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RESUMO

As aflatoxinas s3o metabolitos secundarios produzidos pelas espécies do género Aspergillus e a
frequente ingestdo de alimentos contendo teores de aflatoxinas tem sido correlacionada as neoplasias
hepaticas pela International Agency for Reseach on Cancer (IARC). Foram analisadas 966 amostras de
amendoim cru em casca, coletadas no periodo de fevereiro a maio, correspondente a época de colheita
das safras 2010-2011 e 2011-2012. Para detec¢@o de aflatoxinas foram utilizadas as metodologias de
coluna de imunoafinidade acoplada a fluorometria (CIA) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), seguindo-se os parametros estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Foram
detectadas aflatoxinas acima do limite maximo tolerado pela legislacdo em 12,6 % e 19,5 % das amostras,
respectivamente nas safras de 2011 e 2012. Na safra de 2010-2011, a faixa de contaminagao foi de 21-52
pg/kg, e na safra de 2011-2012 a faixa de contaminagao variou de 28-260 pg/kg, cujo valor € cinco vezes
maior quando comparado ao obtido em 2011. Os maiores indices de contaminacdo foram encontrados nos
periodos com menor indice pluviométrico, tanto em 2011 quanto em 2012. Por conseguinte, a realiza¢ao
de rastreamento é necessaria durante toda a cadeia produtiva do amendoim, com a finalidade de propiciar
alimentos seguros a satide humana e animal.

Palavras-chave. Aspergillus spp., micotoxinas, aflatoxicoses, satide.

ABSTRACT

Aflatoxins are the secondary metabolites produced by the species of Aspergillus genus, and the frequent
intake of aflatoxin-containing foods has been correlated with the occurrence of hepatic neoplasms by the
International Agency for Reseach on Cancer (IARC). This study analyzed 966 samples of raw peanuts
in shell, collected in the period from February to May, corresponding to the harvest seasons of 2010-
2011 and 2011-2012. For detecting aflatoxins, immunoaffinity column coupled with fluorometry (CIA)
and high performance liquid chromatography (HPLC) methodologies were employed, following the
parameters established by the Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Aflatoxins were detected in
amount above the maximum tolerated by the legislation in 12,6 % and 19,5 % of samples, corresponding
to 2011 and 2012 harvests, respectively. In the 2010-2011 season the range of contamination was 21-52
ng/kg, and for 2011-2012 crop: the range of contamination varied from 28 to 260 pg/kg, being the value
five times higher than those observed in 2011. The highest contamination indices were found in periods
with lower rainfall in both 2011 and 2012. Therefore, the peanut tracking is required during the entire
production chain of this product in order to provide safe food for human and animal health.

Keywords. Aspergillus spp., mycotoxins, aflatoxicosis, health.
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INTRODUCAO

Osfungos, principalmente dos géneros Aspergillus
spp, Penicillium ssp e Fusarium ssp sido abundantes
na natureza, contaminando alimentos frescos, secos
e alimentos processados, de origem vegetal e animal
como o amendoim, milho, trigo, castanha, améndoas,
frutas secas, arroz, leite e a carne, resultando em grandes
prejuizos para a agroindustria e riscos tanto a saude
humana como de animais’. O estudo das micotoxinas
iniciou-se na Inglaterra, em 1960, quando mais de
100.000 perus morreram em curto espago de tempo, apds
consumirem ragdo que possuia em sua constituicao torta
de amendoim contaminada com aflatoxinas®.

Entretanto, de acordo com Romero e Gloria’, a
maioria dos fungos capaz de produzir micotoxinas esta
frequentemente envolvida na contamina¢ao de produtos
agricolas. Os alimentos sdo susceptiveis a invasio de
fungos micotoxigénicos durante os estagios de produgao,
processamento, transporte e armazenamento, sendo que
as micotoxinas sao estdveis, permanecem no substrato
mesmo apos a destruicdo do fungo?’, além de serem
resistentes aos processos de torrefacdo e pasteurizagao.

