ©0s aspectos, ou seija, preéis&of exatidao, sen

sibilidade e rapidez.

Utilizando o método escolhido, foi realizada uma ava-
liagdo da incidéncia de aflatoxinas em amendoinm, milho e ~ seus
produtos comercializados na regiao de Campinas de 1980 a 1982,
be 241 amostras de amendoim, 128 apresentaram resultédo positi-
vo, das guais 92 continham teores acima do limite de tolerdncia
permitida pela legislacao brasileira. Pagdca, amendoin japongs,
amendoim crl sem casca e amendoim frito salgado foram o©s produ-~
tos gue apresentaram malor contaminacgao. Por outro lado, de 83
amostras de milﬁa coletadas durante o aﬁo de 1982 somente 2 a-

presentaram aflatoxinas com valores de apenas 14 e 18 ppb.

Com © objetivo de verificar a possivel produgao de a-
flatoxinas sob condigCes normais gde armazenamento, produtos de
amendoim foram preparados a partir de amendoim 33 contaminado
(teores iniciais médios de 48 ppb de Bi e 24 ppb de.Gl) e amen-
doim isento de aflatoxinas. Os produtos foram embalados em sa=-
cos plasticos e armazenados 3 temperatura ambiente na preseng
e auséncia de luz. Foi utilizade amendoim crQ como controle. Nio
se detectou aflatoxinas em guaisquer amostras de amenddim crll e
produtos provenientes de amendoim isento de aflatoxinas durante

todo o pericdo de estocagem {270 dias). Nas amostras de produ-



tos preparados de amendoim contaminado, ocorreu elevacgao signi-
ficativa dos teores de aflatoxinas Bl e Gl nog produtos estoca-
dos ao abrigo da luz, ac passo que pouca ou nenhuma mudanga foi
constatada nos produtos estocados & luz ambiente. Das amostras
estocadas em auséncia de luz, o amendeoim corll (atingindo 302 ppb

de B, e 251 ppb de Gi) e amendoim doce (atingindo 394 ppb de B,y

1
2 190 ppb de Gl} foram os que apresentaram ¢ maior aumento de
toxinas. Uma vez gque © tratamento dos produtos foi suficiente
para eliminar os fungos e seus esporos, a elevagao dos teores

de aflatoxinas se verificou aparentemente devido a uma nova invasio

das sementes pelos fungos produtores de aflatoxinas apds processa
mento.

A possivel presenca de aflatoxinas em gquatro cultivares de
milho (Cubanpo, Maya Normal, Maya Opace e Nutrimaiz} foi verifi-
cada em trés estaidzios de maturacao (verde, pastoso'e seco) . Para
cada cultivar, em cada estadio foram coletadas 200 espigas, em amostras es-
tratificadas dos lotes isolados cultivados naarea exﬁefimeni:al do Depar-—
tamento de Genética e Evolucggo, na UNICAMP. Nao foram detectadas aflatoxinas

em nenhuma das amostras. No estude in vitro, os graos das quatro cultiva-

res no estadio seco foram inoculados com Aspergillus parasiticus
e incubados em umidade relativa de 81 e 90% & temperatura de
300C. O crescimento de fungos tornou-se visivel somente apds 40
- dias de incubagdo. Neste periodo, a cultivar Maya Normal ndo apre
sentou aflatoxinas nas duas éondig’ées de umidade relativa. As
outras trés cultivares apresentaram contaminagao, sendo os ni-
veis de aflatoxinas maiores para a umidade mais alta. As culti-
vares Nutrimaiz e Maya Opaco, ambas com gualidade superior de

proteinas, demonstraram maior producao .de aflatoxinas.
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SUMMARY

Varicus official methods for screening and quantita-
tion of aflatoxins in peanut, corn and their products were
compared with the viaw'of finding a method that 'is rellable,
inexpensive and appropriate to Brazilian laboratory conditions.
The screening and guantitation method of Romer was found superior
in all aspects, i.e. precision, accuracy, sensitivity and time

of analysis.

Using the method chosen, aﬁ evaluatién of the incidence
of aflatoxins -in peanut, corn and their products commercialized
in Canmpinas from 1980 to 1982, was undertaken, Of 241 peanut sam-
ples, 128 were found positive, 92 of which had levels higher
than the tolerance limit permitted by Brazilian legislation.
Ground peanut bar, soypeanut, raw shelled peanut  and fried
salted peanut showed greater contamination. On the .other hand,
of 83 samples of corn collected during the year 1982, only two

samples had aflatoxins at levels of 14 and 18 ppb.

To verify the possible production of aflatoxins under
normal storage conditions, peanut products were prepared from a
lot already contaminated, with initial average levels of 48 ppb

of B, and 24 ppb of Gl,and ancther lot free of aflatoxins. The

1
| products were stored in plastic bags at ambient temperature in
the presence or absence of light. Raw peanut was utilized as
control. Wo aflatoxins were detected in any of the samples ofF
raw and praceséed peénut derived from the aflatoxin-free lot
during the entire storage periocd (270 days). In the products

prepared from contaminated peanuts, a significant increase in

the levels of aflatoxins Bl and Gl was observed in the samples



stored in the dark, while slight or no change was observed in
the products exposed to light. Of the samples stored in the
absence of light, the raw peanut (reaching 302 ppb of B, and
251 ppb de Glj and sugar-coated peanut {reaching 3%4 ppb of By
and 190 ppb of Glj presented the highest increase. Since the
treatment received by the products was sufficient to eliminate
the fungi and thelr spores, the rise in aflatoxin content was
apparently due to recontammination of the seeds by aflatoxin

producing fungi after processing.

The possible presence of aflatoxins in 4 cultivars of
corn {Cubano, Maya Normal, Maya Opaco and Nutrimaiz) was _also
verified at 3 stages of maturity (milk, soft dough, hard dough).
For each cultivar at each stage, 200 corn ears .were - collected
as stratified samples from the entire isolation block at the Experimental
Field of the Department of Genetics and Evolution at UNICAMP. Aflatoxins were
not detected in any of the samples. In an in Vitro sttudy, corn grains of the

4 cultivars in the dry stage were inoculated with Aspergillus parasiticus

and incubated at a relative humidity of 81% or 91% at a tempera
ture of 309C., Fungal growth became visiblé only after 40 days of
incubation. At this time the Maya Nbrmal cultivar d4id not present
aflatoxins at boﬁh conditions of relative humidity. The other
cultivars were contaminated, the aflatoxin levels being higher
at the higher relative humidity. The Nutrimalz and Maya OCpaco
cultivars, both posessing superior protein quality, demonstrated

higher production of aflatoxins.
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1. INTRODUCAO

Dentre as nicotoxinas encontradas em alimentog, as
gque caugsam mailor dano aos animais € aos seres humanos  sac
as aflatoxinas. A aflatoxina Bl & considerada o© mnmais potente
composto hepatocarcinogénico conhecido. Junte com outros Compos
tos do grupo, possui propriedades tOxicas incluindo mutagenase,
teratogenese e toxidade celular aguda. Podem sey fatais para
recém-nascidos e criangas por estas serem mais susceptiveis que

os adultos {Amla et al., 1970; Bourgeois et al., 1971}.

As aflatoxinas pertencem ao grupo das di-furanocumari
nas contendo em suas moléculas grupos lactona, carbonila e éter
além de um anel aromatico. Sao metabSlitos secundarios toxicos
de fungos gue infectam varios produtos de origem vegetal. O fun

go produtor destes metabblitos primeiramente isclado foi o}

Aspergillus flavug. Estudos posteriores, porém, comprovam a e-

xisténcia de outros fungos do geénero Aspergillus e Penicillium

gue produzem a toxina em quantidades varidveis. Estes fungos en
contram-se espalhados na natureza, no séle, ‘no ar, em ambientes
que oferegam condicoes para seu desenvolvimento como nos alimen
tos. Para o seu érescimentb, h& necessidade de c&ndigées propi-
cias de umidade, temperatura, compasigﬁo do substrato, inclusi-~
ve ccndig&es figsicas favoriveis, tais como danos mecanicos oCox
ridog durante a colheita, transporte, armazenamenfo & procegsd-

mento de alimentos.

As condigbes ambientais — favoravelis de umidade e
temperatura $ao amplamente encontradas nas regioes tropicais e
subtropicais, Inimeros trabalhos alegam gue os alimentos produ

zidos nos palses localizados nestas regides sao os mals atingi-



dos pela invasdo do fungo e consequentemente altamente contami~
nados por aflatoxinas.

Nos Gltimos vinte anos, as atividades neste campoe tem
#ido bastante intensas e centenas de artigos cientificos tem ai
do publicades, principalmente nos Estados Unidos é Inglaterra.
Contudo, esta ameaga & sallde humana e animal ainda ndo encen-

trou solugoes definitivas.

0 Brasil & um pais de clima predominantemente tropi-
cal com todas as condigoes que levam & contaminaééo dos alimen-
tos por aflatoxinas. De fato, fol o pals que historicamente deu
inicio & toda a preocupagac sobre estas toxinas por ter forneci
do farelo de amendoim contaminado que pgovocau‘a morte de cente

nas de peruzinhos na Inglaterra em 13860,

cac a aflatoxinas, a maioria envolve levantamento dos teores en
contrados em alimentos e racoes (Tango, 1965/1966; Menezes et al.,
1965/1966;  Fonseca, 1968, 1973 a,b,c; 1975, 1976 b!c,d;e; Fonseca e Del

Nery, 1970; Pregnolato e Sabino, 1969/1970.  Arckoll, 1977; Sabino,
1980; Sabinc et al., 1982; Programa Nacional de Monitoragao e

..... 4

Controle de Migotoxinas, 1982}.%03 trabalhos ainda nao alcanga-

ram uma amostragem abrangente e significativa para definir a si
tuagao atual do pais guanto & extensao do problema das aflatoxi
nas. Além disso, uma vez que as condigdes mudam de um ano para
o ocutro, a constante monitoragao dos niveis de afiatoxinas se

faz necessiria até que ¢ problema seja solucionado.

Foram somente trés os trabalhos que abordaram as con-
digoes que influenciam a produgao de aflatoxinas durante a esto

cagem, relacionando temperaturs, contefido de umidade e umidade



v

relativa {Yokoya et al., 1870 e 1971; Tango 1%72a e Costa et

Os objetivos do presente trabalho sdo: 1) Comparar me
todos analiticos de triagem e guantificaglo guanto & sensibili
dade, exatidio, economia e rapidez, a fim de escolher os mato-
dos mais apropriados.és condigaeé e necessidades dos laboratd
rivs nagionais. 2} Determinar os teores de aflatoxinas em a-
mendoim, milho e seus produtos comercializades na cidade de Cam
pinas. 3) Estudar a possivel produgado de aflatoxinas em amen-
doim e produtos derivados sob condigOes naturais de armazenamen
to., 4) Verificar a possivel contaminagdo por aflatoxinas  de
gquatro cultivares de milho em trés estadios de maturag¢do no cam

po. 5) Bstudar in vitro a susceptibilidade dos quatro cultiva

res & producdo de aflatoxinas.



2. REVISAOQ BIBLIOGRAFICA

2.1 -~ Perspectiva Histbrica

Uma doenga de etiologia desconhecida responsdvel por
elevada taxa de mortalidade em peruzinhos,.foi relatada por
Stevens et al. na Inglaterra em. 1960, chegando a atingir 70% da
criagio e, em alguns casos, 100%. Os sintomas tipicos relata-
dos foram ingurgitamento e congestao renal com hemorragia ou ne
crose do figado. As lesdes encontradas no figado mostraram-se

. wemelhantes As encontradas nos Estados Unidos e Canadi em 1959

(Snoeyenbos et al.; Mongeau et al.).

No mesmo ano e no mesmo pals, um grave acidente econd
mico ccorreu com a morte de mais de 100.000 periis de 4 a 6 sema
nas de idade, provocada por uma doenga gque apresentava sintomas
semelhantes acos relacionados acima. Esta doenqa-fci_denominada,
por nac apresentar causa aparente, de "turkey X Disease" (Blount,
1961 a,b). Apareceram mais tarde Os MESMOS distirbios em faisSes e

patos.

Na mesma_época, incidentes éemelhantes ocorreram no
Kénia e Uganda em patos e pintos de poucas semanas de idade, sen
do observado gue também outras aves domdsticas eram susceptiveis
- & esta afecgho (Asplin e Carnaghan, 1961; Blount, 1961: Carna-
ghan ¢ Sargeant, 1961; Sargeant et Q;.; 1961 a,b).

8iller e Osttler, (1%61) e Wannop, (1961) afirmaram
que a alteragaa hisielégica mais significativa ocorria no figa-
do e que a mesma desaparecia com a mudanga da ragao.

Em 1961, Blount verificou um ponto comum na morte dos

peruzinhos e de outras aves de criagdo na Inglaterra: a inges-



tdo de ragdes que continham farelo de amendoim de procedéncia
brasileira. Posteriormente, constatou-se que farelos procedentes
de cutras regides como Uganda, Kénia, Nigéria, Africa Ocidental,
Gambia e India também eram responsaveis pelos nesmos sintomas

clinicos e histopatoldgicos (Carnaghan e Sargeant, 1961).

Alteracoes semelhantes foram observadas em bovinos
{Loosmore e Markson, 1961}, suinos (Loosmore e Harding, 1861:
Amaral, 1981) e em frangos de corte (Raimo et al., 1962) alimen

tados com ragdes A base de amendoim.

ainda em 1961, surgiu a primeira evidéncia de efeito
carcinogénico. Uma alta proporgac de ratos alimentados com ra-
i a = ] a 3
¢dc contaminada com niveis abaixo dagueles que causam sintomas
de intoxicacido aguda desenvolviam tumores malignos {Lancaster
et al.). Dois anos depois, foram constatados hepatomag em tru-

tas, de criacdes comerciais alimentadas com farelos de algodao
(Wolf e Jackson, 1963},

Com estas observacdes, ocorreu grande mobilizagao
por parte dos pesquisadores para isolar.e identificar o agente
toxico.

Pelo grande nimero de hifasz encontradas nas tortas de

amendoim, julgou-se ser um fungo o responsdvel pelo fator tdxi-

co. Sargeant et al. em 1961 demonstraram gque a toxidez era devi

da a metabhlitos de certas linhagens de Aspergillus flavus. O fun-

go, portante, foi isolado e identificado como Aspergillus flavus

Link ex Fries, de onde se origina o nome aflatoxina.

Varios pesquisadores mostraram que o fator tdxico apds
cromatografia em papel, separava-se em virias substancias apre-

sentande Ffluorescéncia azul sob iluminagdo ultravioleta. B~



traindo-as do papel e administrando-as a patos de um dia, a-
pareciam os efeiteos tbxicos (Sargeant et al., 1961).

Mais tarde, Nesbhitt et al. em 1962, utilizando cromato
grafia de camada delgada, separaram duas substincias que apresen
taram fluorescéncia azul—violeéa e verde sob luz ultravioleta,
de formula emplrica 617 le 06 & Cl? ng 0? {pela anadlise ele-
mentar e espectrometria de massa), denominando-as aflatoxinas B

e G&

De Tongh et al. em 1962 separaram varias zonas fluo~
rescentes por cromatografia em camada delgada de um extrato to=-
xico proveniente de ragao de amendoim contaminada e de um extra

to obtido de cultura de Aspergillus flavus em meio lIguido arti

ficial. As guatro manchas fluorescentes separadas forem denominadas
FBl, FBZ’ FGE e F62, A FBl’ que apresentava fluorescencia azul,
foi igeclada € a sua fOormula bruta determinada como Cl? le 06

‘por espectrometria de massa.-

Smith e Mc Kermann (1962) isolaram 12 componentes fluo

rescentes do extrato de uma cultura de Aspergillus fiavus, sen-

do gue cinco destes provocaram lestes hepaticas em patinhos.

Duas apresentavam fluorescéncia azul esverdeada em contraste com

o azul escurc das outras trés.

£m 1963, Hartley et al. isclaram guatro toxinas por

cromatografia em camada delgada, as gquais denominaram Bl’ Bg’Gl

e G,. A aflatoxina B, parecia idéntica & substdncia gque De Iongh

et al. (1962) designaram de FB,. Observaram, por ressonancia
nuclear magnética, gue tanto a aflatoxina BJ guanto a aflatoxi-

na Gl possuiam anel di-hidrofuranc e grupo metoxila e gue gquando

hidreogenados se transformavam em B)

*

e G, {Chang, 1963). por espec—
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trometria de massa obtiveram as seguintes férmulas:

B1: Cl? le 06

O0s espectros de absorcao nas regices ultravioleta e infraverme-

lha mostraram-se bastante prdximos, indicandc uma grande seme-

lhanga entre as estruturas dos quatro compostos.

As formulas estruturais das aflatoxinas (Figura 1] as

sim como as propriedades fisico-guimicas foram determinadas

{De Iongh, 1962; Nesbitt et al., 1962; Van Dexr Zijden et al.,

1962; Chang et al., 1963; Van Dorp et al., 1963 e Asao et al.,

1963 e 1965).

G4

® |
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Figura 1 ~ Formalas estruturais das aflatoxinas Bir Byr G € G,
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Allcroft e Carnaghan em 1963a observaram gque o leite
produzido por vacas alimentadas com ragao tdxica de amendoim,
causava ©s8 mesmos efeitos tOxicos que as aflatoxinas em pa
tinhos. Van der Linde et al. (1965} demonstraram gque a aflatoxi
na M aparecia no leite deis dias apbs a ingestao de ragdo toxi-
ca pela vaca sendo gue o total secretado era menor do gque 0,5%

da dose ingerida {Bug/dia). A aflatoxina M pode ger também pro-

duzida por algumas linhagens de Aspergillus (Holzapfel et al.,

1955). Campbell et al. em 1370 encontraram aflatoxina M; em uri
na humana. ‘

Pela elucidagado da estrutura da aflatoxina M por es-—
pectrometria de massa, ultravicleta, infravermelho € por resso-

ndncia nuclear magnética, duas substdncias foram identificadas:

A aflatoxina M & um hidréxidolderivado da aflatoxina Bl’ apre-
sentando hidrgxila ne carbono C, dd anel furano terminal. ApreF
senta fluorescéncia azul mais escura qﬁe a da aflatoxina B. A
dose letal DLSO_para patinhos de um dia & de 16,6 ug para Ml 2
de 62,0 ug para a aflatoxina M,, portanto sa0 tao tixicas guanto

as toxinas B, e Bz,respectivamente (Holzapfel et al., 1966).

Figura 2 -~ Formulas estruturais das aflatoxinas Ml e M,.
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Ag aflatoxinas B2a @ G?a de Formulas moloeculares

Ciy Hyg Oy @ Cpy Hyy Og,também sao hidroxiderivados das aflatoxinas
El @ Gl com grupo hidroxila na posigac 2 do anel furano terminal
e j& foram isoladas de culturas de Aspergillus flavus {(McLean

e Mclean, 1966; Donkerloot et al., 1968; Dutton e Heathcote,

1266 e 1968; Heathcote e Dutton, 1969; Magoon et al., 1870).

< O
t t

? o]

f .

&30 k @aﬁ.

Ho S0 CHy Ho Za CHy

Figura 3 - Formulas estruturais das_aflétcxinas BZa a GQaﬂ

Outras aflatoxinas foram citadas tamkém na lLiteratura:

G, 5 (Allcroft et al., 1966); BM, e B, {Magoon et al., 1970;

Patterson, 1973}, Pl (Dalezios et al., 1971; Buchi et al., 1373},

H, (Balhab et al., 1975}:'Q1 (Buchi'ggégr, 1974; Masxi, 1974) e

1
aflatoxicol {Detroy e Hesseltine, 1968, 19698, 1970; Magoon,

1970; Robertson et al., 1970; Patterson, 1973).