Os principais fatores que influenciam o
crescimento fungico e a produc¢iao de micotoxinas
sao umidade relativa, temperatura, danos mecanicos,
infestagdes por insetos® e periodos de seca. A presenca de
aflatoxinas em alimentos tem sido reportada no mundo
todo, principalmente em milho, amendoim, cacau e
arroz. No Brasil, a maior incidéncia de contaminagdo tem
sido descrita em milho e amendoim em graos®, alimentos
destinados ao consumo humano e animal.

De acordo com Shundo et al’, as espécies de
Aspergillus produtoras de aflatoxinas e a consequente
contaminagdo de grdos e alimentos sdo frequentes
em dareas geograficas com clima quente e umido,
desse modo, o Brasil, por ser um pais de clima
predominantemente tropical, apresenta condigdes
favoraveis ao desenvolvimento destes fungos.

As aflatoxinas sao metabolitos secundarios
produzidos pelas espécies do género Aspergillus spp.,
principalmente Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus
e, eventualmente, Aspergillus nomius®. Esses fungos
sao contaminantes naturais de produtos agricolas, pois
ocorrem naturalmente em solos e suas micotoxinas
podem causar vérias doengas no homem e nos animais,
constituindo, de acordo com Silva’, um fator de risco
importante para o carcinoma hepatocelular.

Entre os 18 tipos conhecidos de aflatoxinas, quatro
sao de interesse médico sanitario e sdo identificados
como aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, devido a colora¢ao
da fluorescéncia (“Blue” ou “Green”) emitida quando
expostas a luz ultravioleta de ondas longas®. Apesar de
apresentarem quimicamente férmula molecular bastante
semelhante, as aflatoxinas do grupo B possuem anel
ciclopentenona B1(C__H,,0,) e B2 (C__H O,), enquanto
as do grupo G, lactona insaturada G1 (C, H, O.) e G2
(C,, H,, O,). De acordo com Oliveira et al’, o metabolito
Bl é considerado o mais potente hepatocarcinogénico
natural.

Devido a biotransformagdo das aflatoxinas B1 e
B2, no organismo de mamiferos que tenham ingerido
alimentos contaminados, em M1 e M2, estudos tem
demonstrado a presenca desta toxina na carne, no leite
de bovinos e humanos e em outros produtos lacteos®.

Apéds a ingestdo, as aflatoxinas sao absorvidas
no trato gastrointestinal por difusdo passiva, alcancam a
circulagao sistémica e sdo distribuidas pelo organismo.
No figado, a aflatoxina sofre ativagdo oxidativa pelo
citocromo P450 sendo convertida para metabdlitos
como aflatoxicol, aflatoxina Q1, aflatoxina P1, aflatoxina
M1 e aflatoxi-;8,9-epoxi''. De acordo com Silva’, a
ligagdo da AFB -epoxido com o DNA modifica a sua
estrutura, inibindo a sua sintese, interferindo na sintese
do RNA e na sintese proteica, iniciando assim, lesdes
hepaticas, mutagénicas, carcinogénicas e teratogénicas,
representando um risco a saude humana e animal.

De acordo com Batina et al'?, a prevencdo de
contaminagdo por aflatoxinas é dificil, devido as condigdes
climaticas do Brasil no periodo da colheita, que nao
favorecem a secagem dos grdos. O armazenamento em
locais imidos e sem ventilagdo, bem como o transporte
inadequado, favorecem néo apenas a contaminagido com
esporos, mas também o crescimento fiingico nos produtos
ja contaminados e consequentemente o aumento da
contaminagio, devido ao aumento do numero de micro-
organismos toxigenicos. Para tanto, em termos nacionais,
aRDCn° 7, de 2011, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria, recomenda limites maximos admissiveis de
aflatoxinas totais, B1, B2, G1 e G2 em amendoim e seus
derivados, de 20,0 ug/kg e o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, adota o limite de 50 pg/kg de
aflatoxinas totais para alimento destinado ao consumo
animal®.