2.2 ~ Propriedades Fisicas e Quimicas das Aflatoxinas

As aflatoxinas t8m ponto de fusao elevado. 530 bastan
te soltveis em solventes orgdnicos polares como clorofdrmio e
acetona, moderadamente solliveis em éter de petrSéleo & podem ser

recrigstalizadas facllmente,



Ho espectro de fluorescéncia as aflatoxinas apresen-
tam intensidade de emissidc muito variada. A fluorescéncia da B.,
por exenplo & oito vezes maior que a Bl, enquanto gue a.Ml e a
M., sao trés vezes mais fluorescentes que a B, & a B,, respecti-~
vamente. As aflatoxinas B,, By, M) e M, tém © mesmo peso
molecular e sua enrissdo mixima & sempre igual ou prd
xima a 425 nm. J& as que apresentam moldculas maicres, ou selja, Gl

& Gz, a fluorescéncia & observada a 450 nm (Carnaghan et al.,

1963; Coomes et al., 1965; Magoon et al., 1970).

Na regiac ultravioleta, as aflatoxinas em metanol, ab
sorvem nos comprimentos de onda de 223, 265 e 363 nm. As aflate

xinas B, e G, absorvem mais intensamente do que B, e G;. No com

1
primento de onda 363 nm, as toxinas 82, GZ @ Ml absorvem menos
intensamente do que Bl, Gl e M2. Na pfesenga de bhases, a absor-
g&o em 363 nm_das aflatoxinas Bl’ BZ' Ml, Mzg Gl & G2 desapare-—
ce {Asac et al., 19%65; Wogan, 1966).

No egpectro infravermelho, em clorofé?mio, todas afla
toxinas apresentan banda.em 176G, 1650, 1932 e 1598 ém“l. A ban
da em 1760 cm™t e atribuida ao grupo § lactona que tambén foi
descrito para compostos£ﬁrfuranolactonas sint&ticos ALang et
al., 1967). O grupo hidroxila livre & indicado por uma bhanda em
3425 cm_l'para M; e M, e en 3620 cmhl_para Brg € Gy, A presen~
ca do anel lactdnico & confirmada pelo desaparecimento gradual
da banda em 1760 cmml, acompanhado pelo aparecimento gradual das
bandas em 3425 cn™" e 3200 em ' quando a aflatoxina G, & trata-
da com morfolina d& frio. O grupo éter vinilico nas aflatoxinas
1

Bi' Gl e Ml apresenta bandas adicionais em 3100, 1067 e 772 cm

(Mathew, 1970; Magoon et al., 1970),

Pelo espectro de ressondncia nuclear magnética, foi

10



constatado a presenga de um sistema di-hidrofurano na By e Gy eun
grupo metoxi em todas as aflatoxinas, um grupe hidroxila na po-
sic&o quatro nas M,, M, ¢ GM, e na posicao doi

¢ 54 10 My ; @ posigao dois nas BZa e Gza
{(Van Der Zijden et al., 1962; fartley et al., 1963; Asao, 1965; Holzap

fel, 19266 e Magoon, 1970).

Ag aflatoxi#as sao estéﬁeis ao calor sendo decompos-—
tas & temperatura de cerca de 2200C (Van Der Zijden et al., 1962).
Sdo destruidas por agentes oxidantes fortes e, devido i presen-—
ga do anel lactona, sac susceptiveis & agao de base {Magoon et

_?‘__1_".‘ lg?a}t

Sao parcialmente decompostas com consequente diminui-
gaoc da fluorescéncia e mudanga no espectro de absorgao ultravio
leta guando em contato com golventes hidrofilicos (&gua, meta-
nol, etanol, acido acético}, particularmente na presenca de oxi
génio e irradiagdo com luz ultravioleta {(Van Der Zijden et al.,

1862) . Solugtes clorefOrmicas parecem ser est@vels (Magoon et al., 1970).

A irradiacdo da aflatoxina B, e G, com luz ultraviole
ta resulta em oubras espécies fluorescentes (Andrellos et al.,
1966) . A fotoconversao ocorre mais rapidamente na supefficie da

gilica gel que em solugao metandlica.

As aflatoxinas B, e G; reagem aditivamente com grupos
hidroxila sob acao catalitica de &cidos fortes (Pohland, 1968),
O tratamento destas toxinas com &cido acdtico glacial ou A&cido
fbrmico na presenca de cloreto de tionila, acido trifluorcacéti
co ou acido citrico formam os hemiacetals BZa e GZa’ por hidra-

tacio {Magoon et al., 1970; Przybylski, 1975).

A1



2,3 - Fungos Produtores de Aflatoxinas

Por algum tempo, julgou-se gue o Aspergillus flavus

fosse o unico fungo que produzia a aflatoxina, mas, sabe-se atual

mente gue existem outras espécles de Aspergillus e mesmo outros

géneros produtores destas toxinas..

Os fungos Aspergillus parasiticus Speare {(Codner et

al., 1963; Hodges et al., 1964 e Davis e Dienexr, 1968), Asper-

gillus niger, Aspergillus rubexr, Aspergillus wentii Wehmer

{Schroeder e Verret, 1969; Kulik e Holadmy, 1966), bem comoc o Peni

cillium puberulum Bainer ({(Hodges et al., 1964);Penicillium ci-

trinum Thom,, Penicillium frequentans (Kulik e Holaday, 1966),

Aspergillus ostianus Wehmer (Scott et al., 1967; 'Schroeder e

Relton, 1975) sao capazes de produzirem aflatoxinas. Contudo,
os fungos que produzem as aflatoxinas em maior guantidade e que
s8o mais comumente encontrados nos alimentos e rages animais

sa0 do grupo Agpergillus flavHSuorySae, ou seija, o Aspergillus

flavus e 0 Aspergillus parasiticus (Wilson et al., 1968; Magoon

et al., 1970 e Bogoroditskaya, 1980).

O Aspergillus parasiticus produz os dois metabdblitos

mais toxicos, aflatoxina Bl e Gl, além dos outros metabdlitos. me
nos tbxicos B, e G, (Hesseltine et al., 1968), porém, nunca
produz a aflatoxina Gl'na auséncia de‘Bl (Hesseltine et al.,

1968) e as aflatoxinas B, e G, sem Bl e Gl, Q Agpergillus fla~

vus, por outro lado, produz apenas afkﬁﬂﬁhﬁiBl.Pﬁ linhagens de

Aspergillus flavus gue sintetizam certa guantidade de aflatoxi-

na M, além da aflatoxina B, (Holzapfel et al., 1966).

Hesseltine et al. (1966 e 1968} depois de estudarem

um grande nGuero de linhagens produtoras do grupo Aspergillus prove
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nientes de virios palses sugeriram que a linhagem toxigénica do As-

pergillus parasiticus predemina nos palses tropicais, Xrogh e

Hald em 1969, confirmaram esta suposi¢ao quando detectaram afla
toxinas Bl & Gl em amendoim e produtos de amendoin, importados
pela Dinamarca, do Brasil, Nigéria, Senegal, Ké&nia, Argentina,

Uganda, Congo, Sudio, Gana e Indonésia.

2.4 - Patores que Influenciam o Desenvolvimento de Fungos & a

Producdo de Aflatoxinas

0 crescimento do Aspergillus flavus ou de outrog fun~

gos produtores de aflatoxinas pode ocorrer no campo, tanto du-
rante o amadurecimento guanto na colheita, e na‘estocagem devido
a inlimeros fatores intrinsecos (inerentes ao subsfrato) e ex-
trinsecos (inerentes &s condigCes que envolvem o substrato). Es-
tes fatores sdo classificados em trés categorias: fatores figi-
cos, quimicos e bioldgicos (Jarvis, 1971}. Os mais importantes
que levam & invasao de fungos aflatoxigénicos e produgac de a-
flétoxinas saoc a temperatura, éonteﬁdo de umidade, umidade re-
lativa (UR), linhagem do microrganiswo toxigenico e a ocorréncia de
competigao entre os diferentes microrganismo. ..

Em termos de umidade, os fungos pédem ser classifica-
dos em dois grupos: 1) agueles gue nofmaimenta OCOorrem no Canpo
e 2) agqueles gue predominam na estocagem. Os fungos do campo in
vadem produtos com umidade de 22-23% e UR de 90-100%. Os fungos
de estocagen requerem teores maig baixos de umidade (abaixo de

152) e UR de 70% a 90%. O Agpergillus flavus, apesar de ser clas

sificado neste grupo, estd na categoria "overlapping” sendo um

fungo tanto do campo como da estocagem (Ehank, 1981). E  fungo

13



mestfilo e requer para o crescimento UR entre 80 € 90% (Galloway,
1935; Panassenko, 1%44). A umidade relativa minima para o cres-
cimento e germinagao dos seus esporos & de 80%, embora, o mini-

mo para a esporulagac sedja 85% (Panassenko, 1944},

Para a produgao de aflatoxina, a umidade relativa mi-
nima requerida & de 80%-85% e a umidade relativa Stima & de 95%-
29% (Frank, 1374) que corresponde a um conteldo de umidade de
18,0%-18,5% e 22,0% em  sementes amiliceas, de 9,0%~10,0% e
15,0%~18,0% om sementes oleaginosas e de 18,0%-19,5% e 22,0%-23,0%
em leguminosas, respectivamente Q&ﬁskin, 1967; Christensen,1978;
‘dados da All Union Cereal Research Institute, citados por Gorelo

va e Lvova, 1880 a,b}.

A producao de aflatoxinas tem sido relatada em arroz
quando estocado com contelde de umidade de 24,0%~26,0% e em mi-
1tho com 19,6%~20,0% (aw > 0,80) (Calderwood e Schroeder, 1968;

Van Warmelc et al., 1968)}.

¢ amendoim ainda no sclo, contém cerca de 25,0% de umi-

dade e a menos gue seja seco a uma umidade inferior a 9,0% (aw =

§,75), ocorrerd crescimento de Aspergillus flavus imediatamente

apds a colheita., A secagem do amendoim por exposigac ao sol es-
3 sujeita & chuva ou tempo Umide, acdarretando um aumento do
conteQdo de umidade do produto e favorecendo ¢ desenvolvimenito

do fungo e a formacdo de aflatoxina {Austwick e Ayerst, 1963).

0 contelide de umidade de griaocs e sementes durante a
estocagem pode ser heterogéneo por varias razoes: 1) produto es
tocado com elevado contelide de umidade resultante da secagem i-
neficiente;: 2) presenca de umidade secundaria devido a precipi-
tagho ou absorgdc dos vapores de agua; 3) difusao do calor e de u

midade em alguns graos nao completamente secos, causada por gran
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dientes de temperatura; e 4} atividade vital dos microrganismos,

aumentands a temperatura e o conteldo de umidade em gravs & Se-
mentes ndo completamente secos. Um contebde baixe de umidade
ndo assegura uma estocagem eficiente de produtes alimentlcios

pols diferentes espécies de fungos, tais como Aspergillus res-

trictus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus glauvcus e Aspergil-

lus candidus, podem se desenvolver e no seu processo de cresci-

mento, liberar consideravel guantidade de umidade e calor con-
forme a eguagdo da respiragdo aerdbia: C/H;,C. + & 0, = 6 CO, +
& H.O + 677,2kcal. O Aspergillus glaucus, durante seu crescimen

2
to, pode aumentar a temperatura do grac de 350C a 400C, resul-

tando em aumento do contefido de umidade do grao onde o fungo
estd crescendo e um aumento maior .nos adjacentes. Este au
mento da temperatura e do contelido de umidade, como resultado do

autcaguecimento, prové condigoes para Q@ desenvolvimento

_da espécie ASpergillus flavus ¢ sintese da toxina (Christensen
e Kaufamnn, 1974; Shgtwell et gi.; 1975 a,b; Christensen, 1878;
Gorelova e Lvova, 1980 a,b). B por isto gue a estocagem de sé~
mentes e grios deve ser feita com conteido de umidaée que elimi
ne O processo microbioldgico intensivo, ou seja, abaixo da umi-~
dade critica. O éonteaﬁo de umidade deve ser reduzido de 1-2% a

baixo da critica para estocagem prolongada (Christensen, 1978 e

Gorelova & Lvoﬁa, 1980h).

A temperatura 2 menos vrestritiva gue a. umidade no que
diz respeito ac crescimento fingico e produgao da toxina; a maio
ria dos organismos pode tolerar e produzir metabtblitos em  uma

larga faixa de temperatura. O Aspergilius flavus & classificado

como funge mesdfilc com uma temperatura minima de 6~-89C e maxi-
ma de 44-460C. Porém, estas faixas de temperatura sao afetadas

por outros frtores como umidade, concentragdo de oxigénic  do
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ar e disponibilidade de nutrientes. A temperatura Htima de cres
cimento varia com a linhagem, nuwa faixa de 20-300C (Davis e Diener,
1967; Schroeder e Hein, 1967; Schindlexr et al., 1967 Frank, 1974).

Em relagao & aflatoxina, Austwich e Ayerst (1963) ob

servaram maxima producac a 24©C. A temperatura Stima e o tempo

minino para a formagao de aflatoxinas pele Aspergillus flavus

em amendoim, previamente esterilizado, foram 300C até 5-7 dias,

250C até 7-9 dias e 20°C até 11-13 dias (Davis e Diener, 1966).

Rabie e Smalley (19265), relataram a temperatura o&tima
de 24°C para a formagao de aflatoxina Bl,com pequenas guantida-
des sendo produzidas a 18 e 300C. J& para G, a temperatura Oti~
ma era de 300C com guantidades menores sendo produzidas a 240,
360 @ 420C, Diener e Davis (1966 I} encontraram resultados sene-
lhantes. A guantidade ;elativa de aflatoxina Bl e Gl & tambheém
rodificada ?ela temperatura. Sorenson et al. (1967}; estudando
a formagac de aflatoxina B; & G, em arroz, encontraram quantida
des iguais em temperaturas baixas (159-18°C), mas cada aumento
de temperatura resultava em um aumento maicr de Bl gue de Gl’
A 250C a relacio B,/G, era 2:1 e B 280C era 4:1. B temperaturas
mais altas (32°C} pouca G1 era formada {(12:1; Bl/Gl), Resulta-

dos similares foram relatados por Schroeder e Hein (1967) em sg

mentes de algodac, arroz e amendoimn.

0 crescimento dos fungos nao depende somente das ¢on-—
dig&es de umidade e temperatura, mas também de outras condigaes
ambientais e de microclima gue envolve o substrato {Christensen,
1957). Os ambientes contendo COz'ou outros gases como N2 afetam

enormemente 0 crescimento de fungos gue sdo tipicamente aerdbios.
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Landers et al. em 1967 investigaram a influéncla de
COz, 02 e N, no crescimento, esporulagao e formagdo de toxinas

pelo Agspergillus flavus incubados durante duas semanas a 30°C e

99% UR. Nenhuma redugao visivel do crescimento e esporulagio foi
observada quando a concentraq£9~&3cxb avmentava de 0,03%  (ar)} para
20%, embora, notassem uma redugao de 75% na formagao de aflato-
xina. Em concentrat;élc mais alta, © cresdimento do fungo, & espo
rulagao e a producgidc de aflatoxina eram reduzidos a cada aumen-
to de 20% de COZ. Com 100% de C02 nao havia crescimento ou pro-
dugdo de toxinas. Shih e Marth (1973), também relacionaram a
influéncia de misturas de CO,, O, e N, em culturas de Aspergil-

lus flavus e A. parasiticus produtoras de aflatoxina e obtive-

ram resultados semelhantes.

Sanders. et al. {1968} estudaram o efeito combinado de
COE‘ umidade relativa, temperatura para o ‘crescimento e formagao

da toxina por Aspergillus flavus em amendoim.  Houve inibi-

™

géo em atmosfera de 20% de COE’ 86% UR & 170C. J& sob atmosfera

de 40~60% de Cﬁz; 86% UR e & 259C ocorreu inibigao do crescimen

to, sintese de toxina e produgac de acidos graxos.

Com estas observagées, ambilentes com atmosfera contro
lada tem sido usados durante © transporte e no armazenamento de

produtos vegetais, para prevenir o crescimento de fungos e for-

magao de toxina. .

Alguns trabalhos demostraram a inibigéo da sintese da

toxina quando cultuias de Aspergillus flavus e A. parasiticus e
ram incubadas na presenga de 1u%. A produgac de toxina foi subs
tancialmente maior no escure (Hamna e Campbel, 1968; Joffe e Lisker, 1869
e Benett et al., 1971). Estudos de Waltking t@m mostrado que a

luz visivel & mais efetiva que a radiagao uwltraviocleta ou infraverme
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lha e que a luz do sol & o wmelhor agente para a total destruicac
da aflatoxina (Waltking, 1971},

Danos mecanicos de grios, sementes e plantas favorecem
a absorgao de umidade e facilitam a invasao e a penetracao de
fungos no interior altamente nutritivo destes substratos. Isso
leva ao desenvolvimento rapido &oé fungos e consegquente actmulo
de suas toxinas. Os danos podem ocorrer no campo, antes e duran
te a colheita, transporte ¢ estocagem e sido causados por inse-
tos, pela agéo de ventes violentos, gquebra durante a secagem e
use de  mecanizagaoc durante a cblheita, secagém e descascamen~

to (Lillehoj et al., 1975 a,b; 1976 a; 1977; 1980; Gray, 1982).

Liliehoj et al. ﬂB?6a}encoutraiam maior teor de afla-
toxinas no germe de milho danificado por insetos gue se  difun-
diam depois ao endosperma. Em amendoins, | tante a casca quanto a testae
nﬁmmtmsserwmlgmm)hﬂrﬂﬁxé & invasao de fungos {Ashworth et al.,
1965; schroeder e Ashworth, 19%65). .

As aflatoxinas ja foram encontradas sob condigdes na-
turais em um grande nlmerc de alimentos vegetais in natura e
prdcessados, tais como sémentes oleaginosas {(amendoim, semente
de algodac) e lequuinosas {soijal, cereais (milho, arréz, trigo, centeio,
sorgo e avela), nozes, algumas frutas bem comoc nos alimeﬁtas processa-
dos. Estes, s§o_cmnsiderados bhons substrates, favorecendo am
maior ou menor grau o crescimento de fungos aflatoxigénicos {Wal

beck, 1973; CGorelova e Lvova, 1980 a,b).

Inicialmente, observag¢oes indicavam que todas as varie
dades de amendoim eram igualmente susceptiveis & produgao de a-
flatoxinas, porém, Rao e Tulpule {1967) testando 60 variedades
provenientes de 15 paises encontraram uma ﬁariedade {U.5. 286)

que repetidamente nfdc produzia a aflatoxina,
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Exigtem algumas discordincias guanto a susceptibilida
de de certos produtos, como no caso da soja. Varlos investigado
res encontraram pouca contaminacgao por aflatoxina em soja Que
foi atribuida a uma pequena guantidade de zinco livre, limitan-
de a sintese destas toxinas (Borker et al., 1966;  Kraybill e
Shimkin, 1964; Gupta e Venkitasubramanian, 1975;  Gorelova e
Lvova, 1980 a,b), J3 Hesseltine et al. (1966) encontraram teores de
108 pg/g de aflatoxina total em soja, ou seja, 50%-90% da gquan-
tidéde produzida em milho, trigo, arroz, amendoim e sorgo. El-
dridge (1867}, por sua vez, obteve 300-376 ug/g da toxina em S0
ja, aproxinadamente & mesma guantidade produzida em amendoim gob

condicbes semelhantes (Diener e Davis, 1967 e 1968).