A facilidade e frequéncia com que as micotoxinas
contaminam os produtos agricolas constituem um
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problema de saude publica com grande impacto
economico para a agroindustria, uma vez que o quadro
clinico da aflatoxicose esta diretamente relacionado ao
grau de contaminagdo do produto, tempo e quantidade de
alimento contaminado ingerido além do estado nutricional
do individuo. O amendoim na sua forma in natura ou
industrializada sio cada vez mais consumidos pela
populacdo, portanto, o nivel de aflatoxinas deve ser
avaliada para verificar a seguranca do produto final ao
consumidor. Sendo assim, este estudo, avalia a ocorréncia
de aflatoxinas totais em amendoim cru na regido da Alta
Paulista-SP, na época da safra, nos anos de 2011 a 2012.
A investigacao de aflatoxinas na maior regiao produtora
e industrializadora de amendoim do estado de Sao Paulo
poderio contribuir para elucidar que, passados mais de
50 anos da descoberta das aflatoxinas em amendoim
brasileiro, o problema ainda persiste.

MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras

A coleta das amostras foi realizada em
propriedades agricolas do estado de Sao Paulo, na regiao
da Alta Paulista, compreendendo as cidades de Tupa,
Bastos, Herculdndia, Pompéia, Rancharia, Marilia e
Queiroz. O periodo das coletas foi determinado de acordo
com a época de colheita da safra, durante o periodo de
fevereiro a maio de 2011 e 2012.

As analises de micotoxinas foram realizadas no
Laboratorio de Micotoxinas localizado na cidade de
Tupa-SP e no Laboratério de Cromatografia localizado
na cidade de Marilia-SP. Foram analisadas 489 amostras
de amendoim cru em casca, no periodo de colheita da
safra de 2010-2011 e 477 amostras de amendoim cru em
casca no periodo de colheita da safra de 2011-2012, todos
da marca Runner, totalizando 966 amostras para deteccao
de aflatoxinas totais, de acordo com a Resolu¢do n° 7 de
2011 da Ageéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria®.

Parte experimental

Para as andlises de aflatoxinas totais foram
utilizados: colunas de imunoafinidade AflaTest-P,
VICAM,; padrao de calibragao VICAM; cubetas de vidro,
VICAM; filtro de rnicrofibra com 11 cm de didmetro,
VICAM; funis de haste curta com 7 e 11 cm de diametro
PYREX; erlenmeyer de 250 mL, LABOR; papel de filtro
qualitativo pregueado com 24 cm de diametro, VICAM;
papel de filtro plissado, LABOR; seringas de vidro de 10
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mL, PYREX; suporte de acrilico para seringas, VICAM;
metanol grau HPLC; cloreto de sddio p.a. e metanol p.a.,
SYNTH; solugao reveladora AflaTest® P, VICAM e agua
destilada.

Métodos

Amostragem e preparo das amostras

Assim que os lotes de amendoim foram
colhidos no campo, foram direcionados para secadores
de amendoim e, em periodos constantes durante as
treze horas de secagem, amostras foram coletadas dos
secadores e analisadas quanto ao parametro umidade.
Apds o término da secagem dos graos, 25 kg deamendoim
foram retirados dos secadores e amostras representativas
de 7 kg foram descascadas, trituradas e homogeneizadas.
Para a analise de aflatoxinas, utilizou-se a metodologia
com coluna de imunoafinidade (CIA) e leitura em
fluorimetro, uma aliquota de 25 g de amendoim triturado
foi utilizada.

Extracdo de Aflotoxinas

A extracio procedeu-se conforme recomendacio
do manual da CIA comercial (Aflatest-P). Adicionou-
se as amostras de amendoim 5g de NaCl e 100 mL de
solu¢do de metanol:dgua (80:20, v/v) e agitou-se esta
mistura por 1 minuto (175 rpm). O extrato foi filtrado
em papel plissado (filtro qualitativo n° 1) e coletado em
erlenmeyer.