Numercosos substratos naturais tem sido usados para pro
duzir aflatoxina em laboratdric. Estes substratos sac normalmen
te umedecidos, esterilizados, inoculados e incubados a 25¢-309C
por 5-14 dias. Ja foram produzidas aflatoxinas em alimentos tais
como: ovos, leite, leite condensado, leite em pG, queiijo, paoc,
castanha do pari, nozes,'céco, péssego, ameixa, pera, figo, su-
cos de maca, laranja e tomate, pimenta'vérmelha, paprica, batata
doce, produtos delbatata, bacon éefumado; mandioca, trigo, ar-
roz, ervilha seca, feijéo,llentilha, oleo de amenéoiﬁ cxria, Gleo
de oliva cri (Sargeant et al., 1961 a,b: Wilson e Wilson, 1962; Hég
seltine et al., 1966; Frank, 1966, 1968; wWildman et al., 1967;
Schindler e Eisenberg, 1968; Ong, 187h; Gorelova e Lvova, 1980 a,b e 4.
Felizmente a toxina tem sido observada como contaminante natu-

ral de um nlmero relativamente limitado de alimentos.

Substratos artificiais preparados a partir de substan
cias nutritivas tais como carboidrates, aminoacides (glici

na, acido glutdmico, alanipa, dcido aspartico e glutamina)
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{Davis et al., 1967), sais minerais, acidos graxos e outras subs-
t&ncias.também tem sido estudados (Mateles e Ayde, 1965; Lee et
al., 1966; Davis e Diener, 1968; Gupta et al., 1974; Frank, 1974;
Marsh et al., 1975; Magoon et al., 1977; Goralové e Lvova, 1980

a e b: Abdolahi e Buchanan, 1981; Lenovich, 1981},

Embora tenha sido demonétrado apenas em estudos in wvi-
tro (Frank, 1968, 1974; Davis e Diener, 1%66; Joffe e Lisker,
1969), os fungos sdo sensiveis também a valores de pH do  subs-
trato, tendo velocidade maxima de produgac de toxinas numa fai-
xa de 5 a 7. Este limite depende da composigﬁo‘do meioc, peculia
ridades da linhagem e durag@o do cultivo. Buchanan e Ayres em 1975,
determinaram que o pH abaixo de 6,0 favorecia a sintese de afla
toxina B enquanto'pﬂ acima de 6,0 beneficiava a sintese de afla
toxina G. O acimulo de aflatoxina B era mais fortemente inibido
- pela acidez desfavoravel do gue o actimulo de G. OUbservaram gue
o maxino de ciescimento do funge e produgéé de aflatoxinas ocor

ria quando o pH inicial era 5,0 e 6,0, respectivamente.

A presenca de fungos produtores de aflatoxinas nas plan
tés durante 0 desenvolviﬁento dos frutos, na colheita e estoca
gem pode ser prevenida ou controlada pelo uso de fungicidas., O
acido propidnico, combinagdes de &cides propidnico e acético e
Acido propidnico e formaldeido mostraram ser efetivos para Gransg
com alto teor de umidaae usados na alimentagﬁa animal {Christensen
e Kaufmann, 1974; Vandergraft et al., 1975; Brekke e Stringfellow,
1978: Coker, Jones e Nagler, 1980a). Os fungicidas para serem u-
sados na estocagem tem sérias limitagoes, tais como toxicidade pa
ra animais, excessivo custo, dificuldade de aplicagao, efeitos
indesejaveis na qualidade do grao e pouca toxidez para os fun-

gos de estocagen. Frequentemente sao efetivos em combi~
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nacao com contelido de umidade, temperatura, tempo e concentragao,

O nameroc e o tipo de linhagens produtoras de  aflatoxinas
que contaminam os alimentos sao diversificados (Hesseltine et
al., 1966, 1968; Taber e Schroeder, 1967; Nakamura e Yokoya,

1970), tendo linhagens tais como de Aspergillus flavus, que apresentam

desde produgdoc nula até formagdo elevada de toxina (Hesseltine,
1870). J& a quantidade e tipo dé aflatoxinag variam com a linhagem
(Schroeder, 1966; Nakamura e Yokoya, 1970}, substrato {Schroeder,
1966; Diener e Davis, 1968}, temperatura (Sanders et al., 1968;
Schroeder e Hein, 1967), umidade (Sanders et al., 1968; Diener
e Davis, 1967) e . presenga de microrganismos capazes de degra

dar a toxina (Bchroeder e Ashworth, 1965),

A existéncia de amendoim atdxico apesar de estar alta
mente c¢ontaminado por fungos aflatoxigeénicos, bem como a gueda
brusca da quantidade de aflatoxina apds a éradugéa maxima, fize
ram com gue pensassem na existéncia de microrganismos resisten
tes & toxina, passivelmenﬁe aptos a inibir a suavprodugéo ou de
gradad~la. Os griﬁeiros a estudar a deaumbkagéo bioldgica pelo

Flavobacterium aurantiacum, dentre outros microrganismos foram

Ciegler et al. em 1966. Encontraram que o Flavobacterium aurantiacum ab-
sorvia aflatoxinas completamente e nao produzia nenhum oubro pro
duto tdxico. Muitos outros microrganismos foram estudados en-

tre fungos, bactérias, leveduras e algas como Nocardia asteroides

{Ciegler et al., 1966a; Arai et al., 1967}, Dactylium dendroides

NRRI, 2575 {(Detxoy e Hesseltine, 1%69%) e Tetrahymena pyriformis

{Teunison e Robertsoﬁ, 1967; Robertson et al., 1270).

2.5 ~ Toxicidade

0 grande nimero de dados experimentais sobre a ativi-
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dade das aflatoxinas levam 3 conclusio que a maioria dos mami fe
ros, incluindo os primatas {(Madhavan et al., 1965 b e ¢}, a-
ves (Siller e Osttler, 1961}, algumas espécies de peixes (Wdlf
¢ Jackson, 1963; Ashley et al., 1964; Sinnuber et al., 1965 e
1970),  microorganismos {Lillehoj e Ciegler, 1969; Ames
et al., 1973) e algumas plantas superiores (Lilly, 19653; Ong,
19751 3o sensiveis em menor ou maior grau aos efeitos tdxicos
das aflatoxinas. Danos no figado tem side a patologia mais acen
tuadé {Asplin e Carnaghan, 1981; Wannop, 1961} encontrada en va
rias espdcies animais (Allcroft e Carnaghan, 1963b) tais como macaco rhesus
(Madhavan et al., 1965 b e c; Salhab e Shieh, 1975), boi (Loos-
more e Markson, 1961), porco (Loosmore e Harding, 1961), gali-
nhas {Smith et al., 1970 e 1971; Asplin e Carnaghan, 19&1; Gumb
mann et al., 1970), faisces (Blount, 1961a), ratos {(Barnnes e
puttler, 1964; Wogan et al., 1967a e b), perls (Siller e Osttler, 1961;
Stevens et gi:, 1560) e patos (considerados os mails susceptiveis)

{Asplin e Carnaghan, 1961)}).

De un modo geral a sensibilidade as aflatoxinas varia
muito com a espéeie animal e dentro da mesma espacie varia com
a dose administrada (Asao et al., 1963},'sex0, tipo de aflatoxi
na {Carnaghan et al., 1963) e decresce com a idade (Allcroft e
Carhaghan, 1965; Wogan, 1966 e 1967a)}. Doses letals para Varios a
nimais estdao apresentadas na Tabela 1. Os machos jovens S30 par
ticularmente susceptiveis, porém, as femeas gravidas tornam-se
mais sensiveis e podem transferir a toxina ao fetc (Allcroft e

Carnaghan, 1963b; Wogan e Newberne, 1967; Buttler et al., 1969},

0 camundongoc e o carneiro sdo exemplos de espécies a-
nimais resictentes {Allcroft e Carnaghan, 1963b; Platonov, 1964},

Franges sac relativamente resistentes quando comparados com ou~
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tras aves (Asplin e Carnaghan, 1961). Pintos New Hampshire sao
altamente sensiveis & agao das aflatoxinas, todavia, os pintos
White Leghorne White Rock possuem resisténcia a toxina. Os pin-
tos resultantes do cruzamento de New Hampshire e White Leghorn
apresentam relativa resisténcia & agac da aflatoxina B,, suge-
rindo que a susceptibilidade & toxina seja um fator geneticamen

te contrclado (Gumbmann et al., 1970).

Tabela 1 ~Dose Letal de Aflatoxina B, em Varias Esp@cies Animais

Animal . Sexo  Idade ou Peso LD, (mg/kg) . Via
Patos M2 1 dia 0,4 o®
Coelho M, Fb degsmamado ca. 0,5 lpd
cao M, F adulto ca. 0,5 O
Truta M, ¥ 100g ' ca. 0,5 O
Cobaia ' adulto ca. 1,0 Ip
Rato . M, F i dia 1,0 0

M 21 diasg 5,5 )
Hamster M 30 dias _" 10,2 Ié
Camundongo - 21 dias | , ‘ 63,0 ‘ 0
Carneiro - - adulto ca. 500 .

Wogan, 1966, 1968; Walbeck, 1973

SMacho - Ppamea - Soral ~dentraperitoneal

A toxicidade das aflatoxinas decresce de Bl para{%fou
seija Bl:} G13> Bzi> G,. A Gl possul metade e B, um guarto da to
xidez de B, (Carnaghan et al., 1963; Hartley et al., 1963; Ong,

1975). A aflatoxina B, & a mais tdxica para mamiferos, aves e

1
peixes e & Ml possui toxicidade semelhante & B, para patos de

um dia, provocarndo as mesmnas lestes no figade. Ja a aﬂumoxhusmz
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apresenta uma toxidez comparivel & Bz(Purchase, 1967, 19272). Dut
ton e Heathcote em 1968 ¢ Lillehod e Ciegler, 1969 estabeleceram

gque o efeito toxice das aflatoxinas By, © G,, © diferente e bem

menor ou guase nule em comparacao com o das Bl, B?, Gl @ Gz.

¢ efeito tdxico causado pelas aflatoxinas pode ser a-
gudo, sub-agudo ou crdnico (Pozdniakov, 1980). O guadro clinico
na aflatoxicose aguda & caracterizado por desenvolvimento da fla
cidez, diminuig§0 do crescimento, desordem na atividade do tra-
to gastreintestinal, e a morte vem com o aparecimento dos sinto
mag neurotdxicos como convulsfo e paralisia. Podem também ocor-
rer hemorragias miltiplas. Na bidpsia, o figado apresenta-se com
necrose periportal em patos; j& em macaco rhesus a necrose abran
ge varias areas, apresentando também metamorfose gordurosa celu
lar, proliferacao do epitélio do ducto biliar e severa hemorra-
gia. Na toxidez sub-aguda ou crdnica o figado torna-se hiperpld
sico e extremémente cirrdtico com fibrose progressiva e/ou  tu-
mor, tendo como caracteristica microscOpica a presenga de celu-
las .do parénguima aumentadas, envplvidas por densa massa de ﬁué

tog biliares e fibras de sustentacao (Allcroft e Carnaghan, 1963b;

Carnaghan et al., 1963}.

Algumas evidénciés de toxidez aguda no serlhumano fo-
ram citadas na literatura. Buttler em 1974 citou um trabalho ﬁ@;
to por Serck-Hansen, relatando a morte com danc no figado de um
garoto em Uganda que consumiu mandioca éltamente contaminada por
aflatoxina. Na Tail&ndia a Sindrome de Reye, descrita como ence
falopatia e deposigdo gordurosa nas visceras em criangas, tem
sido relacionada i ingestdo de aflatoxina. Esta mesma sindrome
foi reproduzida experimentalmente em macacos rhesus alimentados

com aflatoxinas {(Bourgeois et al., 1971).
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Mais que a toxidez aguda, a preocupacao maior, especial
mente no ser humano, & o efeito carcinogénico provocado pela in-

gestao de nivels mais baixos de aflatoxina.

Desde o primeiro trabalho de Lancaster et al. em 1961,
relatando a formagao de hepatomas em ratos aliment&doé com ra-
¢80 contaminada, numerosos trabalhos apareceram na literatura so
bre o assunto (Le Breton et al., 1962; Salmoﬁ e Newberne, 1803;
Barnes e Buttler, 1964 e Wogan e Newberne, 1967. Também foram
relatadoslestudos em patos (Carnaghan, 1963), camundongos (Ves-—
selinovitch et al., 1972, citado no livro de SBhank, 1981}, tru=-
tas (Ashley et al., 1964; Wolf e Jackson, 1963 e ‘Sinnhuber et
al., 1965} e em macacos {Adamson et al., 1973 citado por Hayes,

1978; Golapan et al., 1972).

 Evidentemente, experiéncias no ser humanc nao podem ser
feitas e, portanto, as evidéncias neste caso aparecem em dados

indiretos e através de estudos epidemioldgicos.

Varios estudos relatam a incidéncia de cancer primario
do figado em localizacao geografica eséecifiga como & o caso das
populacgbes indigenas da Africa, sul do dese?to do Saara e sudoe§
te da Asia {(Bonne, 1935; Higginson e Oettlé, 1960; - Higginson,
1963; Bhamarapravati e Virranuvatti, 1966; Alpert et al., 1971 e
Krishnamachari et al., 1977} . Peers et é&., em 1973, 1976 e 1977,
g Higginson em 1263 obserﬁéram na Africa gue a incidencia de he-
patocarcinoma & mais elevada no sexo masculino. ﬁa Asia e Africa
o aumento de cancer do figado & proporcional ac aumento de figa

dos cirrdticos que se transformam em tumores malignos.

A patogenicidade do cincer do figado no homem & desco-
nhecida, porém, hd evidéncia circunstancial gue pode representar

um processo em dois estdgios no qual » dano ne figado quardo
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crianca, possivelmente por desnutricdo, pode predispor o0 oOrgao

ao estimulo carcinogénico mais tarde (Higginson, 1963).

A incidencia de cirrose em criangas na India tem sido
estudada desde 1887, porém, ainda nac foi encontrade o agente
etioldgico. Amla et al. em 1970 estudaram o poésivel efeito das
toxinas nesta doenga em criangas e encontraram alguns componen-
tes em comum na dieta, tais como o arroz parbolizado e o 0Oleo
de amendoim cri. Encontraram aflatoxinas em todas as amostras de
Bleo cri coletadas das casas dos pacientes cirrbticos e também
aflatoxina no leite materno e urina das criangas. A histologia
do figado mostrou severa necrose com grande varisdade de cé&lu-
las hepaticas §gigantada5 e citoplasma granulosoc. Og autores consi
deraram prematuro concluir gue a aflatoxina & o agente responsa-
vel pela cirrose em criancgas, porsm, had forte evidéncia que es~

tas criangas foram expostas a aflatoxinas.

Devido & alta incidéncia de cancer primario de figado
ia descrito_p&r nuitos cientistas na Africa, Peers e Linsell
(1973 e 1977): Peers et al. (1976) estudaram a relacao
entre esta doenga e a dieta consumida péla populacao da cidade
de Murang'a e varias regiCes do XKénia assim como Suaziléndia. En
contraram uma relacio consistente entre a incidéncia de cancer
hepitico e ingestao de aflatoxina, especificamente no sexo mas-
eulino, e gque a incidéncia decrescila com a altitude. Alpert et
al. em 1971 também estudaram a relacao aflatoxina/hepatoma em
Uganda e encontrarxam 29,6% dos alimentos analisados contendo tep

res detectivels de aflatoxina. Bababunmi et al. em 1978 na Nigé

ria, relataram fatos semelhantes.

A frequéncia de contaminagao pela toxina mostrou-se

particularmente elevada nas provincias com alta incidencia de
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hepatoma ou onde os fatores culturais e econtmicos favoreciam a

ingegtdo de alimentos mofados.

Le Breton em 1862 citou a desnutricao come fator gue
propicia a aczo das aflatoxinas, auwmentando ou levando ao apare-
cimento dos efeitos tOxicos e carcinogénicos. 05 efeitos das a-
flatoxinas, por exemplo, sao acentuados guando administradas jun
to com dieta carente em proteinas (Madhavan, 19%65 a, b, ¢ e 1967;

Higginson, 1963: Wogan, 1968).

As aflatoxinas provocam, além dos efeitos tdxicos ci-
tados anteriormente, descordem nas reagoes imanolégicas do orga-
nigmo dos animéis levando ao enfraguecinmento das defesas {mano -~
l6gicas, ficando estes sensiveis as infecgoes (Pier, 1970, 1972,
1873; Thaxton et al., 1971, 1974; Paul et al., 1977 e Shatérnikcv e

Marokko, 19803}.

A atividade teratogénica da aflatoxina parece ser al-
tamente especifica nas espécies animais. Ong (1975) sugeriu que
o8 diversos caminhos metabdlicos desta toxina nos diferen

tes organismos animais,contribuen para esta especificidade.

2.6 - A Pesguisa sobre Aflatoxinas no Brasil

Apesar da potencial gravidade do problema das atflato-
xinas em nosso pals, sao poucos os trabalhos sobre © assunto e

a maioria foram realizados no Estado de {30 Paulo.

Dog levantamentos dos teores de aflatoxinas em alimen
tos, encontramos o trabalho de Tango et al. {1965} que relataram
altos teores {acima de 2000 ppb) em amostras de amendoim da sa-

fra "das aguas" e da safra "da seca", 24,3% e 14,3%, respectiva
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mente. Og autores chservaram uma estreita relagao entre a ocorrén
cia da toxina e infestagao por fungos com o Indice de acidez do

Sleo das amostras.

No mesmo ano, a ocorréncia de aflatoxinas em sementes,
tortas e farelos de amendoim no Estado de Sdo Paulo, foi estuda
da por Menezes et al., encontrandalmais de 90% das tortas s fa-
relos com teores elevados de afiatoxinas. Somente 3,2% dos fare
los e 3,0% das tortas estavam em condigoes de serem utilizadas
na alimentacdc animal. J3 24,3% das sementes estavam com niveis
de até 100 ppb de aflatoxinas e 63,5% acima deNSOO pph, Nenhuma
correlacao entre os teores de umidade e nitrogénio total com os

niveis de aflatoxinas foi observada.

Fonseca realizou uma série de estudos sobre a contami
nacgao de farelos, sementes, tortas e farinhas de amendoim prove
nientes da indistria de dleo de vArias regides do Estado de Sao

Paulo.

Em 1968, estudou & incidéncia de aflatoxinas em 264
amostras de tortas ehfarinhas de amendoim oriundas de 40 indis-
trias paulistas de extracdo de Oleo nas regioes de Paulista Ho-~
va, noroeste, araraguarense e sorocabana. Verificou tambéan a
infludncia da safra, época da colheita da mesma safra, influén-
cia da regido para formacao de aflatoxinas B e G, bem comoc O COr
relacio na producgdo dos dois grupos de metabdlitos pelo Asper-

gillius flavus Link eX Fries. Concluiu gue a incidéncia de aflato

xina era geral no Estado de Sac Paulo, pois todas as amostras
estavam contaminadas atingindo ﬁiveis de até 20 ppm. Encontrou
89,78% das amostras com mais de 1,0 ppm de aflatoxina e.as amnos
tras da safra "“das Agquas" apresentaram niveis mais altos. As a-

mostras das regifes de Paulista Nova e araraguarense apresenta-
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ram maior towidez. Todas tinham aflatoxina B e apenas trés com
aflotoxina G. A regiao araraguerense destacou-se por apresentar
elevado teor de aflatoxina 6 chegande a 10,0 pa, levando o autor
a supor a existéncia de uma linhagem diferente de A, flavus ou

um teor mais elevado de zinco nos solos da regiac.