Purificagdo e quantificagdo

Ao extrato bruto (10 mL) foi adicionado 40 mL
de agua destilada (dilui¢ao 1:4), filtrado em filtro de
microfibra e 10 mL do extrato diluido foram submetidos
a limpeza pela CIA Aflatest-P a um fluxo continuo de
1-2 gotas por segundo. Em seguida, a coluna foi lavada
com 10 mL de agua destilada sob o mesmo fluxo (1-2
gotas/seg). A coluna (CIA Aflatest-P) compde-se de um
suporte de fase solida, que contém anticorpos especificos
para a aflatoxinas totais. Assim, a aflatoxina presente no
extrato ira ligar-se aos anticorpos da coluna. Em seguida
a coluna com a aflatoxina retida é eluida com 1,0 mL de
metanol grau HPLC (1-2 gotas/seg) para um tubo de
vidro. Uma aliquota de 100 puL de amostra foi adicionada
de 100 pL de revelador (solugdao aquosa de bromo 0,003
%, v/v) e entdo o conteudo de aflatoxinas totais foi
quantificado por fluorimetria a 360 nm de excitagdo e
420 nm de emissdo, apds 60 segundos'.
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A coluna de imunoafinidade Aflatest, acoplada
a fluorimetria tem sido adotada como método oficial
de primeira escolha (Official First Action Method) pela
AOAC para determinagdo de aflatoxina total (= 10 ng/g)
em milho, amendoim cru e pasta de amendoim*.

Validagdo dos resultados pelo método CLAE

Todas as amostras analisadas pelo método de
CIA foram analisadas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), que se constitui em um dos métodos
oficialmente aceitos e validados para determinacdo de
micotoxinas em alimentos, assim como a Cromatograﬁa
em Camada Delgada (CCD)". A validagdo intra-
laboratorial da metodologia CIA, tem demonstrado
precisdo de pardmetros comparavel ao fornecido pelo
método de CLAE.

Para a analise de aflatoxinas por CLAE, uma
aliquota de 50 g de amendoim triturado foi utilizada.
Extraiu-se a toxina utilizando-se metanol p.a e soluciao
de cloreto de potéassio a 4 %. A purificagdo do extrato
foi realizada empregando-se solu¢ao de sulfato de
amonio a 30 % e Celite, seguida por duas particdes com
cloroférmio, e quantificagao por cromatografia liquida
de alta eficiéncial’.

Descontaminagdo do material utilizado para andlise de
aflatoxina

Todo o residuo de aflatoxinas resultante da
pos-analise (amendoim triturado e amostra filtrada)
foi descontaminado com hidroxido de sédio a 20 %
e neutralizado com acido citrico a 50 %, antes de ser
descartado.

Dados de validagao das metodologias utilizadas

A analise de aflatoxinas totais para o método de
CIA obteve limite de detecgdo de 0,10 pg/kg, limite de
quantificagdo de 0,55 pg/kg, e recuperagdo de 86,5 %,
com niveis de concentragdo de AFs (B1, B2, G1 ¢ G2)
de 6,25 pg/kg. O coeficiente de variagdo foide 5 % e a
curva de calibragdo apresentou coeficiente de linearidade
de 0,9997.

Para 0 método CLAE, o limite de deteccdo
para aflatoxinas totais foi de 0,10 pg/kg, limite de
quantificagdo de 0,03 ug/kg e faixa de recuperagdo de
97,05 %, com niveis de concentra¢do de AFs de 4,90 pg/
kg. O coeficiente de variag@o encontrado foide 5 % ¢ a
linearidade de 0,9998.

Dados climaticos

As informagdes climaticas referentes a
temperaturamédia, precipitacdo pluviométricaeumidade
relativa do periodo estudado foram fornecidas pelo
Centro Integrado de Informagdes Agrometeoroldgicas'®.

Analise estatistica

Os dados amostrais foram submetidos a analise
de varidncia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste
de Tukey e Kramer através do programa GRAPHPAD
INSTAT (Rutgers University, Camden, New Jersey). Os
resultados foram considerados significativos para p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos por CIA e por CLAE foram
comparados e ndo houve diferenca de resultados em
nenhuma amostra analisada, independente do método
utilizado (Tukey, p>0,05). As aflatoxinas apresentam-se
fluorescentes sob luz ultravioleta de ondas longas, o que
permite sua quantificagdo em concentragdes reduzidas e
fornece a fundamentagédo para quase todos os métodos de
detecgdo e quantificacdo®. Assim, os dados sdo relativos
as andlises por CIA.

A coluna de imunoafinidade CIA, preparada com
anticorpos anti-micotoxinas, destaca-se por proporcionar
alta especificidade e recupera¢io, melhorando os limites
de detec¢ao®. Os valores de LQ obtidos nio interferiram
no resultado analitico, ambas as amostras apresentaram
os mesmos valores de afaltoxinas totais. Assim, os dados
sao referentes as analises por CIA.