Varios trahélhos am fareio de amendoinm das safras de
1966 e 1967 também foram realizados e relatados em 1873 e 1875
abrangendo as regides noroeste, Paulista Nova, sorocabana e ara
raguarense no Estado de S3c Paulo (Fonseca, 1973a, b, ©, 1975).
Todas as amostras estavam tOxicas com teores entre 0,1 e 20 ppm
de aflatoxina, sendo que os niveis mais elevados foram encontra
dos na safra "das'éguas“e A regido de Paulista Nova apresentou
teores mais altos com uma média de 5,50 ppm na_época das chuvas,
apenas 8,33%, 10,35%, 4,54% e 16,07% das amostras das regioes
noroeste, Pau;ista Nova, sorocabana e araraquarense, respectiva
mente, estavam em condigtes de serém utilizadas na alimentagao
animal. Mais uma vez, a regiao araraquarense destacou-se pelo

elevado teor de aflatoxina G, maior gue B em 6 amostras.

J& em 1976, © ﬁesmc autor publicou guatro  estudos
(Fonseca, 1976b, ¢, d, e) sobre a incidencia dé aflatoxinas em
amendoim em casca, referente 3 safra "das aAguas™ de 1967/68, deg
de a colheita & industrializagao (sementes e farelos), em qua-
tro regides do Estade de Sao Paulo. A-maioria das amostras con-
tinha aflatoxinas, représentando 90,0%, 8%,0%, 93,3% & 98,3% do to-
tal nas regides de Monte Alto, Matfo, Santa Adélia e Pernanddpo
lis, respectivamente. Os teores atinglram em média, no amendoim
orii, 2,84 ppm en Santa Adé&lia; 2,49 ppm em lMonte Alto; 2,14 ppm
em Fernanddpolis e chegando a 0,42 ppm em Matdo. O amendoin ja

era tdxico quando entregue pelo lavrador & fabrica e os niveis
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de aflatoxina cresceram durante armazenamento e regrediram apds
extragio do O6leo.

No periodo compreendido entre 1%69 e 1970, Pregnolato
e.Sabin& determinaram os teores de aflatoxinas em 32 amostras a
timenticias tais como, amendoim cri, pagoca, pé de'moleque, a~
mendoim torrado, amen&oim salgado,'amendoim japonés, farinha de
mandioca, milho, trige, soja, sorgo, algodac, nozes, castanha do
pari e castanha de cajG. Destas, 20 amostras estavam contamina-
das com aflatoxinas. Por outro lado, de 130 amostras de ragao
animél, 104 estavam contaminadas. Além dos proéutos de amendoin,
as amostras de farinha de mandioca apresentaram-se altamente con

taminadas. Os autores, porém, nao apresentaram Os teores encon-

trados.

Em 30 amostras de pastas de amendoim, sendo 20 nacio-
naic e 10 dos Estados Unidos, Fonseca e Del Wery em 1970 encon-
traram 90,0% contaminadas com aflatoxinas. As amostras negativas
eram de proceééncia estrangeira. Das amostras positivas, 69,9%
tinham mais de 50 ppb. Concluiram que scmente trés das amostras
nacionais estavam em condigoes de serem consﬁmidas, ainda assim

com restrigoes.

purchio (1970) analisou 20 amostras de farinha de tri
go, detectando aflatoxina B1 em duas amostras nas concentrag6es
de 1,84 e 0,36 mg/l00g. Nao foil encontrada nenhuma correlag&o
entre a presenca de aflatoxina B, e as existéncié‘ﬁe Aspergil-
lug sp. que foi classificado apenas em génerc. Devido & pre-
senca de manchas fluorescentes similares s da aflatoxina em quase
todas as amostras; o autor sugeriu a purificagao do extrato com
Bter etilico na prdpria camada cromatografica como 14 foi reco-

mendado por Nabney e Nesbitt {1965}.
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Sabine continuou o levantamento do teor de aflatoxina
Ei em varios alimentos e ragoes animais comercializadas entre
1971 e 1979 no Estado de Sao Paulo {(Sabino, 1880). Foram detec-
tados tecres de ND (NRo Detectado) a 7800 ppb de aflatoxina no periodo de
1971 a 1975, Das 300 amostras analisadas, 37% apresentaram teores aci-
ma do limite tolerado pela legisla@ﬁo brasileira {30 ppk) {(Resc
lugao 13/78). J& de 1976 a 19?7; 1978 e 1878 de 161, 61 e 50 a-
mostras, 13,6, 13,0 e 10,0% estavam contaminadas com teores écg
ma de 30 ppb. Os alimentos analisados foram amendoim e deriva-
dosg, farinha de soja, milho, trige, aveia, man&ioca, arroz, ali
mentos preparados e varios tipos de ragac num total de 572 amog
tras.

Arckoll, em 1977 afirmou na 295 Reunido Anual da So-
ciedade Brasileira para o Progresso da.Ciéncia, gue praticamen-
te todos os produtos derivados de amendoin, além da ragdo ani-
mal A venda no Brasil, estavam contaminados com niveis inaceitd
veis de aflatoxina mesmo guando os produtos eram selecionados pa

ra oconsumo humano.

Foram analisados no Programa Nacional de Monitoragao
e Controle &%&MiCQtQXinaS em 1982, amostras de amendoim cri e mi
1lho seco, do periodo "das aguas” e “"da seca", todos provenientes
de 25 cidades do Estado de Sao Paulo. Das 307 amostras de amen-
"doinm analisadas, provenientes da safra "dag aguas”, 52,0% esta-
vam contaminadas com aflatoxinas Bl e/ou Gl. Por outro lado, das
79 amostras de amendoim analisadas da safra "da seca", somente
20,6% apresentaram contaminag§0‘par aflatoxinas Bl e/on Gl.' Ja
das 86 amostras de milho seco da safra "das &guas', 4,7% esta-

vam positivas para aflatoxinas e das 111 amostras da safra “da

seca®, 10,5% estavam contaminadas.
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Em 1982, Sabino et al. analisaram 50 amostras de pas
ta de amendoim e 106 awmostras de pagoca (amendoim torrado, pila
do com farinha, aglicar e &gua) comercializadas no Estado de Sao
Paulo. Os teores detectadqs de aflatoxina Bl foram de 10 a 278
ppb. Foram encontrados teores de ND (ndec detectado) a 278 ppb pa
ra pastas, 10 a 220 ppb para pagoca industrial e de ND {ndo de-

tectado a 260 ppb para pagoca caseira.

Poucos foram oz trabalhos relatados scobre o efeito das
condicoes de estocagem de alimentos na prevengao da prolifera-

¢ao dos fungos produtores e formagao de aflatoxinas.

Yokoya et al. (1970) verificaram as condigoes de arma
zenamento seguro para as améndoas em casca da castanha do pari.
0 produto poderia ser armazenado durante um periodo tao longo
gquanto 6 meses, a 26-28°C e 70% UR, porém deteriorava a 80% UR.
& 97% UR ou mais, as castanhas exibiram crescimento microbiano
na superficie dentro de duas semanas de armazenamento e desen

volveram aflatoxina apds trés meses.

¢ mesmo estudo foi realizadolutiliaandc a castanha do
pard integral. Os autores encontraram gue na temperatuia de 260C
a 280C, as castanhas parcialmente desidratadas com umidade de
6,8% poderiam ser estocadas a 80% UR por 6 meses. Mas, com 70%
UR, o produtoe podia ser armazenaﬁolaté 8 meses sem deteriaiagéo,
A estocagem em UR de 94% Gﬁ'mais'gerou deterioragdo do produto
com desenvolvimento de microrganismos na superfiéie das casta-
nhas apds dois meses, porém, a aflatoxina nao foi produzida. Os
autores sugeriram gue a castanha nao era um bom substrato para
a produgdo de aflatoxinas pelos fungos por falta de algum nya-

triente essencial {(¥Yokoya et -al., 1971}.

Tango et al. em 1972, avaliaram i influénoia de UR anbiente du
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vante o armazenamento do amendoim em grao. Foram utilizadas UR
de 10% a 100%. Determinagles periddicas de acidez total, teor
de umidade, aflatoxinas, nlmero de bactérias e fungos indicaram
que na faixa de 50% a 70% UR, haviam condigoes para armazenamen
+to durante 9 meses. Nas amostras estocadas de até 65% UR, nae
houve producio de aflatoxinas. Com a UR de 80% a 90%, as amos-
tras apresentavam-se completamente envolvidas pelos crescimento
de fpngos apds 8 meses. As toxinas foram detectadas somente em
amostras altamente contaminadas por fungos. Foram encontrados
teores em torno de 30 pphk de aflatoxina total no 9¢ més & UR
de 70%, no 69 més & UR de 80% e no 29 més & UR de 90%. A UR de

100% a aflatoxina j& aparecia desde o primeiro més de estocagen.

Costa et al. (1974) estudaram também a influéncia da UR
de 10% a 90%, porém, em relacao a flocos de soja, & temperatura
da 270C. A 86{5% UR e 90% UR, houve formag&o de altos teores
de aflatoxina. Em ambientes cwnUR$§80%, nao houve desenvolvimen
to de fungos produtores de toxinas. Nas condigoes empregadas, O
conteiido miximo de uvmidade “seguro” demonstrou ser 9,5% para flo

cos de soja em armazenamento.

Alguns estudos sobre a linhagem do génerco Aspergillus

de fontes naturais do Estado de Sao Paulo foram realizados por
Nakamura e Yokoya em 1968 e Fonseca et al. em 1974, O primeiro trabalho

conparou 41 linhagens do fungo Aspergillus, com linhagens obti-

das dos 1aborat6zios dos Estados Unidos e Inglaterra, em rela-
gao & capacidade de produzir aflatoxinas. As linhagens isoladas
em seu laboratdrio produziram quase gue unicamente a aflatoxina
Blg-anquanto gue as linhagens estrangeiras produziram guantida-
des apreciidveis de aflatoxina B e G. A linhagem brasileira mals

produtiva formou 2553 mg de aflatoxina por 50 mfl, do meio. J& Fonseca
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et al., isolaram e estudaram a produgao de aflatoxina por espe-

cies do género Aspergillus, principalmente as linhagens de As-

pergillus flavus provenientes de amendoim da safra "das aguas” e

"da seca" da regidao araraguarense, Poram obtidas 102 oulturas

de Aspergillus flavus, 4 culturas de Aspergillus oryzae var.

effusus, 2 culturas de Aspergillus'ggyzae, 2 culturas de Asper-—

gillus parasiticus e uma cultura do grupo Aspergillus ochraceus.

De 107 culturas de Aspergillus estudadas, somente 33 pro-

duziram aflatoxinas.

Firoca e aArkcoll {1978) estudaram farinhas de trigo,
.milhe, mandioca = soja, coletadas em estabelecimentos comercials,
gquanto a contaminagéo.por bolores potencialmente produtores de
aflatoxinas, patuiina @ esterigmatocistina.Forém iscliadas, prin

cipalmente, espécies de Penicillium, Aspergillus, Mucor e Fusa-

rium. Nao foram evidenciados bolores potencialmente produtores
de aflatoxinas e nenhuma das amostras apresentou contaminagao

por aflatoxina, patulina ou esterigmatocistina.

. Pesqguisas sobre controle do crescimento dos fungos pro
dutores de aflatoxinas em alimentos no campo e durante a estoca
gem foram realizadas por Fonseca et al. Cﬁﬁﬁa}.e Tangoe e Tela
(1971/1972p). Fonseca et al. utilizaram fungicidas (Fexban, Thiren,
Ortofenilfenato de sédic e Captafol) nas vagens de amendoim apds
serem arrancadas do solo, durante ¢ aﬁos em regioes de Caiabu,
Campinas, Marilia, Piraﬁozinho e Ribeirio Preto. Conclulram que,
dentro das condigles experimentais, os tratamentos antifingicos
foram ineficientes nos anos em que houve chuvas na colheita, en
quante gue gm anos seCos as proprias condigoes do tempo se en-

.

carregaram de inibir o Aspergillus flavus. Tango e Tela aplica-

ram 9 fungicidas logo apds o arrancamento das plantas. Ag amos-
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tras foram anallsadas apds secagem (8 dias) e os nivels de afla
toxinas em quatyro repetigdes apresentaram-se sempre baixos ou
nulos, gquando foram utilizados Cleo n® 3, Maneb, Enxdfre 1%, &-

gua de cal 1% e TMID 70%.

2.7 - Desenvolvimento de Métodos Analiticos

Desde a descoberta das aflatoxinas, ficou evidente a
necessidade de métodos sensiveis e reprodutiveis capazes de de-

tectar e quantificar aflatoxinas em guantidades extremamente pe

guenas.

Sargeant et al. {1961 a}, conseguiram separar e detec
tar as aflatoxinas utilizando cromatografia ée papel. Este méto
ao fai_substituido posteriormente peia cromatografia de camada
delgada em alumina e silica gel (Nesbitt et al., 1%62; De Iong
et al., 1962; Coomes et al., l?ﬁé, 1965}, Outros adsorventes

e varios sistemas de solventes também foram estudados, procu-

randc uma melhor separagao das aflatoxinas.

Procedimentos baseados em espectrofotometria ultravio
leta foram desenvolvidos por Asao et al. (1963), Hartlev et al. (1963),
Adye e Mateles (1964) e por Nabney e Nesbitt {1965). Utilizan
do cromatografia preparativa em placas de silica gel G, separa-
ram a aflatoxina By do amendeoin contaminado e determinaram a
concentragio da soluglo metandlica da toxina por diferenga das
densidades Oticas em 363 nm e 420 nm.

Como as aflatoxinag s&o intensamente fluorescentes
guando expostas a luz uvltravioleta de comprimento de onda longo
(365 nm), esta propriedade forneceu a base para os métodos fisi

co-quinmicos de detecgdo e guantificagfio. A fluorescéncia emiti-
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da permite sua detecgao em guantidade igual ou menor gue 0,5 ng

{Kravchenko, 1280bh).

Muitos métodos de extragio e purificacao foram propos
tos para amendoim e outros produtos com objetivo de fornecer ex
tratos contendo o midximo de aflatoxinas presentes na amostra e
com o minimo de substincias interferentes. Os procedimentos de
extragao eram baseados na solubilidade das aflatoxinas em sol-
ventes orgdnicos como cloroformio, acetona, metanol, acetonitri
la ¢ benzeno e sua insolubilidade em solvente menos polares co-
mo dietil-8ter e hexano gue sao usados para remover lipidics e
pigmentos lipossoliiveis gue interferem na detecgdo Eppley (1968);
Pons et al. (1968 e 1972); Romer (1975}; Thomas et al., {1975);
Davis e Diener {1980); Roberts et al. (1981); Howell e Taylor
(1981). Colunas ¢romatogréficas empacotadas com alumina, celulo
se ou silica gel e precipitacao com acetato de chumbo foram util
lizados para a limpeza dos extratos (Nesbitt et al., 1262; Eppley,

1968; Thomas et al., 1975; Hunt et al., 1976).

OQuanto & guantificacdo, embora outros méteodos tenham
gido estudados, a comparacac da fluorescéncia da aflatoxina da
amostra com padr&es na camada delgada permanece Como O mé&todo
mais utilizado.

Devido a dificuldade em distinguir pegquenas diferen-
cas de fluorescéncia nas placas, assim como a subjetividade en-
volvida no método visual e coutras incénveniéncias, houve uma

procura por métodos mais precisos e sensiveis.

A fluorodensitometria para a guantificagac das aflato
xinas separadas em placas de camada delgada foi estudada emn
1966 por Ayres e Sinnhuber. A cromatografia em fase gasosa foi

também usada por Suzuki et al. em 1974,
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Para diminuir o tempo de andlise e permitir a triagem
de grande nimero de amostras, a cromatografia em minicoluna de
ailica fol intreduzida por Holaday em 1968, onde uma banda flug
rescente sob iluminacao ultravioleta evidencia a presenca de a-
flatoxina, Com esse métode foi possivel descartar rapidamente

amostras negativas.

Em 1972 Velasco introduziu o uso na minicoluna de flo
rigil como adsorvente da aflatoxina delsementes de algedao, jun
to com outros adsorventes com diferentes atividades para reter
as impurezas. Sugeriu também a limpeza prévia com cloreto férri
co gel. Em 1973 o mesmo autor fez uma avaliagac do tempo e sen-
gibilidade do métedo, encontrando a niveis de 5 ppb, uma acuida
de de 89% e acima de 10 ppb, uma acuidade de 100%. Pons et al.
e Holaday e Barmes em 1973; Romer em 19?5 e 1876 desenvolveran
outros métodos envolvendo minicoluna para a deteccao de aflato-
zinas.

Um método rapido, especifico para milhb, introduzido e
muite utilizado nos Estados Unidos, envolve a fluorescéncia emi
tida pelos proprios graos iluminades diretamente ?or uma 1§mpa¥
da ultravioleta de comprimento de onda longa. A fluoresceéncia

caracteristica & associada com a presenga de Aspergillus flavus

ou parasiticus ou possilvemente a micotoxina. O teste na reali~

dade indica ¢ crescimento de fungos qué pode ou nac resultar na
producic da aflatoxina. A fluorescéncia & chamada "BGYF" ou fluwo
resconcia amarela esverdeada brilhante e foi primeiramente Ob-~
servada em amostras de milho naturalmente contaminado, coletado
em 1969 2 1970 no sul dos Estados Unidos (Shotwell et al., 1972).
A YBGYF" & resultado da acgao de peroxidades labeis da planta vi

va (milho, fibras de algod3c etc.) sobre o acido kdjico produzi
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do por espéeles de Aspergillus flavus (Marsh et al., 1969}, B

especifiao para milho "in natura" pols o procesgamento pode 1
nativar a enzima e outros produtes agricolas podem nao ter o nes
mo sistema enzimitico. Fluorescéncias interferentes amarelo

brilhantes provenientes da ponta da semente e da espiga do mi-
lho podem ocorrer, levando a resultados falsos (Tuite et al.,
1978). Trata-se, portanto, de uma verificagdc indireta da pre-
senca de aflatoxina e conseguentemente, com confiabilidade cques
tiondvel. BApesar das suas limitagCes, o método foi usado em

grande nimero de levantamentos nos Estades Unidos.

Velasco em 1975 adaptou um fluorimetro especifico NEO
TEC {desenhado especificamente para minicoluna) para determing

gao semiquantitativa das aflatoxinas totais.

Davis e Diener em 19280, estudaram um mé&todo rapido pa
ra amendoim, usando um fotofluorimetro comum gue guantificava
~a fluorescéncia de aflatoxina em solugao metantlica, comparan-

do-a com um extrato de amendoim isento de toxina como branco.