A técnica de cromatografia por afinidade pode
ser considerada como inovagdo na area de metodologia
analitica por utilizar componente bioldgico (anticorpos)
como reagente principal da analise’®. A aplicabilidade
de analises utilizando colunas de afinidade vem sendo
muito utilizada na andlise de micotoxinas®.

A Tabela 1 apresenta os niveis de aflatoxinas
encontrados no periodo de 2011 a 2012, época da colheita
da safra de 2010-2011 e 2011-2012, respectivamente.
Neste periodo foram analisadas um total de 966 amostras
de amendoim cru em casca da marca Runner e detectou-
se aflatoxinas em 169 amostras.

Estes resultados demonstram que nido houve
diferenca significativa entre as amostras analisadas, nos
periodos de colheita em 2011 e 2012 (Tukey, p>0,05),
obtendo-se valores de 17,8 % e 17,2 % de amostras
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positivas para aflatoxina, respectivamente.

Sabino et al*, pesquisaram aflatoxinas no
estado de Sdo Paulo. Em 137 amostras de amendoim e
produtos de amendoim analisados, 45,3 % das amostras
encontraram-se positivas para aflatoxinas e 27 % deste
total apresentaram valores acima do limite maximo
permitido pela legislagdo brasileira®.

Caldas et al*, ao realizarem um estudo sobre
a presenca de aflatoxinas em amendoim, derivados de
amendoim, milho em grao e castanhas comercializados no
Distrito Federal, no periodo entre 1998 e 2001, relataram a
ocorréncia de aflatoxinas em todas as classes de alimentos
estudadas. Neste periodo, dentre as 366 amostras, 19,6
% foram positivas para aflatoxinas. Entretanto houve
uma maior incidéncia de contaminagdo em amostras
de amendoim e produtos derivados de amendoim,
compreendendo 34,7 % das amostras contaminadas, o
amendoim obteve também as maiores concentra¢des
detectadas, 1.706 pg/kg de aflatoxinas totais.

Na safra de 2010-2011, a faixa de contaminagdo
foi de 21-52 pg/kg, sendo o maior valor obtido de 52
ug/kg e na safra de 2011-2012 a faixa de contaminagdo
variou de 28-260 ug/kg, sendo o maior valor obtido
de 260 pg/kg, valor este, cinco vezes maior quando
comparado ao obtido em 2011. A maior concentragdo de
aflatoxina do amendoim (260 pg/kg), na safra de 2012

pode ter sofrido influéncia pelo clima seco no més de
mar¢o deste ano, quando comparado aos altos indices
pluviométricos do ano de 2011.

E possivel fazer uma correlagdo entre o clima
seco e a maior concentragido de aflatoxina encontrada
nos graos, pois quando ha situagdes de estresse para o
micro-organismo, provocado pela queda na temperatura,
umidade ou reducdo de nutrientes, os fungos realizam
o metabolismo secunddrio para economizar energia,
e assim a producdo de toxina é priorizada como
forma de defesa. Estas toxinas sdo liberadas quando as
células microbianas ndo encontram mais condi¢des de
sobrevivéncia®.

Nos ultimos anos, a deteccdo de toxinas em
alimentos, especialmente aflatoxinas, vem apresentando
frequéncias relativamente altas, entretanto, ainda
nao existem estimativas sobre o grau de exposi¢do
da populagao brasileira pela ingestdio de alimentos
contaminados. De acordo com andlises realizadas
por Caldas et al*, no periodo de julho de 1998 a
dezembro de 2001, os produtos derivados de amendoim
comercializados no Distrito Federal, apresentaram os
maiores indices e os mais altos niveis de contamina¢ao
por aflatoxinas. Ja em 2004, Zlotowski et al®, relataram
um surto de aflatoxicose aguda em suinos ocorrido

Tabela 1. Ocorréncia de aflatoxinas totais (B1, B2, G1 e G2) e a média da umidade dos graos de amendoim em 2011 e 2012