Mais recentemente, a utilizacdo da cromatografia 1i-
guida de alto degempenhé (HPLC) na quantificacac de aflatoxina
tem sido destacada. Utiliza coluna de fase nofmal ou reversa e
detectores de fluorescéncia e/ou de absorgao da luz ultravicle
ta. Apresenta vantagens de ndc exposigao das aflatoxinas a de-
gradacaoc pelc ar e luz, reprodutibilgdade, seletividade e ele~
vada sensibilidade. O limite de detecgac dos métodos modernos
de HPLC para aflatoxina Bl em amostras & de 0,75 ppb, & a quanti-
dade minima detectivel para aflatoxina pura & 0,01 ng. Pode ser
facilmente adaptada para outras micotoxinas e tem alto poten-

cial de automatizacao {Garner, 1975; Pons, 1975; Takahashi, 1977;

Stubblefield e Shotwell, 18977; Pons e Franz, 1877; FEnutti et
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al., 1979; Haghighi et al., 1981; Shepherd et al., 1982; Francis

,,EEE g_%‘ng 1982) +

Atualmente a cromatografia de alto desempenho em cama
da delgada {HPTLC) estd sendo desenvolvida e virios estudos tem
gsido publicados com excelentes resultados (Lee et al., 1980). A anos
tra & aplicada automaticamente em guantidades muito pegquena (ng),
em placas de silica gel apropriadas para este método. A placa &
desenvolvida em cuba para cromatografia de alto desempenhe com
velﬁme de 3 mL de solvente. A quantificacio & feita através do
fluorodensitometro e com auxilioc de integrador‘€00ker, Jones &

Nagler, 1983d}.

Apbs o relato de Austwick e Ayerst em 1863, que apenas
algumas sementes de amendoim infectadas por fungo; produtores
de aflatoxina poderiam levar & rejeicac de lotes inteiros, tor-
nou-gse clarc que a obtencdo de amostras representativas para a
determinacdo da aflatoxina poderia ser um problema. A infecgao
que aparecia mestas sementes nao era uniforme e sim ao acaso.
Naoc foi possivel colocar o problema en termeé‘quﬁntitativos‘até
Cucullu et al. em 13866 relatarem um estudo mostrando a grande
variabilidade em grau de contaminagao de sementes individuais de
amendoim. Analisando semeﬁtes individualmente, valorés de tra-
gos a 1.100 pg/g de aflatoxina foram encontrados com média .de
122 ug/g. O valor médio do grupo de sementes mais contaminado
foi 500 gg/g” Towmando-se estes resultados como base para expli-

car o problema de amostragem, uma semente contaminada em 10.000,

poderia resultar em nivel de aflatoxina de 50 WG/

Whitaker et al. afirmaram que a amostragen constitul

a maior fonte de erro na determinag@o de aflatoxinas, sendo gue

a subamcstragem {misturar a amostra e reduzi~la a amostra analil

39



tica) constitui apenas 20% do erro e a propria andlise, 13% (Whi

taker, Dickens e Monroe, 1974).

Os métodos imunoldgicos para a determinacao de aflato
xinas comegam a ser usados com Otimos resultados. Sao métodos
gquinico~bioldgicos, muito sensiveis e podem ser especificos on-
de a limpeza ndo & importante. Podem ser usados como métodos de
triagem para fluidos bioldgicos com soro sanguineo, plasma e
urina bem como para tecidos animais onde a toxina apresenta-se
em quantidade muito baixa. Estes métodos prometem ser muito usa

dos em futuro proximo (Kravchenko, 1980; Coker, Jones e Nagler,

- 1983d}.

A detecgao das aflatoxinas baseadas nas propriedades
cromatograficas e fluorescentes & inespecifica porgue muitas
substdncias fluorescentes tem Rf e ﬁalores de teﬁpo de retengao
similares. Portanto, hd necessidade de testes adicionais de con
_firmagéo para identifica-las. Estes testes podem ser guimicos
ou bioldgicos.

Cs metodos méis acessiveis sao aqueles que obtem derji
vativos quimicos da taxina-com propriedades cromatograficas mo-
dificadas. O acido trifluoroacético & empreqado como catalisador
“na.obtengéo de derivativos agquosos de aflatoxina Byr Gy e My
{(Przybylski, 1875}.

O'tratamento'das'plaaas cromatograficas com reagentes
guimicos qﬁe mudam a cor das manchas fluorescentés tem sido tam
bém largamente empregado (Schuller et al., 1967). A confirmagaoc
baseada nas propriedades fisicas ou seja caracteristicas de mi-
gragio por cromatografia em camada delgada em duas dimensoes &
realizada com diferentes sistemas de solventes. O método mais
especlifico pa;é'confirmar a identidade das aflatoxinas &  por

espectrometiia de massa,
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Pons et al., (1978) relataram um método de confirmagac
para aflatoxina utilizando dois tipos de detecgao, ou seja, a
partir da detecgao em cromatografia em camada delgada, a toxina

seria confirmada em HPLC por detectores UV e de fluorescéncia.

puanto acsg testes bioldgicos, foram os primeiros a sg
rem utilizados na confirmagdo da aflatoxina. Podem ser feitos en

patos, embrido de frango, Artemia salina, Bacillus megaterium a

lém de outras espicies de microrganismos, larvas, bem como cul
turas de tecidos e células. Tem sido encontrado 100% de correla
cdo entre o método gue utiliza embrido de frango e os métodos
guimicos de confirmagac (Verret et al., 1964; Arai et al., 1867;
Brown, 1968; Jayaraman et al.. 1968; Harwig e Scott, 1%71;
Archer, 1974).

Fm resumc, os principais est@gios das andlises fisi-
co-gquimicas atuais sao: 1) coleta de amostra repreéentativa pa-
ra anilise {amostragem);: 2) preparagéo da amostra; ~ 3) extragéo
das aflatoxinas; 4) limpeza do extrato; 3) sepafagﬁa das aflato
xinas; 6) detecééo e quantificagaoc e 7).confirmag§0 da identida

de da toxina.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 -~ Coleta e Preparo das Amostras

Um total de 241 amostras de amendoim cril (in natura), com e sem
casca (pericarpo) e produtos de amendoim {Arachis hypogaea L.} tais como amen
doim frito salgado com e sem pele (testae), amendoim 4daponds, ovinhos
de amendoim, creme de amendoim, amendoinm doce colorido, amen-
doim doce com chocolate, pagoca e pé de moleque, de diversas mar
cas, foraﬁ coletadas de julhe de 1980 a julho de 1982 em diver-
sos supermercados e postos comerciais localizados na regiac de
Campiﬁas no Estade de S3o Paulo. A descricao destes produtés es
& apresentada na Tabela 2. . A ambstragem foi feita ao acaso,
sendo que o peso inicial foi de um winime de 5 kg pam1§ amendoim

cxl e 1 kg para os produtos.

Cada amosira foi finamente moida em moinho Braun e li
quidificador. Por guarteamento o tamanho da amostra foi reduzi-
do até um peso de 250 g. Desta amostra final homogeneizada fo-

ram retiradas as amostras de 50 g em duplicata para a andlise.

0 miltho verde (in natura) e os.prbﬁutos de mitho (Zea mays L.}
como fubkd, favinha dé milho branca, farinha de milho amarela, flocos de milho
pré~cozido, e sémola de varias marcas perfazendo um total
-de 83 amostras, foram coletados durante o ano de 1882 da mesma
maneira que os produtos de amendoim. A descrigao dos produtos
estd apresentada na Tabela 3. A amostragenm fol a mesma gue a
dos produtos acima, partindo de 10 espigas (aproximadamente 1 kg
para milho verde e de 1 a 2 kg para os produtos. O preparo das
amostras de farinha, fubf e flocos de wmilho pré-cozidos

para andlise foi realizado apenas por homogeneizagae e redugao
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de tamanho por guarteamento. As amostras de milhe wverde foram
moidas em liquidificador e homogeneizadas sem guarteamento., A=

mostras em duplicatas de 50 g foram utilizadas para a andlise,

3.2 - Verificacaoc dos Teores de Aflatoxinas durante Estocagen

A partir de um lote de amendoim isento de aflatoxinas
foram preparadeos amendoim torrado, amendoim torrado salgado, a-
mendoim frite, amendoim frito salgado, amendoim doce, amendoim

doce com fermento e amendoim doce com chocalaté.

0s produtos foram preparados da seguinte maneira:

Amendoim torrado. Trés kg de amendoim descascado fo-

ram espalhados em forma de aluminio e torrados no forno numa tem
peratura de 160°C ateé gue o produto foi considerado pronto {35
minutos de tbrragem}. 0 amendoim torrado foi separado em duas

porcoes de 1 kg e uma delas foi saigada.

Amendoim frito. Trés kg de amendoim foram colocados em

dleo de soija fervente por 15 minutos. A temperatura atingiu 170°C
durante a fritura, Apds o preparo, tomou-se cuidado de vretirar
do produto o maximo possivel do dleo gue restou da fritura. O

produto foi dividido em duas por¢des e uma delas foi salgada.

Amendoim doce. A 1,5 kg de amendoim, foram adicionados

250 g de agficar e 50 mL de Agua em uma panela de aluminio. A
migtura foi levada a ferver, mexendo sempre, até adguirir uma

textura crocante. A temperatura atingida durante o processo foi

de 130°C.
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Amendoim doce com chocolate. Este produto foi prepara

do de maneira semelhante ao amendoim doce, porém, foram adicio-
nados 3 g de chocolate em pd. A temperatura atingida  foi de

130<C.

Usando um outro lote &e amendoim 34 contaminado Com
teores médios de 48 ppb de aflatoxina B, e 24 de él, foram
preparados amendoim frito, amendeim frito salgado, amendoim do-
ce e amendoim doce com chocolate da mesma maneira descrita aci
ma .

Apds o preparo dos produtos, porgoes de 50 g foram a-
condicionadas em sacos pldsticos e estocadas 3 temperatura  am-—

bhiente. As amostras de cada produto foram divididas para estoca
gem na presenca de luz e no escuro.

Amendoim crii dos dois lotes foram embalades e estoca-
dos nas mesmas condigdes para servir como controle. Durante 270

dias de estocagem, em pexiodos de 45 dias, amostras em duplica-

ta foram retiradas para a determinagdo dos teores de aflatoxi-

nas.

3.3 - Verificacic da Possivel Contaminagao do Milho no Campo

A possivel contaminagao de guatro cultivares de milho
(Maya Normal, Pajimaca Cubano, Opaco e Nutrimaiz}, en trés esta-
gios de maturagido, coletadas no campo experimental do Departa-

mento de Gendtica e Evolugao da Unicamp fol verificada.

Em relagao ac Maya Normal, as outras trés cultivares
se diferenciam da seguinte maneira (Sgarbieri et al., 1977, 1982;

silva et al., 1978; Tosello, 1978}:
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Pajimaca Cubano - teores elevades de polissacaridios

soluveis em aAgua ¢ de lipidios totais, os gquais sao proporcio-

nais ac maior porcentual de germe da cultivar.
Opaco —~ teores elevados de lisina e triptofano.

Nutrimaiz -~ teores elevados de lisina, triptofano, po
lissacaridics soliiveis em &Agua, bem como de lipidios totais (pro

porcionais ao mailor porcentual de germe da cultivar).

A primeira coleta foi feita gquando o milho estava no
estigio verde (leitoso} ou seja 25 dias‘apés a polinizacgao. 0
milho pastoso e o seco foram coletados apds 40 e 70 dias da poli-
nizacdao, respectivamente., Em cada periodo, 200 espigas de cada
cultivér foram colhidas em amostras estratificadas dos lotes isclados de
modo a se obter amostras representativas do campo-inteiro. Esta coleta fod
feita em campos de cultive medindo de 14 a 16 metros - de largura
por 60 metroi de comprimento, com plantas a cada 30 cm, forman-—
do fileiras que distavam um metro uma das outras. De cada duas
fileiras foi coletada, de maneira alternada, uma espiga em  in-
tervalos de 15 plantas, iniciando a partir da primeira e da 15,2

planta, na primeira e segunda fileira, respectivamente.

Estas amostras foram descascadas, debulhadas e moidas
em liguidificador {milho ﬁérde) ou cutter {(milho pastoso e sg
col. Ag amostras de milho pastoso e seco foram homogeneizadas e
divididas sucessivamente por um divisor de amostras "Jones riffle
sampler” {Stoloff et al., 1969) até uma amostra final de 1 kg
que foil submetida ao guarteamento para obter a amostra final de

50 g. O milhe verde, apds moagem, foi homogeneizado manualmente
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g amostras finais de 50 g,em duplicatas, foram retiradas para a-

nalise.

3.4 - BEstudo "invitreo” da Susceptibilidade de Quatro Cultivares

de Milho a Contaminacao por Aflatoxinas

Os graos (250 g) das cultivares Cubano, Maya Normal,
Maya Opaco e Nutrimaiz coletados no campo experimental no esta-
dic seco, foram debulhados, tomando~se o cuidado de manté-los in

tactos, e inoculados com uma suspensio de esporos de Aspergilius

parasiticus, © inbculo fol preparado a partir de cultu-

ra de Aspergillus parasiticus cultivado em Agar Sabouraud e in

cubado & 309C até gue houvesse abundante formagao de esporos (7

dias). Estes esporos foram removidos através da adigac de 5 mL

de solugao Tm;een 80 a15% sob agitacio em agitadores de tubos "Ciclo

Mixer" por 1 minuto e contados em camara de Newbauer. Foram feil

tas diluicOes desta suspensdo em Agua estéril de - tal forma que
&

- . fing ] e 5
a amostra apbs a inoculagac contivesse =107 a 10 esporos/gra-

ma, ou seja, utilizando indculo de 5%.

As amostras ja& inoculadas foﬁam colocadas em desseca-
dores contendo solugdo saturada de sulfato de amdnio para obter
uma umidade relativa de 81l% ou solugac saturada de sulfatoe  de
“zinco heptahidratado para atingir uma umidade relativa
de 90%. Os gracs foram colocados nos dessecadores em pequencs recipien
tes perfurados de modo a nao entrarem em contacto com as solucoes
de sulfato de amdnioc e sulfato de zinco. A incubacao foi reali-
zada em uma estufa com a temperatura mantida a 300C até gque o©

crescimento do fungo se tornasse visivel (40 dias).
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1.5 - Métodos Analiticos

3.5.1 -~ Métodos de triagem

a) Método de Romer para produtos em geral Y0Official

First Action™ (AOAC, 18380).

Este método, descrito em 1975 por Romer, cficializado
pela "Association of Official Analitical Chemists", em 1880, u-
tiliza uma minicoluna empacotada com sulfato de calcie anidro
{Drierite, 20~-40 mesh, W.A. Hammond Drierite Co.}, aluminpa-neu-
tra (100-200 mesh), silica gel, florisil (100-200 mesh} e novamente
sulfato de calcio anidro em camadas de g8 a 10, 8 a

10, 16 a 20, 8 a 10 e 8 a 10 mm de altura, respectivamente.

As aflatoxinas foram extraidas da amostra por aceto
na-fgua (85:15). A limpeza do extrato apds filtragaoc foi reali-
zada através de reagentes precipitantes: cerca de 3 g de carbo-
nato basico de cobre e 200 nL de cloreto farrico gel preparado
a partir de 1?0 mL de hidrdxido de eddio 0,2N e 30 ml de cloreQ

to férrico gel {cloreto férrico anidro 20 g/300 mL“Hzﬂ);

Uma segunda filtracac fol feita com auxilic de terra
diatomacea. Os 150 nl do filtrado feoram colocados em funil 5@ se
paracdo com Acido sulfiirico 0,03% {150 nl} e as aflatoxinas extraldas
com duas porgéeé de 10 mL de cloroférmio. Os extratos, coleta-
dos separadamente, foram lavados com solugac de hidrdxido de po

tassio 0,02 N e recolhidos em begueres.

Dois ml . do primeiro extrato foram colocados no topo
da minicoluna e eluidos com clorofdrmio-acetona (9:1). A  amos-
tra positiva apresenta, na canada de florisil, uma banda fluo-

rescente sob iluminagac ultravicleta. O restante do primeiro e
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o segundo extrato foram guardados para posterior quantificagao,

cago a triagem fosse positiva.

b} Método de Holaday~Velasco para milho "Official

FPirst Action" {(ACGAL, 1980).

A preparacio da minicoluna utilizada neste método a-
presentou pequena diferenca com relaggo.é utilizada no método do
item 3.5.1., quanto & espessura da camada gue foram: de 5 a 7,
5 & 7, 20, 10 a 15 e 5 e 7 mm de sulfato de cilcio anidro, florisil, si

lica gel, alumina e sulfato de calcio anidro, respectivamente.

A extrac@o difere bastante do outro método. As aflato
xinas da amostra de milho previamente moida foram extraidas por
uma solugao de metanol e agua (8:2) em lzquldzflcador a alta ve
lQCldade. Em segulda foram filtradas e uma allguota de 15 mlL foi
transferida para um fragco com tampa cmﬁxﬁﬁo 15 ml de uma soclugao
salina (cloreto de s6dio 600 g, acépato de zinco 600 g e acido a
cético 15 mL em 4 L 1,0). Apds agitagado por 10 miputos, uma se-
gunda filtragdoc foi feita e 15 mlL foram transferidos para um ou
tfo frasco com 3 mL de benzeno, deixando-se separar as fases.
Da fage benzénica foi pipetado 1 mquue foi aplicado a coluna e
eluido com clorofdrmio-acetona {9:1). As amostras positivas a-
présentam-uma banda fluorescente no topo da camada de florisdil,

quando do exame da coluna sob iluminaééo ultravioleta a 365 nm.

c) Método de triagem rapida para milho "Official First
Action™ (AOAC, 1980).
A extracdo foi feita com 250 mL de clorofdrmio e 25 mbl

de Agua e adicdo de terra diatomicea para auxiliar a filtragao.

Foram coletados os dois primeiros 50 mL separadamente. O primei
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ro extrateo fol guardado para a quantificag&p. ¢ segunde extrato
fol evaporado em banho maria e o extrato oleoso obtide aplicado
imediatamente em guantidades de 2, 10 e 10 uL em placa previa-
mente aquecida. Solucido padrao de aflatoxinas foi aplicada tan-
to geparadamente guanto sobre uma das manchas de lQ ul, do extra
to da amostra. A placa foi desenvolvida com éter anidro e depois
com clorofdrmic—-acetona (8:1) em tangue nao saturado. As amostras
positivas apresentam manchas fluorescentes com mesmo Rf do pa-

drao sob iluminagao ultravicleta.

3.5.2 - Métodos de Quantificacao

As determinagoes das aflatoxinas foram feitas com to-
do o cuidado para evitar degradagdo pela agao da luz e do calor.
0s padroes foram verificados com relagdo & sua concentragac a

cada trés meses.

a) M8todo I (CB) para amendoim e produtos de amendoim

"Official First Action” (ACAC, 1980).

As aflatoxinas foram extraldas da amﬁétra (50 g} com
clorofdrmio (250 mL) e dgua (25 mL). Apds filtragao 'com terra
diatomicea, uma aliquota de 50 mL foi retirada e aplicada & co-
luna de siliéa gel. As impurezas foram eluidaslcom hexano {1506
nL} e éter anidro (150 mL} e descartadas. As aflétoxinas foram
eluidas com metanol-cloroférmio (3:97) e o elnato {150 mL) eva-
porado até secura em banho-maria & 400C. Com ajuda de clorofdr-
mio as toxinas foram transferidas para um frasco menor e levado

4 secura novamente, em banho-hiaria, sob corrente de nitrogénio.

0 extrato final foi dissolvido com benzeno e acetoni-
trila (98:2) até um volume de 200 pL, aplicade em placa de sili-

ca gel e comparado com guantidades conhecidas de padroes de a-



flatoxinas sob iluminacado ultravioleta. © sistema de solventes

uzado foi cloroformio~acetona (9:1).

O calculo foi feito a partir da seguinte formula:

5. ¥,V
X.W

ug/ky =

5 ~ L de aflatoxina padrao Bl igual ao desconhecido.
¥ - concentracio de aflatoxina padrao By (vg/mk) .
v - UL da diluicdo final do extrato da amostra.

X - pL do extrato de amostra aplicada com intensidade

de fluorescéncia igual a § (padrdo B,l.

W - gramas de amostra aplicada & coluna (9 oull g se
45 ou 50 mL, respectivamente, de extrato cloroformico foram
utilizados) .

b) Métodc II (BF) para amendoin e produtos de amendoim

wofficial Pirst Action" (AOAC, 1980).

Para a extrag%o, a amostra (lOO g) foi misturada \céﬁ
250 mL de metanol-3gua (55:435), 200 mL de hexano e cloreto de
s6dio (4 ¢) em liguidificador por 1 minuto em alta velbciﬁade e
centrifugado a 28b0 rpm por 5 minutoé. Dos 25 mL da fase metand
lica, foram extraldas as aflatoxinas com 25 mL de cloroformic em
funil de separacio. O extrato (25 mL) foi evaporado & secura sob
corrente de nitrogénioc e tgansferida para um fraséo menor e eva
porado novamente. '

0 extrato resultante foi diluldo em volume conhecido
de benzeno-acetonitrila (98:2) e aplicado na placa. 0 solvente

foi o mesmo usado para a cromatografica no item 3.5.2.a., O cal-

culo foi feito a partir da £ormula descrita no item anterior po

52

NIC AT
SEIRT T B AR A &



rém W = 10, nao sendo necessiaria corregac para a gordura extral

da junto com as aflatoxinas,.

¢} Método para aflatoxinas do Institut$ aAdolfo ILutz
{TaLn, 19763}.

Este método utilizado pelo Instituto Adolfo Lutz & se
gquido pela maioria dos laboratbrios oficiais de contrcle de ali

mentos dos Estados brasileiros.,

As aflatoxinas foram extraidas da amostra de amendolm
desengordurado com clorofbrmic {100 mL) e égua'(lG mL) sob agi-
.tagéo durante 60 minutos. 0 extratoe fol filtrado, transferido
guantitativamente para baldo vplumétrico“de 100 mL e concentra-
do em banho~maria.&ﬂ)corrente de Nyeo residuo foi redissolvi-
do em 10 ml de clorofdérmic e aplicado em placa de silica gel de
senvolvida primeiramente por clorofdormic-metanol (87:3) e poste
riormente em &ter etilico. Apds a yisualizagéo das manchas sob
iluminacic ultravioleta, a fluorescéncia de menor intensidade
encontrada foi usada para o calculo semiquantitativo. A mancha
qué apresentava fluorescéncia mais forte foi retirada dé placa
elulda em metanol e guantificada por espectrofotometria em 363

e 420 nm.

As f6rmulas para o8 calculos foram:

a) Aflatoxina B, {semiquantitativo)

1

400 = D
PV

= ppb f(ou ug/kg de aflatoxinal

b} aflatoxina Gy {gemiguantitativo)

ZEZE Y = ppb {ou ug/kg de aflatoxina)
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D = volume total em mL necessario para diluir o extra
to de maneira que as fluoresceéncias sejam apenas
observadas. No casc de serem as aliquotas prove-
nientes do extrato direto, sem diluigoes, ou conw-

centragdes, o D & igual a 100.

P = peso, em g, da amostra original contida no extra-

to final.

Vv = yolume, em uL, da menor aliquota em gue foi ape-

nas observada flucorescéncia.

c) Aflatoxina B, e B, {guantitativo)

(A, - A ) x 4 x 312
363 20 = X mg de aflatoxina em 4 mlh de metanol

22,000

A%

de clorofdrmic, que corresponde a 25 g de amostra.

X mg de aflatoxina x 10 . vy mg de aflatoxina em 10 mh

Y mg aflatoxina X 40 = mg por guilo da amostra

Peso molecular aflatoxina Bl = 312

Coeficiente molar extingdo de B, = 22.000
Vv = volume em mL usado na cromatografia

As amostras (25 g) com teor de gordura acima de 4% so
freram uma extragdo prévia da gordura em aparelho de Soxhlet com
gter de petrdleo durante 6 horas. O teor de gordura no amendoim

& cerca de 46,0% e no milho de 4,2%.
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4} Método para aflatoxinas do Programa Nacional de Mo

nitoracido e Controle de Micotoxinas (PMC-Mic, 1982).

Az aflatoxinas foram extraidas de 10 g de amostra de-
sengordurada e seca com 100 mL de clorofbrmio e 10 mL de Agua.
Ap6s filtragao o extrato foi apiicada na placa diretamente sem
concentragao, em guantidades de 5,'10, 15 e 20 ﬂL. Cinco ul do
padrio ou mistura de padrces foram aplicados na mesma placa. 0O
sistema de solventes usado fei clorofdrmio-metanol (97:3). Apds
visualizacio da fluorescéncia, a placa foi novamente desenvolvi
da, desta vez com éter etilico para retirar possiveis fluores-

céncias interferentes,

Como no caso do método do I&L,“as amostras (25 g} com
teor de gordura acima de 4% scfreraﬁ uma extracao prévia da gor
dura em aparelho de Soxhlet com éter de petrdleo durante 6 ho-
ras.

A técnica de guantificagao usada foi fdiluigéa por ex
tingdo" tomando~se para o c¢@lculo a mancha de menor intensidade
de fluorescéncia, de acordo com as fOrmulas citadas . no item

3.5.2.¢ ‘{semiquantitativo).

e) Método de Romer (1275}

Foram retirados 4 mL de cada um dos extratos menciona
dos no item 3.5.1.a e neutralizados em funil de séparagﬁo com
solugao de acido sulfirico 0,03%. Destes, 6 mL foram coletados em
um frasco pequenc e levados 3 secura em banho-maria & temperatu-

ra de 409C sob corrente de nitrogénio.

0 extrato fol diluido com benzeno e acetonitrila (98:2)

at® um volume de 250 uL. Aliquotas de 3,5; 5,0 e 6,5 pbL foram



aplicadas em placa de silica gel juntamente com padrdes também
em guantidades de 3,5; 5,0 © 6,5 uL. O sistema de solvente usa-
do fol clorofdrmic-acetona (9:1). A intensidade das manchas fluo

regcentes da amostra fol comparada com a dos padrdes sob ilumi-

nagdo ultravioleta a 365 nm,

0s cilculos foram feitos a partir da formula do item

3.5.2.8, sendo que o W = 3,9 g.

f) Método para Milho "Official First Action” (AOAC, 1980).

Os 50 mii do primeiro extrato, mencionados no item
3.5.1c, foram aplicados & coluna de silica gel seguindo todo o
procedimento do método I (CB) item 2.5.2.a.

A fbrmula utilizada para o cdlculo foil a mesma do i~

tem 3.5.2a.

3.5.3 ~ Métodos de Confirmacao

a) Método de Przybylski {1975)

0 extrato da amostra conténdc aflatoxinas Bl e Gl foi
aplicado en placa“em guantidade que contivesse cerca de 0,2 a
2,0 ng das toxinas. Quantidades semelhantes dos padroes B1 e Gl
também foram aplicadas geparadamente. Logo apds, foram superpos
tos 2 mL de solugao de écidé trifuorcacético e. clorofdrmio {(1:1)
nas manchas de extrato, extrato + padrac e padrao deixando-os
reagir por 5 minutos. O cromatograma fol desenvolvido com cloro
formio-acetona {%9:1) e agua colocada separadamente em um peque-~
no recipiente dentro do tangue. Sob iluminacac UV os derivados

BBa = GZa apresentaram fluorescéncias azul e verde, respectiva-
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mente,e valores de Rf mals baixos gue o8 conmpostos originais.

b) Método de confirmagﬁa de aflatoxinas pelo uso .ﬁe
solugbes aquosas & 25% de acidos inorganicos (Schuller et al.,
1967).

Depocis do cfomatagrama éesenvolvido, a placa foi pul-
verizada com solugao de &cido sulfirico & 25% (&cido nitrico tam
bém pode ser usado). As manchas fluorescentes azul e verde das

aflatoxinas mudaram para fluorescéncia amarela.,

) Bter etilico (Nabney e Nesbitt, 1965).

0 cromatograma desenvolvido, apds secagem, fol nova-
mente desenvolvido com éter etilice. Sob iluminagao UV, as subs
tncias interferentes mudaram de posigac ou seguiam com a fren-

te do solvente.

3.6 — Comparacao de Métodos Analiticos

Com a finalidade de encontrar um ﬁétado rapido, con-
fidvel e de baixo custo para as condigoes laboratoriais brasi-
leiras e gue pudesse ser utilizado como método de rotina, foram
comparados métedos de triagem e guantificacao para amendoim, mi
lho e produtos derivados.

0s métodos de triagem para amendoim e produtos deriva
dos estudados foram: 1) Método de Romer para produtos em geral
"Official First Action® (AOAC, 1980) e 2) Metodo de Holaday-Ve-
lasco para milho "Official First Action” (AOAC, 1980). Ja os mé
todos comparados para milho e produtos derivados foram: 1) Méto

de de triagem rapida para milho "Official First Action" (AOAC,
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1980); 2} Metodo de Romer para produtos em geral "Official First
Action™ (ACAC, 1980) e 3) Método de Holaday-Velasco para milho

"Official Pirst Action” (AOACL, 1980},

Para a quantificacao das aflatoxinas em amendoim e
produtos derivados os métodos comparados foram: 1} Método I {CB)
"Official First Action" (AOAC, 1980); 2) Método II (BF)
"0Official First Action” (AOAC, 1980); 3) - Método do Ins-
tituto Adolfo Iutz (IAL, 1976); 4) Metodo de Programa Nacional de Mo
nitoragdo e Controle de Micotoxinés PMO-Mic, 1980} e 5) Metodo de Romer
(197%) . Para milho os métodos conmparados foram’os mesmos mencio

nados acima com excegido do Método IT (BF Method} "OFA"™ (AOAC, 1980).

Todos os métodos foram comparados com 10 repetigdes
pelo mesmo analista, usando a mesma amostra de amendoim natural
mente contaminado e a mesma amostra de milho contaminado artifi
cialmente com 20 ppb de aflatoxina B, . Além disso, os métodos de
triagem, bem como os métodos de guantificagado I (CB) e II {(BF}
da ADAC foram avaliados por 10 analistas, perfazendo 10 determi

nactes da mesma awmostra contaminada artificialmente com 20 ppb

de aflatoxina Bl’

Foram observadas a duragao e eficiéncia das etapas de
extracio, limpeza, detecgdo e quantificagdo, aparéncia do extra
to final, comportamento cromatografico (formato de mancha, cau-
da e substincias interferentes fluorescentes), além do custo do

material e vreagentes utilizados. Foram calculados também os

coeficientes de variagao.
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4. RESULTADOS B DISCUSSAQ

4.1 - Comparacgac dos Métodos Analiticos

Nos estudos sobre aflatoxinas, uma preccupacao funda-
mental & a confiabilidade dos resultados. Esta preocupagao pre-
dominou no presente tfabalho, Porfanto,Eﬂém:kaseg&m:estrimmmxme
as recomendacGes da AOAC e do Tropical Development and Research Institute,
sobre amostragem, varios métodos analiticos foram utilizados e
comparados a fim de escolher métodos confildveis, mas apropria-
dos &s condigOes existentes nos laboratdrios brasileiros. Cinco
aspectos foram considerados de maior importancia: sensibilidade,

exatidao, precisido, economia e rapidez.

4.1,1 - Métodos de triagem

Uma vez que a presenga de aflatoxinas na minicoluna &
verificada simplesmente por uma banda fluorescente numa determi
nada regiao da coluna, qualguer outro composto fluorescente com
polaridade semelhante pode ser confundide com as toxinas. Isso

leva a um resultado chamado “positivo falso",

Dos dois métodos de triagem utilizados para amendoin
e seus produtos, o método Holaday-Velasco (ADAC, 13880) demons
trou tenddncia a dar resultados positivos falsos (Tabela 4}, Os
demais requisitos de tempe, custo, equipamentos simples, segu-
ranga dos solventes e uso de operadores nac treinados foram
preenchidos por ambos os métodos.

A etapa de limpeza existente no métode de Romer (ADAC,
1980) que impediu a presenga de resultados positivos falsos foi

pouco eficiente no método de Holaday-Velasco. Esta limpeza reti

ra interferéncias, produzindo um extrato limpido que ao ser e-
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luido na minicoluna deixa as aflatoxinas totaisg ébsorvidas no
topo da camada de florisil em uma banda de fluorescéncia azul
nitida.

Como os proprios autores afirmaram, o limite de detec
gao para aflatoxinas totais destes dois métodos & 10 ppb  para
os produtos testados (amendoim, pésta de amendoim, milho amare-
1o e branco), valor esterque foi confirmade em nosso laboratdrio

para amendoim e milho.

Para milho foram comparados trés métodos de triagen
{Tabela 4). No método por camada delgada (ACAC, 1980); o tem~
po de andlise foi mais longo devido ao: 1) maior tempo regueri-
do na aplicagac da amostra e desenvolvimento da cromatograma e
2} etapa de concentracao, inexistente nos dois outros métodos.
Isto, sem considerar ainda o tempo gasto no preparo_da camada,
gque certamente € mais longo que O preparo aa coluna. O extrato,
aplicado diretamente na placa sem sofrer limpeza continha muito
&leo, pigmentos e outras impurezas fluorescentes, dificultando
¢ desempenho do éromatograma e a visualiéagéo da fluoresceéncia
levando a resultados falsos. Resultados "positivo falso" também
ocorreram no método por minicoluna de Holaday-Velasco devido &
ineficiénecia da limpeza (BROAC, 1980). Ja o método de Romer {AOAC,
1980} apresentou melhores resultados também para o milho devido
& eficiente etapa de limpeza. Os outros reguisitos para um bom

meétodo de triagem foram preenchidos pelos trés métodos compara~-

dos.

4.1.2 ~ Métodos de Quantificacao

bPos métodos de gquantificagao comparados neste traba-

1ho, o gque preencheu maior nimero de requisitos para ser consi-
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derado um bhom métode fol o© método de Romer {Tabelas 5, &
e 7). B barato e rapido, principalmente quando  usado
em rotina com um nimero elevado de amostras, pois utiliza pe@ug
nas guantidades de soiventes e reagentes e o volume de extrato
a ser concentrado € menor (8 mL). A limpeza eficiente resulta
em um extrato final clarxo e limpido, levando a um cromatograma

com manchas simétricas, sem interferéncias fluorescentes. Qutra
vantagem desde mdtodo & que a quantificacgdo por cromatografia em
camada delgada pode ser feita com o0 mesmo extrato clorof£ormico
usado para a triagem, sem necessidade de uma odtra extracao e
limpeza. O coeficiente de variagao fol o mais baixo gue indica
uma Htima repetibilidade do método (Tabela 7). O valor médio
obtido para amendoinm ¢ milho e a porcentagem de recuperagac no
caso do milho foram maiores do gue as obtidas pelo metodo ChB,

indicando gue nao estavam havendo perdas significativas de afla

toxinas durante a linpeza.

0 tempo de andlise do método de quantificagao TI{CB),
(ACDC, 1980}, foi o segundo mais longo. devido ac uso da coluna
cromatografica a gual requer um tempo pfolongado para sua prepa

racdo e para as varias eluigOes feitas por solventes diferentes.

Além disso, o volume de 150 ml de extrato obtido para
aor concentrade em banho-maria & muito grande, prolongando o tem
po da anadlise e expondo ¢ analista a seus vapores . tbxicos, ainda
que faga o uso de uma capela. O grande volume de éter etilico u
sado durante a cromatografia libera vapores que $ao nocivos quan
do inalados. O extrato concentrado obtido apresentou-se oleoso
pela limpeza deficiente, dificultande o desempenho do cromatogra
ma pela formacZo de cauda e manchas assimétricas e tornando di-

ficil a sua comparacac com padroes pela intensidade de fluores-
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Tabela 7 - Avaliacho da Repetibilidade dos Métodos Quantitativos

{Mesmo Analista - 10 Repeticdes da Mesma Amostra Homogénea)

Metodo Media (ppb) ey (%)

Amenﬁcima
Metodo (0B} AOAL 32 14
Metodo |1{BF} AQAC 3G ib
Matodo IAL

Semiquantitative : 28 19

Espectrofotometrico 37 ‘ 16
Metodo PMC-Micotoxinas 28 _ 20
Metodo Romer 35 8
Mi]hob
Matodo [(CB) ADAC 17 (85)° | 17
Me todo 1AL

Semiquantitativo ' 15 (75) 23

Espectrofotometrico - 21 {105) 18
Método PMC-Micotoxinas 15 (753 20

Método Romer 18 (90) - 10

a R . . .
Mesma amostra de amendoim naturalmente contaminada e devidamente homogenel

zada,

Amostra de milho artificialmente contaminada com 20 ppb de aflatoxina B} e

devidamente homogeneizada,

C - - N 3
0s numeros entre parenteses indicam porcentagem de recuperagao.
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céneia mesmo assim fol obtide um  coeeficiente de varlagao de

14%, indicando um meétodo de boa reprodutibllidade.

Ja o método IL(BF), (AQAC, 1980) foi o mais ridpido,
levando 3 horas para a conclusdo da anilise. Porém, o uso de
centrifuga de grande porte devido ao volume a ser ‘centrifugado
(700 a 800 mL) o torna um método caro e nem todos os laboratd-
rios possuem ou tem condigoes para adguiri-la. O ponto crucial
deste método & a formacao de emulsao, guando © produto tem alto
teor de Hleo. Mesmo centrifugando, muitas vezes a emlsdo nfo & que
brada levando a erros no resultado final. O Cveobtidc fol razoa

vel (16%).

0 método descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 1976) que
& segquido pela maioria dos laboratdrios de fiséalizagéo de ali
mentos no Brasil, & um metode considerédo caro pela necessidade
de espectrofotometro com faixa ultravioleta. A necessidade de
extrair a gordura previamente durante 6 horas torna o método mo
roso, apesar da possibilidade de extragaoc simultinea de varias
amostras. Além disso, o volume {100 mL) do extrato a ser concen
trado em banho-mparia também-é grande. A obtengao de bons resul-
tados depende do desenvolvimento de um cromato§rama com boa re-
solpgé&, pois se alguma outra substancia com abéorgéo ne nes
mo comprimento de onda estiver nas proximidades da aflatoxina e
for também retirada da silica junto cém a toxina, o espectrofo-
tometro a registrara. Iéso foi indicado pelo maior valor médio
obtido para a amostra de amendoim e confirmado pela recuperagao
de 105% no caso de milho artificialwmente contaminado com 20 ppb

de aflatoxina B;. J& o método semiquantitativo & mais barato.

0 método idealizado pelo Programa Nacional de Monito-

ragao e Controle de Micotoxinas (1980) gue tem sido utiliza-
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do em levantamentos dos teores de aflatoxinas em awmendoim criz e
milho seco no Estado de Sdo Paulo e em alguns outros Egstados, € o
método mais barato, razoavelmente ré@pido dependendo da concen-
tracdo da aflatoxina na amestra, 3j& gue, o volume de 100 mL de
extrato & utilizado sem concentracdo prévia. A auséncia de limpe
za, porém, deixa impurezas junto com as aflatoxinas. O CV  foi
o mais alto em amendoim e © sequndo mais alto em milho, ten-
do 20% em ambos os casos, estando no limite de CV considerado a

ceitavel para aflatoxina (Horwitz e Albert, 1982).