Amostras Positivas Amostras ND
N°totalde > Valor N° de N° de N°de
Periodo Umidade Umidade Umidade
amostras Obtido amostras = amostras < amostras
Total de amostras (%) (%) (%)
Positivas (ug/kg) 20 ug/kg 20 ug/kg ND
2010-2011 87 11 76 402
52 8,8 9,6 9,13
489 (17,8%) (12,6%) (87,4%) (82,21%)
2011-2012 82 16 66 395
260 9,11 9,6 8,00
477 (17,2%) (19,5%) (80,5%) (82,8%)

Fonte: Dados dos autores, 2013

*O limite de detecgdo para este método é de 0,10 pg/kg; Limite de quantificagdo é de 0,55 ug/kg; Recuperagiode 86,5 %; Coeficiente de variagao é
de 5%; Coeficiente de Linearididade é de 0,9997. Os resultados encontrados abaixo deste valor foram interpretados como “Nao Detectado” (ND)
*Limite maximo aceitavel (LMT) pela legislagdo brasileira 20 pg/kg (Brasil, 2011)
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no estado do Rio Grande do Sul, a partir de analises
realizadas detectou-se que a alimentacdo fornecida aos
animais continha altas concentracdes de aflatoxinas.

Estima-se que aproximadamente 35 % dos casos
de cancer humano estejam diretamente relacionados
ao consumo de alimentos, em média 10 % destes casos
estdo relacionados com a ingestao de toxinas*. Assim,
entende-se que a presenca de aflatoxinas em alimentos é
considerada um fator de risco, relacionados a indu¢ao de
neoplasia hepatica, principalmente em paises tropicais®.

De acordo com o International Agency for Reseach
on Cancer (IARC)*, a neoplasia hepatica tem sido
correlacionada a ingestao de alimentos contendo niveis
altos de aflatoxinas por periodos frequentes. Segundo
dados apresentados por Wogan®, o efeito da toxidade
cronica das aflatoxinas pode ocorrer em diferentes
espécies, incluindo peixes, aves, roedores, carnivoros
e primatas. Embora o figado seja o alvo primario, o
desenvolvimento de tumores em outros 6rgaos, como
pancreas e intestino, tem sido observado em animais
alimentados com ragdes contendo aflatoxinas.

Dentre as 489 amostras de amendoim analisadas,
na safra de 2010-2011, quantidades superiores ao limite
estabelecido pela legislagdao (20 pg/kg) foram detectadas
em 11 (12,6 %) amostras e, na safra de 2011-2012, estes
valores foram maiores, obteve-se 16 (19,5 %) amostras
acima do valor aceitavel pela legislacao. A média da
umidade obtida entre a safra de 2011 e 2012 foi de 8,8
% e 9,11 %, respectivamente, ndo apresentando diferenca
significativa (Tukey, p>0,05), como mostra a Tabela 1.

Resultados semelhantes foram obtidos por
Shundo e Silva®, ao investigarem a presenca de aflatoxinas
em produtos de amendoim e seus derivados na cidade
de Marilia-SP. Um total de 57 amostras foram coletadas
de marc¢o a outubro de 1999, os resultados apresentados
indicaram que 71,9 % dasamostras estavam contaminadas
e 47,9 % excederam as concentracdes estabelecidas pela
legislagao brasileira’®. Mallmann et al®, ao estudarem
o nivel de contamina¢do por aflatoxinas em produtos
a base de amendoim no estado do Rio Grande do Sul,
revelaram que das 664 amostras avaliadas, no periodo
de margo de 2000 a abril de 2002, foram positivas para
aflatoxinas 208 amostras, e deste total, 98 apresentaram
niveis de contaminagéao superiores a 20 ug/kg.

O numero de amostras que apresentaram niveis
detectaveis de aflatoxinas em concentragdes inferiores
a 20ug/kg, foi maior na safra de 2011 (87,4%) quando
comparada a safra de 2012 (80,5 %). Estes resultados

demonstram que houve detec¢do de toxina nos graos,
mesmo que em quantidades pequenas como 2 ug/kg,
evidenciando que em condi¢des favoraveis, as espécies
de Aspergillus podem produzir aflatoxinas em produtos
agropecuarios.

A presenca de aflatoxinas em concentragdes
inferiores a 20 ug/kg nao caracteriza toxicidade, mas a
frequente e prolongada ingestao de alimentos com baixas
concentragdes de aflatoxinas, pode induzir a produc¢ao
de células cancerigenas®. Nao houve diferenca entre
os valores de umidade da amostra, conforme indica a
Tabela 1.