Em outra comparacao {Tabela 8), realizada por 10
técnicos de varios paises no "Tropical Development and Reseaxrch
Institute" (TDRI, antige TPI), no quai a autora participou, a
superioridade do método de Romer em relagao aos métodos CB e BF
foi mais uma vez demonstrada em termos de CV e recuperagao. A
repradntibilidade deste mdtodo foi bem melhor em milho em compa
ragio com o mdtodo CB, embora a recuperagac parega ser levemen-
te menor. | |

As vérias consideracoes acima iﬁdicam, portanto, © né-
todo de Romer como © mais apropriado tanto para triagem COmO pPa
ra quantificégéo..Para um levantamento econdOmico e eficiente dos
niveis de aflatoxinas em alimentos & recomendavel efetuar primei
ramente uma triagem em minicoluna, permitindo a avaliacdo de um
-grande nimero de amostras. Descartande amostras. negativas, a
posterior gquantificacao e confirmagaco das aflatoxinas em amnos-

tras positivas s@o realizadas em camadas delgadas.

4.2 -~ Teores de Aflatoxinas em Amendoim e Seus Produtas Comer-

cializados em Campinas de 1980 a 1982.

Com intuito de se obter resultados bem representativos do
gue ocorre mm centro urbanc da regido Sul, limdtou-se a amostragem a cida
de de Campinas.
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Tabela B - Avaliagdo da Reprodutibilidade dos Metodos Quantitativos

(10 Analistas - 10 Determinagoes da Mesma Amostra Homogénea)

Metodo Média (ppb) tv (%)

ﬁmendo?ma

Hetodo |{CB) ADAC | 15 (75)°¢ 26
Matodo 11 (BF) ADAC 15 {75) 28
Metodo Romer ' 18 {90} 2k
Mi!heh

Método | {CB} ADAC 18 {90) 33
Método Romer 17 {85} 24

a : . ces e .
Mesma amostra de amendoim artificialmente contaminada com 20 ppb de

aflatoxina B, e devidamente homogaﬁeizada.

]

b P - ] " n - ¥
Mesma amostra de milho artificialmente contaminada coni 20 ppb de

aflatoxina BI e devidamente homogeneizada.

= - - . i -
0s numeros entre parenteses indicam a porcentagem de recuperagao.
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tudo, oz resultados podem vefletir a situagéo em outras cidades
do Estade de Sao Paulo,

]

Do total de 241 amostras analisadas durante dois anos,
do segundco semestre de 1980 ao primeiro semestre de 1982, 53,1%
estavam contaminadas com aflatoxinas, sendo gque 38;2% apresenta
ram teores acima do limite de toleﬁéncia de 30 ppb estipulado pe

la legislagado brasileira {(Tabela 9).

0s produtos gue apresentaram as mais altas incidéncias
de contaminagio foram pagoca, amendoim crll sem casca, amendoim
japonés e amendoim frito salgado com pele (testae), com 61,5%, 55,0%,
50,0% e 42,5%,'respectivamente, de amostras tendo teores de a-

flatoxinas acima de 30 pph.

Comparando amendoim crii com e sem casca, verificou-se
que & incidénéia £0i maior no Gltimo. Uma explicacac para isto
foi fornecida pelos proprios agricultores e comerciantes, 0s
quais descascam agueles que nio terao aceitagdo no mer,cad;:) como amen
doim em vagem, por serem imaturos ou por apresentarem cascas da-
nificadas {quebradas mecanicamente na colheita, mofadas e/ou de
coloracido alterada). Outra possivel explicagac & o descasgue me
canico, gque alguns comerciantes utilizam, causando danos nas sg
mentes e favorecendo a recontaminagao na estocagem e mesmo  du-

rante a comercializagao.

As amostras de amendoim com cobertura doce colorido e
com chocolate tiveram pouca contaminagao por aflatoxinas, poden

do ser explicada pela menor quantidade de amendoim no seu peso

total.

A situagdc torna~se mais alarmante guando consideramos

os teores {Tabela 10). A pacoca por exemplo, alcangou nivels de
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Tabela 4 « [ncidencia de Aflatoxinas em Amendelm e seus Produtos tomercializados em Campinas (198041988}

Produta Marca Mumaro de Amostras Nimero de Amostras Ndmero de Amostras

Analisadas Positivas Azima de 30 ppb
Cru com casca A 16 a5 a2
B T 93 #2
Tatal 28 o8 o4
Crii sem casca A g . 07 86
8 16 a6 : 0s
Total pat i3 " 1t
poce colorido A 05 - <} k]
B 05 1] gt
9 o5 - 00 ]
Total 13 0z 81
boce com chocolate A 05 114 (1]
g 13 Bt a1
< a5 - oo (114
o 05 02 _ - 02
Totatl 20 65 03
Frito salgado com pele A a5 0} E ¢l
: B 16 +5:3 (123
G o5 04 rd
O (119 02 . - Bl
E 11 o o5 05
F 10 08 0k

Total - L0 2% 17 .
Frito salgado sem pele A 05 02 : o1
: B 05 EE N 1]
t 05 L. 92 _ 0
Total 15 4z N2
Japonds A 05 . Coal 01
B 05 a5 03
[ 04 . g2 0z
B 05 03 : g2
£ 0% _ - . 0%
‘ F 05 03 03
' 6 05 83 02
Total : . - 34 T 2% 17
Ovinhos de amendoim A 13 ’ 6t . og
: B 05 {12 ’ 01
Total EEi . . 83 a1
Pacoca A 34 : 26 z3
B g5 g3 a2
£ 5 - ¢h . 83
2] (10 43 a2
£ 172 G 1y
: F 05 03 - 02
Total : £z %9 3z
Pasta A — 05 ok Gt
Pé de moleque A 65 574 - (i3]
. B 05 o2 G2
Total i :4 03
Total Geral - 24y §28 9%
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Tabela 10 ~ Teores de Aflatoxinas nas Amostras Positivas

Aflatoxinas (pnb)

Produtos Bi 82 Gy lin
Faixa® Média Faixa Média Faixa Média Faixa Madia
Amendoinm cru .
com casca A th-98D 28 13-18 4 23 - ND -
B 28 - 64 39 KD - 92 - 28 -
Amendoim cri
sem Casca A 10~ 1904 LWb 73~ 95 84 37-~48 L2 69 -
B 10-197 104 186 - 33-569 51 24 -
Amendoim frito
saigada .
com pele A 476 - 51 - 69 - 64 =
B th-238 70 33 - 35-128 30 37 -48 42
£ 13-238 144 59 - 19 -95 65 4t - 83 &4
b 20-28 24 ND - 12 - ND -
E 73-256 122 g1 - 48-183 115 197 -
F th-1t97 61 28 - 64 -83 7% 51 - 64 58
Sem pele
A 28-73 51 ND - WD - ND -
B 26 - KD - . ND - ND -
t 10-69 Lo KD - | 4 - D -
Amendoim japo
nes A 167 - ND - ND - ND
B 10200 03 83 33-95 b4 69
¢ 238 - 179 - 48 - ND
B 10-~90 Lo 83 - 26~333 B0 26 -
E 9-256 96 ND -~ 128~366 247 69- 91 80
F 20-1026 428 £9-138 104 39-%5} Lg 48 -
G 2649 37 ND 69 : - ND -
Dvinho de
amendoim A 30 - ND - ND - ND -
. g8 10-18 14 ND - 28 - ND -
Pasta de .
amendoim A 1037 22 ND - ND - - N -
Amendaim doce :
colorido A 28 - ND - 26 - ND
S 8 51 - ND - 35 - ND -
¢ ND - ND - ND - i) -
Amendoim doce _
com chocolate A 14-28 2} ND - ND - ND -
B 33 - ND - 64 . ND -
€ NG - ND - ND - ND -
D 37~ 169 103 WD - 51 - ND -
Pagoca A zh-183 79 ND - 1k-129 - 99 76
8 49-13282 191 28-138 77 35-476 Sk 64 -90 -
¢ 18-286 167 26-92 Lo 28-138 71 L5 - 87 56
D ND - KD - ND - ND -
E 26-179 03 51 - 95~ 119 1067 37 -
F 14~ 735 266 10-83 3% 26~ 180 102 10~ 51 31
pé de moleque '
A 1D~ 48 29 KD - ND - ND -
B 49 138 94 69 Ly - "ND -

& - . g
s valores unicos indicam a
ND - Mao detectado.
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1282 ppb de B, e 476 ppb de G,, indicando a ma gualidade do a-

1
mendoim utilizado no processamento. Sendo um produto trituradeo,
a gualidade da matéria prima fica mascarada no produto final,

0 amendoim cril sem casca chegou a apresentar valﬁr de 1904 ppb
e 69 ppb de G,. O amendoim japoneés por sua vez atingiu

1 1
1026 ppb de aflatoxina B, e 366 ppb de Gy em determinadas amos-

de B

tras, um resultadc poucco esperado, considerando gque o produto se
constitui apenas de 50% de amendoim. Em algumas determinagoes
feitas, separandc o amendoim da cobertura, os resultados confiy
maram o teor mais elevado no amendoim em relagao ao produto in-
tegfal. 0 amendoim frito com testae também alcangou niveis ele-
vados de aflatoxina chegando a 476 ppb de B, e 183 ppbk de Gl’
enguanto gue o mesmoe produto sem testae apresentou menor inci-

déncia, sendo positivo acima de 30 ppb em 13,3% das amostras a-

nalisadas com {eores de até& 79 ppb.

Desde 1965 a incidéncia ﬁe aflatoxina em amendoim cri
no Estado de Sd3c Paulo j& foi demonstrado pelos trabalhos de
Tango et al. e Menezes et al. Em 1976 Fonseca reiterou a conta-
mihagﬁo do amendoim em casca, afirmando gue ja eram conﬁaminados
quando.entregues 5 fabrica (Fonseca, 1976b, ¢, d, &), Mais re-
" centemente, o Programa Nacional de Monitorizagéo & Controle. de
Micotoxinas (1980) constatou a presenga de aflatoxinas By e/ou

G, am 52,0% de 307 amostras de amendoim da safra “das aguas” e

1
20,6% de 179 amostras da safra "da seca”.

Pregnolato e Sabino ja& afirmaram também em 1970 a al~-
ta contaminagéo de produtos derivados de amendoim, porém, sen
apresentarem 0s teores encontrados. Trabaihanﬁo especificamente
com pasta de amendoim (30 amostras) Fonseca e Del Nery, no

mesmo ano, encontraram 90% de contaminagao. De 1871 a 1974 Sabi-
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o {1980) énalisau varios tipos de alimentos e xa§§0 animal,
num total de 572 amostras. O grupo denominado amendoim e deriva
dog (total de 79 amostras) apresentoun os malores teores em 1971/
1975 e em 1979, atingindo niveis de 7.800 ppb e 2.500 ppb, res-
pectivamente, Nao foram especificados os derivados de amendoin
incluidos no levantamento. Arckoll em 1977 relatou gue pratica-
mente todos os produtos derivadés de amendoim, d venda no Bra-
sil, estavam contaminadas com niveis inaceitaveis de aflatoxi-
nas. Recentemente Sabino et al. (1982} analisaram 50 amostras de
pasta de amendoim e 106 de pacgoca, encontrandovteores de até

278 e 260 pph,;  respectivamente.

Uma veZz que ov trabalhos téﬁ gido feitos no Estado de
Sac Paule, cabe salientar gue um estudo a nivel nacional se faz
necessario. O Programa Nacional de Monitoragao de Controle  de
Micotoxinas tem como objetivo o alcance nacional, embora teﬁha encontrado
dificuldade de condigoes laboratoriais, pesscal treinado e cong

cientizacao para gue este controle se torne efetivo.

4.3 - Teores de Aflatoxinas em Milho e seus Produtos Comercia-

lizados em Campinasgs em 1982,

Depois do amendoim, o milho & o produto mais  citado
na literatura guanto & contaminagao por'aflatokinas (Yahi et
al., 1971; Nagarajan e Bhat, 1972; Rambo et al., 1975; Shotwell
et al., 1975a, b; Lillehoj et al., 1975a, b, 1976 a,b, 1978, 1980;
Hunt et al., 19%76; Widstrom et al., 1%76; Balzer gt al., 13977;
Lillehoj e Hesseltine, 1977; Calvert et al., 1978; Benett, 1978;
Kwolek e Shotwell, 1%79; Karki et al., 197%; McMillian et al.,

1980) . Nos Estados Unidos, mais precisamente no sul, o problema
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de contaminagdo pela toxina € considerado critico (Shotwell et

al., 1975a, b; Lillehoj et al., 1976 a e b; Hunt et al., Cobb, 1879;

Gray @&!g&,,l982). 0 problema também existe em outros paises, téis
como a india e Nepal (Krishnamachari et ai., 1377; Bilgrami et al,
1981; Karki et al., 1979). Num estudo feito na Espanha com mi-
lho de procedéncia argentina (18 amostras) e americanas
{13 amostras}), foi constatado que 82,3% e 89,0% das amostram es
tavam contaminadas com concentracgac supericr a 20 ppb de aflato

%xina (Almenar et al., 1980},

Diante destes fatos os resultados do presente trabalho
foram inesperados (Tabela 11). Das 83 amostras de milho verde e
de 5 tipos de produtos derivados de -~ milho (farinha de mi-
1ho amarela, farinha de milho branca, flocos de milho, fubd e
sémola) analisadas durante 1982, somente duas amostras de fuba
estavam contaminadas com teores bem abaixe do limite permitido

(14 a 18 ppb de B)).

kpeéar de serem muito .consumidos existem pou~
cos estudos desenvolvidos sobre a inéiﬂénc;a de aflatoxina nes
tes produtos no pals. Pregnolato e Sabhino (1969/1970) Eiroa {1978)e
Sabino (1980) estudaram entre outros alimentos a farinha de mi-
1ho, ndo encontrando toxina em nenhuma das amostras. Ja Babino
{(1980) analisando varios alimentos, relatou teores altos de a-
flatoxinas no grupo "arroz, milho, aveia e trigo® porém, sem
easpecificar o produto que apresentou a contaminagao mais alta e

o teor alcangado especificamente pelo milho.

O fato de maioria dos produtos derivados de milho tg
rem-apresentada valores negativos, pode ser explicado pelo uso
de milho nio contaminado e também pelo tipo de processamento. A

farinha de milho amarela, farinha de milho branca e ©8 flocos
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Tahela 11 =~ Incidencia de Aflatoxinas em Milho e seus Produtos Comercializa~

dos em Campinas em 13982,

Numero de Amostras Aflatoxinas (ppb)
Produto Marca .
Analisadas 81 GI
Farinha de milho
amarela A 5 ND ND
B 5 ND KD
¢ 5 ND ND
] L KD ND
Farinha de mitho
branca ND ND
B 5 ND ND
c 5 | ND ND
Flocos de milho
cozido A ' 5 . HD ND
ND ND
ND ND
Fuba A 5 ND ND
B .3 ND KD
C [N 14 ND
b 3 MD N
E 5 18 ND
Milhe Verde A 5 HD ND
8 5 ND ND
Semola A z - ND ND

ND ~ N3o detectado
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de milho sdc preparados atualmente a partir da camiica, ou seija, do mi=-
1ho desprovido de pelicula (pericarpo) e de germe que sao partes mais sus-
ceptiveis d invasdo pelo fungo e & formacgdo da toxina {(Lillehoj,
1976a;Gorelova e Lvova, 1980). Yahl et al. em 1871 encontraram
que 30-38% das aflatoxinas estavamnas fibras, 13,3-17,0% no gluten
e 6,6-9,9% no gemme e apenas 1,0 a 1,2% se encontrava no amido. Ja o
fubd & preparado a partir de grao integral, podendo explicar 0s
resultados positivos. A farinha ¢ flocos precozidos também so-
freﬁ aguecinento no seu preparo, que pode ou nao reduzir o teor
de aflatoxinas, dependendo da temperatura, teﬁpow e outras con-
digcoes de aguecimento. Por outro lado, a farinha permanece um
tempo relativamente longo (2-3 dias) em tangues de maceragée,que
provoca uma fermentagao natural, podendo favorecer o crescimen-—

to do fungo e producao de toxina.

4.4 ~ Producao de Aflatoxinas em Produtog de Amendeoim Durante a

Estocagem.

A presenga das aflatoxinas en amendoim e seus produtos
tem sido atribuida principalmente & contaminagao no éampe. A
produgao ﬁastoxihas durante a estocagem foi demonstrada, porém
em condigbes controladas (Codner et al., 1963; Ashworth et al.,
1965: Davig e Diener, 1967; Hansen e Jung, 1973 e Wilson et al.,
1977} para favorecer © creécimento de microrganismcs produto~
res e a sintese das toxinas. Uma excegao € o trabalho de Fonseca
(1976b, ¢, 4, e) que demonstrou ¢ aumento de aflatoxina durante o

armazenamento de amendoim cril com casca nas indistrias de Oleo.

Com o objetivo de verificar a possivel producac de a-

flatoxinas sob condigbes naturais de armazenamento, produtos de
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amendoim foram preparados a partir de amendoim isento das toxi-
nas e amendoim 3ja& contaminado e a formagao de aflatoxinas fol a

companhada durante todo o periodo de estocagem.

N&o foi encontrada contaminagao por aflatoxinas ao lon
go de 270 dias de estocagem em todos os produtos ?repafados a
partir de lote isento de aflatoxinas, bem como, no amendoim usa
do come controle (total de 96 amostras), estocados tanto na pre
senga quanto na auséncia de luz, Isso demonstra de maneira cla
ra e definitiva que o armazenamento em condigoes normais nao
aumenta o problema com aflatoxinas, desde gue ©s produtos se-

jam elaborados com matéria—prima de boa gqualidade e isenta de toxinas,

Ndo houve também um aumento significativo nos teores
de aflatoxinas durante a estocagem no controle e em produtos prepa

rados a partir de amendoim contaminado (teores médios de 48 ppb de By

e 24 ppb de G, baseados em 10 determinagac) estocados na presen

1
ga de luz (total de 48 amostras). Uma Unica excegdo foi a amos-

tra de amendoim frito e salgado analisada no 459 dia de estoca-
gem. Isto poderxia ser um reflexo da conhecida heterogeneidade
da contaminagao por aflatoxinas nas sementes, considerando que

as duplicatas neste caso forneceram resultados bastante diferen

tes (42 e 333 ppb de Bl).

Ja nos produtos e amendoim controle,estocados na au-
sencia de 1uz,observou~se'um grande nGmero de amostﬁa altamente
contaminadas, com niveis acima dos teores iniciais.ﬁiqnms 4, 5,
6 e 7). Aplicando o teste F, o nivel de contaminagio foi significativamente
maior que nas amostras expostas & luz a nivel de 0,5%. Este resultado
estd de plenc acordo com alguns estudos in vityro, demonstrando
a inibigac da sintese da toxina em culturas de A. flavus e A,

parasiticus quando incubados na presenga de luz.
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As temperaturas atingldas durante os processamentos esti-
veram em torno de 1500C, temperatura esta suficiente para des-~
truir oz esporos, embora insuficiente para destruir a toxina com
pletamente (Austwick e Ayerst, 1963; Lee et al., 1%68). Portan~-
to, a aparente elevagao dos teores de aflatoxinas nos produtos
durante a estocagem no escuro poderia ser explicada em texrmos

de uma nova invasao dos fungos produtores.

Varios fatores podem ter favorecido esta reinfecgao tais
como: temperatura ambiente {média de 269C), contelide de umidade das se-
mentes durante a estocagem (cerca de 11% no final do experimen-
to) e a qualidade das sementes utilizadas. Destes, o© Gltimo & o
fator mais provAvel considerando que as condigoes de estocagem

foram as mesmas para ambos os lotes.