De acordo com Kawashima®!, o alimento mais
citado como contaminado por aflatoxinas e com maiores
concentragdes é o amendoim e seus produtos. Os niveis
de aflatoxinas detectadas estao diretamente relacionados
com as condigdes climaticas. A umidade do solo favorece
o desenvolvimento do fungo; assim como os periodos de seca
podem favorecer o estresse metabolico do Aspergillus ssp e a
produgdo de toxina pelo seu metabolismo secundario,
os danos aos graos provocados por insetos facilitam a
entrada dos fungos a planta®?, sendo assim é provavel que
o crescimento fingico e a contaminagdo por aflatoxinas
sejam consequéncia da interagdo entre fungos, hospedeiro
e ambiente®.

Shundo et al*® ao analisarem 87 amostras de
amendoim e produtos de amendoim na regido de Marilia-
SP no periodo de 1999 a 2001, detectaram aflatoxinas em
64,4 % das amostras e 39,1 % excederam os limites da
legislacao em vigor de 20 ug/kg".

Na safra de 2010-2011, nao foram detectadas
amostras positivas paraaflatoxinasem 82,2 % dasamostras
analisadas e na safra de 2011-2012 ndo houve deteccao
de contaminagdo em 82,8 % das amostras, de acordo
com dados apresentados na tabela 1 (Tukey, p>0,05). Os
resultados encontrados no presente estudo assemelham-
se aos encontrados por Gloria et al** ao analisarem
produtos derivados de amendoim comercializados na
cidade de Piracicaba-SP, ndo constatando contaminacio
em 75 % das 297 amostras analisadas.

O fungo filamentoso da espécie Aspergillus esta
distribuido em toda cadeia produtiva do amendoim.
Seu habitat natural é o solo, local onde os graos de
amendoim sdo plantados, sendo assim, a presenca de
fungos produtores de aflatoxinas nos graos ¢ dificil de ser
controlada®. Entdo é necessaria a deteccao de amostras
positivas para aflatoxinas antes que o amendoim seja
destinado a alimentagdo humana e animal para que haja
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diminuigdo dos riscos a saide da populagao.

De acordo com a patogenicidade das toxinas
em humanos e animais, pesquisadores vém tentando
estudar novos métodos para diminuir os niveis de
aflatoxinas nos graos. Baseado no principio de adsor¢do
da toxina pela parede celular de leveduras e outros fungos
filamentosos, Paster et al*, utilizaram micro-organismos
ndo patogénicos e nao produtores de toxinas, para testar
a capacidade de adsor¢do destes organismos. Entdo,
conduziram um estudo com diferentes espécies de micro-
organismos, competindo com fungos produtores de
toxinas em silos herméticos. Verificaram que as leveduras
conseguiram competir com a microbiota existente quando
inoculadas trés dias antes dos fungos toxigénicos, houve
também redugio na produgio de aflatoxinas e inibi¢do do
crescimento de Aspergillus flavus.

Estao demonstrados na Tabela 2, o nimero total
de amostras positivas para aflatoxina de acordo com os
meses de colheita na safra 2010-2011 e 2011-2012.

No ano de 2011, os indices pluviométricos nos
meses de margo a abril que correspondem ao maior
periodo de colheita da safra, indicou chuva intensa
principalmente no més de margo com um decréscimo
do indice no més de abril (Tabela 3). J4 no ano de 2012,
ocorreu o inverso, no més de margo quase nao choveu
e no més de abril os indices pluviométricos foram

elevadissimos. De acordo com a Tabela 2, percebe-se que
os maiores indices de contaminagédo por aflatoxina estao
indicados no més de abril de 2011 (66 amostras positivas
para aflatoxina) e no més de margo de 2012 (46 amostras
positivas para aflatoxina). Assim é possivel verificar que
houve maior contaminagdo (Tabela 2) nos periodos com
menor indice pluviométrico, conforme o indicado na
Tabela 3.