0 amendoim do primeiro lote era de boa gqualidade con
tendo sementes novas, de casca e testae intactas com coloragao
e tamanhe uniformes, portanto, com a registéncia natural intac-
ta. Por outro lado, o lote contaminado apresentava cerca de 40%
de cascas gquebradas, com sementes sem unlformldade de tamanho e
cor, sendo gue multas mxeaamawmtummantemﬁm<kuufxx@as.Este lo-
te, gue j& sofrera invasag por fungos anteriormente, estava com
sua resisténecia natural muito baixa, portanto, susceptivel a u-

ma nova invasac, particularmente na auséncia de luz.

Cabe salientar que a microflora da semente estd sem-
pre presente em condigoes naturais, nac podendo pénetrar devido
i protecido da testae. Porém, danog provocados por insetos, roe-
dores ou pela acao da umidade, destroem esta protecac e permitem
a penetragac dos esporos no interior da semente (Bogoroditskaya,
1980). Schroeder e Ashworth, também observaram gue sementes, mes

mo intactas, contidas em cascas guebradas continham toxinas, em-
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bora em niveis menores que quando ambas (semente ¢ casca) apre~

sentavam-ge danificadas (Schroeder e Ashworth, 1966 e Ashworth, 1966),

A idéia de processar varios tipos de produtos surgiu
como tentativa de verificar o efeito do processamento bem como
o efeito de composigao na produgao de aflatoxina. A cafeina, por
exemplo, ja foi citada como inibidora da produgao das aflatoxi
nas, tornando assim produtos como café, cacau e cha substratos
pobres {(Scott, 1968; Campbell, 1969; Stollof, 1970; Nartowicz
et al., 1979 e Lenovich, 1981). No caso do sal, & temperaturade
0oC em concentracao de 8% pode evitar ¢ desenvolvimento de fun-
gos, porém, a temperatura ambiente (20-25°C) & necessaria uma concentracio
de 12% para se obter o mesmo efeito (Montes, 1977). Dado & distribui
cdo heterogénea das aflatoxinas e as limitagﬁés nas condigoes de
trabalho, permitindo a analise de um niimero peqﬁeno de amostras,
os resultados ndc permitiram uma afirmagdc segura em relagao ao
tipo de processamento e a composigﬁo do produto, embora, amen-
doim doce e amendeoim crl tenham atingido valores mais altos de.
aflatoxinas que o amendoim frito e salgado (cerca de 5% de sal)
e:amendoim coberto com chocolate (contendo cafeina). Comparando
o amendoim processado com amendoim cri (controle) , constatou-se

"maior contaminagdo neste dltimo, uma vez gque ndo foi submetido
a ég&o da tempgratura de processamento {em torno de 1530°C para
os produtos) portanto; nao. sofreu . fe&ugﬁc das toxinas (0os pro
dutoes processadés sofreram cerca de 20% de redugdo das aflatoxi

nas totais), nem destruicdo dos esporos ja existentes.

Farah et al. relataram em 1983 um estudo sobre amos-
tras de amendeoim cozido e salgado, comercializado na cidade de
Recife, nao encontrando contaminagac em nenhuma das amostras a-

nalisadas. Os autores sugeriram gue uma remogao ou redugao de
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aflatoxina poderia ocorrer quando © amendoim fosse cozido em solu-

gao aquosa de NaCl 5%.

Numa tentativa de comparagao, foram analisadas trés
amostras de 1 kg cada de amendoim com casca cozido e salgado proveniente
do Recife. Além disso,um lote foi estocado a temperatura ambien
te no escuro durante uma semana, retirando-se amostra para ané-
lise de 2 em 2 dias. Mesmo com alto teor de umidade e crescimen
to intenso de fungos nao foram encontradas aflatoxinas em nenhu
ma das amostras, tanto antes quanto depois do armazenamento, ES

te assunto merece um estudo mais aprofundado.

4.5 - Possivel Contaminacao com Aflatoxinas em Quatro Cultivarves

de Milho em Trés Estadios de Maturacao.

Varios trabalhos {Lil}_ehojl et al., 1975 a e b; Bunt et al.,
1976, Lillehodj et al., 1976 a e b, 1978 e 1980, Lillehoi e Hesseltine,
1977 e McMillian et al., 1980) mostraram gque a contaminacao de
milho ccorre no campo tanto antes como apbs a colheita, bem co-
mo durante a estocagem {Christensen e'Kalfmanh,'1974, “Rambé et
gg 1975, Shotwell et al., 1975 a e b, i,il'lehoj’ e Hesseltine, 1977,
Bennett e Anderson, 1978 e Karki et gi,; 1979. Por isto, Jjunto
i verificacgao da presenca de aflatoxinag em produtos co-
me&cializados, efetuou-se um estudo da possivel contaminagao de
milho no campo. Foran analisadas guatro cultivares de: milho
{Cubanoc, Maya Normal, Maya Opaco e Nutrimaiz) em. trés estadios
de maturacido. Bste tipo de trabalho avaliaria as diferentes sus
ceptibilidades das guatro cultivares & contaminagao e se esta
ocorresse, poderiamos detectar em que estadio de maturagao have

ria maior incidéncia de contaminagao.’

Nao foram encontradas aflatoxinas em nenhuma amostra
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das guatro cultivares de milho cultivadas no campo experimental
do Departamento de Genética e Evolugao da Unicamp em nenhum dos

estadios de maturagao.

Poderia ser alegaéo gque a auséncia de aflatoxinas nos
milhos produzidos na Unicampsmf&mmsaeéscondigaes-étimas de plan
tio, cultivo e colheita, condigoes estas gue podem ser inexig-
tentes nos campos comerciais. Cabe salientar que nossos resulta
dos foram corroborados pelos resultados obtidos pelo Programa
Nacional de Monitoragao e Controle de Micotoxinas. Os teores en
contrados no levantamento feito no Egtado de S3an Paulo em milho
seco proveniente das safras "das aguas” e "da seca", foranm mui

t0o baixos sendo a maioria das amostras negativas (PMC-Micotoxi-
nas, 19862).

Muitos trabalhos citam como fatores que conduzem a
contaminagac do milho com aflatoxinas no éampo: 1} unidade rela
tiva {> 85%): 2) temperatura elevada (309C);. 3) @poca de seca
{(terreno arencosol}; 4) temperatura alta pds-infecgao; 5) invasao
por insetos ﬁo éstadiosﬁcﬁt(“hard dougﬁ“); 6) proﬁegﬁo limitada
dé paltha e 7) longos periodos entre infecgao pelo fungo e colhel
ta gue permitem naior sintese da toxina (Lillehod et al,, 1970 a e b;
Widstrom et al., 1976; . Krishnamachari et al., 1977; Mc Millian
et al., 1980; Gray et al., 1982). O estadio de maturagao também
influencia na contaminagao. Por exemplo, no estadio verde ("milk
dough”) o milho & bastante susceptivel a infecgao devido aos al-
tos teores de umidade no grao, porém, & bem melhor protegido pela palha nes
se estddio, Por outro lado,ﬁo estadio seco a espiga fica mais exposta sendo

que a propria palha (brBcteas) e barba (estilo estigma) envelhecidas trans-

forman-se em bom substrato para bactérias, leveduras e fungos (Lillehoj et

al., 1975 a e b, 1977; Hesseltine e Bothast, 1977).
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Baseando-se nestas afirmacbes, varias explicagoes po-
dem ser citadas para a aparente resisténcia do milho & contami-
nagao por aflatoxinas no Estado de 530 Paulo, {Da Silva, W. J.,
1984): 1) Uma vez qgue as esplgas sao deixadas para secar no can
po, as variedades comerciais sdo selecionadas principalmente pe
la resisténcia a insétos e microrganismos patagénicos, tendo pa
iha bastante protetora; 2} a umidade do milho seco no tempo da
eolheita situa-se em torno de 10% enguanto gue a umidade criti-
ca para a formagdo de toxinas em cereais incluinde milho & de
13,5 a 15,5%; 3) Em ano normal, onde ndc h& grandes alteragdes
na frequéncia de chuvas (inundagfes ou secas intensas}), a co-
lheita & realizando guando © clima & seco; 4) A mecanizagdo, ml
to utilizada em paises desenvolvidos, provocando danos nas se-
mentes e propiciando a invasao pelos fungos, ndc & utilizada em
nosso pals que ainda recorre & pratica de metodo manual de <Co-
\lhelta, 5) A estocagem & curta ac contraric dos Estados Unidos
e outros paises onde a estocagen prolengada leva & formagac de
"hot spots" (grupos de sementes com maior teor de umidade no in
terior dos lotes armazenades; propiciandoe © ﬂesenvolviﬁentc do
fungo) Além  desses pontos vale a pena lembrar
que © milho cultivado nos paises desenvolvidos, geralmenté em re
\giées de. alta latitude, tem estacdo curta de cultivo.Com isso tem
que ser colhido cﬁm.umidade ac redor de 15 a 18% devendo ser seco imediata-
mente apds para ser armazenado.

Nossos resultados assemelham-se aos relatados oY
Balzer et al. em 1977 na Tugoslavia, os guais nao encontraram &

flatoxinas em 191 amostras de milho analisadas.

4.6 - Estudo "in vitre" da Susceptibilidade de Quatro Cultivares de Milho.

Nos Gltimos anos estd sendo dada énfase 3@ influéncia
da composicio guimica em graos e sementes na resisténcia & invasao
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por fungos orodutores de aflatoxinas, levando & susceptibilidades
diferentes de varias cultivares. Por este motivo, quatro cul

tivares do milho, com composigdo guimica distinta foram subme-

tidas & inoculacac por Aspergillus parasiticus.

Neste estudo in vitro, amastras foram aﬁalisadas SO
mente apGs 40 dias de inoculagdo éuando o crescimento do  fungo
tornava-se visivel. A cultivar Maya Normal apresentou pouco cres
cimento do fungo e nenhuma contaminagao com aflatoxinas nas duas
condigdes de umidade relativa (Tabela 12), As outras trés cultl
vares apresentaram contaminacdo sendo gue os niveis maiores fo-
ram encontrados em umidade relativa mais alta. As cultivares Nu
trimaiz e Maya Opaco demonstraram ser mais susceptiveis que ©
Cubano, Pela camposigéo das cultivares, o fator comum  entre
Nutrimaiz e Maya Opaco & a superior gualidade das proteinas com
alto teor de lisina. A cultivar Nutrimaiz que apresentou maior
contaminacao reiline as propriedades desejaveis de Maya Opacc e
Cubano tendo -qualidade de proteina superior e alto teor de polis

sacaridios soliiveis em &gua,

Das duas cultivares com gqualidade inferior de protei-
na, Maya Normal e Cubano, a Gltima, gue possui um teor mais ele

vade de aglcares, apresentou maior susceptibilidade.

Os resultados demonstraram claramente que a variagao
na composicac quimica obviamente interfere na produgao das afla
toxinas, como jA estd serdo enfatizado nos Gltimos anos. Tanto a
gualidade da proteina {composi¢do de aminodcidos) guanto o teor
de aclicares s3o importantes na produgac das toxinas. Porém o
efeito do primeiro fator parece ser predominante, um resultado
pouco esperado, diante da énfase preponderante dada na literatu-
ra guanto ao papel dos carboidratos. Por outro lado, poderia

sey pensado gue em alimentos come o milho, gue sao ricos em car
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bohidratos, assim jA preenchendo a necessidade de fontes de car
bono para o crescimento dos fungos, outros fatores (como o con-
teldo de nitrogénio) tornam-se importantes. Esse assunto merece estudos mais

profundos, mesmo porque nao ha ainda conclusoes definitivas na literatura.

Nagarajan e Bhat (1972) retiraram e incdrporaxam dife
rentes extratos de déas cultivares ée milho {Opaco-2 e Deccan)
a0 meio de cultura sintético e observaram a capacidade de produ
zir aflatoxina. Notaram gue a presenca de proteina de baixo pe-
SO molecular na fracao globulina, retardava o acﬁmuld de aflato

xinas na cultivar Opaco~2, com alto teor de lisgina.

Lillehoj et al. {1876) investigaram nos Estados Uni-
dos, as diferentes susceptibilidades de milhos hibridos a fun-
gos produtores de toxinas e encontraram que aqueles nao adapta~
dos ao sul do pals eram mais susceptiveis d contaninagao por a-
flatoxinas. J3 La Prade e Manwiller (1977) encontraram produgao
de toxina significativamente mais alta em hibridos "short season”
&m campos da Carolina do Sul gue em hibridos "long season” adap

tados ao sul..

Em 1978, Calvert et al. citaram é obtengdo de hibri-
dos com espigas cobertas com palha espessa e bastante fechadas,
gue saoc mais resistentes ao ataque de insetos e consequentemen-
te & agdo dos fungos, como alternativa para diminuir a incidén-

cia de contaminagao.

Alguns trabalhos tém sido relatados soﬁre novos hibri
dos de milho e amendoim gue incorporam fatores de resisteéncia a
variagoes climdticas e ao ataque de insetos e fungos, na palha,
naﬁvagem {casca), na testae, oOu mesiO nNa ecamposigﬁa quimica da semente.
{(Mixon e Rogers, 1973; Brindley et al., 1275; Amaya et al., 1977;
Wilson et al., 1977; Cobb, 1979; Soura et al., 1978; Amaya et

al., 1980 e Gorelova e Lvova, 1980}.
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CONCLUSOES

1. Dos métodos avaliados, o método de Romer para tria
gem e gquantificagdo mostrou ser melhor em termos de sensibilida

de, precisao, custo e rapidez.

2. A incidéncia e teores de aflatoxinas em amendeoim e
seus produtos comercializados na cidade de Campinas de 1980 a
1982, foram elevados especialmente em pacoca, amendoim japonés,

amendoim frito salgadc e amendoim cril sem casca.

3. A incidéncia de aflatoxinas em milho e seus produ~

tos na cidade de Campinas em 1982 foi insignificante.

4. Nenhuma elevagaco dos teores de aflatoxinas ocorreu
no amendoim crit e produtos derivados, provenientes de lote isen
to de aflatoxinas durante 270 dias de estocagem & temperatura

ambiente na presenga ou auséncia de luz.

5. Um aumento significativo nos teores de aflatoxinas
foi observado no amendoim crii e produtos derivados preparados a
partir de amendoim contaminado, estocados 3 temperatura ambien-

te na auséncia de 1luz.

6. Nenhuma contaminagao foi constatada nas quatro cul
tivares de milho (Cubanc, Maya Normal, Maya Opaco e Nutrimaiz)
em trés estadios de maturagdo (verde, pastoso e seco), colhidas
no campe experimental do Departamento de Genética e Evolugao da
Universidade Estadual de Campinas.

7. Eﬁ estudo in vitroJ ag cultivares Nutrimaiz e Maya
Opaco, ambas com qualidades superior de proteina, mestraram ser

mais susceptiveis 3 contaminagd3o de aflatoxinas. A cultivar Maya

Normal nao apresentou aflatoxina mesmo a4 90% de umidade relativa.
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ANEXOS



Limite de Toleréncin de Varios Paises para Aflatoxinas em Alimentos

nata

- Pals ou Limite maximo Tipo de Refercncias
fnstituigao aftatoxina Alimento Bibliograficas
total
Africa do Sul 52 Alimentos em geral {1),{2)
: id
Australia (Victoria) 15 Amendoim e produtos de amendoim  (3)
Austrilia (Western) 58 Alimentos em geral e &leo de a=
mendoim {&)
15 Amendcim, nozes e produtos deri
vados
Brasil 30 Sementes comestiveis, cruas, tor
' radas, salgadas ou confeitadas
e cereais (5)
 Dinamarca 10 Amendoim e produtos derivados {6}
FAG/WHO/UNICEF-PAG 30 Alimentos em geral (7)
Franga ' 5 Alimentos infdlis (8)
Holanda Ob Amendoim, alimentos e bebidas
preparados a partir de amendoim  (9),{10)
Republica Federal Sa Amendoim, aveld, nozes, casta-
Alema 10 nha do pard, pistachio, amendoa,
abrico,. sementes de pessego, se
zamo, coco, cereais e . produtos
derivados ' {11}
Singapura 0 Alimentos em geral {12}
Suecia - 5 - Alimentos em geral {133
Suiga . e Amendoim torrado {14}
5 .
usA (FoA) 15° Amendoim descascado e produtos
derivados {15, 15, 17}
20 . Alimentos em geral, castanha do
pard, amendoim, produtos deriva
dos de amendoim e pistachio
Sd Leite integral desengordurado e

= N Tt st .
Limite maximo permitidc somente para aflatoxina BI

by informacbes que a Salde Piblica holandesa incorporou o nivel maximo de 5 ppb

c?ropostc pela FDA em 1974

do. . x P .
Limite maximo permitido somente para aflatoxina M]
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Referdéneing Bibliograficas dos Limites de Toleringia de Virios Palses

1., Foodstuffs, Cosnmetics and Disinfectants Act, 1872 (ne 54).

2. Regulation ~ Aflatoxins in foodstuffs n? R 69 de 16 de Ja=-
neirc de 1976, Publicado na Government Gazette ne 4959 de

16/01/65.

3. Victoria, Food and Drug Standards {Amendment n® 17} Regula-

tion 1877: Statutory Rule ne 373/1977.

4, Western Australia, Food and Drug Regulations Amedment;, 1952. Publica

do na chernment Gazette, W.A. de Z_da Abril de 1982,

5. Resolucac n® 13/78 da Comissao Nacional de Normas e Padrdes
para Alimentes, itens VIIz e ¥Igz, publicada no D.O.U. e

25/07/78.

6. Circular sobre o procedimento a ser seguido para amendoins
e produtos de amendoins importados. Julho de 1977. Emitida

pelo National Food Institute of Denmark.

7. FAO/WHOKUNICEF Protein Advisory Group, 13%69.PAG Recommenda-

tion on aflatoxin. No PAG statement ne 2, United Nations, N.

Y., 10017, USA.

8. Journal Officiel de La Republiqgue Frangdise, 108 (15},

5519~24,. Em vigor a partir de 14 de Setembro de 1979.

8, General Order Relating to Foodstuffs (Commodity Law) {5tb

1969, J 306}, Com emenda em $/06/70 (Stb 1970, 324), Artigo 3.
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10,

11,

12,

13,

14,

15,

i6.

17.

Methods of Analysis Relating to the Ggﬁeral'arder, ng 3 de
19/01/74 (8tb 1970, 324). Com emenda em 16/06/76¢ (Stb 1976,

392).

German Federal Republic -~ Aflatoxin Regulation de 30 de No-

vembro de 1876 (BGBI. I.8. 3313).

Singapore - The Food Regulations, 1974, Artigo 2, Paragra-

fo 3, c.

Ordinance on Foreign Substances in FPood (SLV FS, 1977:7) de

6 de Maio de 1977.

0 limite miximo permitido para aflatoxinas na Suicga foi ob-
tido pelo Tropical Development and Research Institute, atra

vés do British Overseas Trade Board, Department of Trade.

¥.D.A. Administrative Guidelines 7412.01 {Brazil nuts
'y, 7412.03 {(peanut: and peanuts products), 7412.05 (pis-

tachio), 7420.01 (other fooﬂs}.
Federal Register, 1974, 39 (236), 22751-2; Federal Register,
1678, 43 (75): 16349.

’ 3, .
FDA Administf}ve cuideline 7406:06 de 20 de Dezeamboo de 1977,

Nota: A maioria das referéncias foi gentilmente fornecida pelo

Tropical Development and Research Institute, Londres.
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