Estes resultados estdo diretamente relacionados
com o fato de que os altos niveis pluviométricos e
temperatura favoravel aumentam a probabilidade do
desenvolvimento do fungo Aspergillus aumentando
a possibilidade de contaminagdo dos graos no solo.
Entretanto é no periodo de baixa umidade, ocasionada
pelos menores indices pluviométricos em que ha
liberagao da toxina pelo fungo e consequentemente a
contaminagdo dos graos”.

Prado et al*, observaram que 40-80 % das
colheitas podem ser contaminadas com aflatoxinas
quando as chuvas sdo intensas na época de colheita. Em
2000, Orsi et al** consideraram a umidade como fator
determinante na produ¢ao de fumonisina em graos de
milho por fungos do género Fusarium spp., resultados
estes, que diferem dos apresentados no presente estudo,
por nao encontrar maior contaminag¢ao por toxinas em
periodos chuvosos.

Tabela 2. Numero total de amostras positivas, segundo o més de analise em 2011 e 2012 quanto aos parametros de contaminagao por aflatoxinas

totais dos graos de amendoim

2010-2011 2011-2012
Més N° total de amostras N° de amostras N° total de amostras N° de amostras
Positivas > 20 pg/kg Positivas >20pg/kg
Fev. 01 - 01 -
Mar. 20 03 46 09
Abr. 66 08 31 05
Maio - - 02 02

Fonte: Dados dos autores, 2013

*O limite de detecgdo para este método é de 0,10 pg/kg; Limite de quantificagio é de 0,55 pg/kg; Recuperaciode 86,5%; Coeficiente de variagio é
de 5%; Coeficiente de Linearididade é de 0,9997. Os resultados encontrados abaixo deste valor foram interpretados como “Nao Detectado” (ND)
*Limite maximo aceitavel (LMT) pela legislagdo brasileira 20 ug/kg (Brasil, 2011)
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Fonseca et al®, relataram o resultado da anélise
de aflatoxinas em 1.115 amostras de amendoim in natura
proveniente de diversas regides do estado de Sao Paulo,
demostrando que hd uma alteragdo na qualidade do
amendoim, devido as varia¢des climaticas entre os anos,
considerando os periodos de seca na época da colheita
dos graos.

O fator umidade esta diretamente relacionado
com o indice pluviométrico e temperatura na época da
safra, assim como as praticas pos-colheita dos graos de

a produ¢ao de toxinas como forma de defesa. Desse
modo, ha necessidade que o controle de aflatoxinas em
produtos agropecuarios ocorra tanto em épocas com
altos indices pluviométricos quanto em épocas com
baixos indices pluviométricos, e durante toda a cadeia
produtiva do amendoim, com o intuito de diminuir
os niveis de contaminagdo encontrados nos grios de
amendoim principalmente no estado de Sao Paulo,
reduzindo a exposi¢do da populagio a estas toxinas.

Em relagio a comparagdo dos resultados

Tabela 3. Parametros de temperatura média e indice pluviométrico de 2011 e 2012, na regido Alta Paulista-SP

Periodo Colheita Temperatura (°C) Indice pluviométrico (mm)
Fev. Mar. Abr. Maio Fev. Mar. Abr. Maio
2011 28 29 27 27 153,1 208,6 125,0 20,8
2012 29 28 26 26 184,6 64,2 143,7 36,7

Fonte: Centro Integrado de Informagdes Agrometeoroldgicas'®

amendoim, incluindo local, tempo, secagem dos graos e
condi¢des de armazenamento. Sendo assim, a secagem
dos graos antes que eles caiam nesta faixa de umidade
¢ imprescindivel para que se diminuam os niveis de
contaminacao.

No Brasil, apesar da legislagdo em vigor, a
ocorréncia de aflatoxinas tem sido observada com
frequéncia, e em altos niveis, principalmente no estado
de Sao Paulo, em alimentos utilizados para consumo
humano e animal, tais como, milho, amendoim e
derivados®.

CONCLUSAO

A contamina¢do de amendoim e derivados
por toxinas apresenta grande relevancia em saude
publica, pois as aflatoxinas podem ser responsaveis pela
indugédo de patologias, como a neoplasia, mutagénese, e
imunossupressdo em humanos e animais.

No Brasil as condigdes climaticas na época da
colheita favorecem tanto o desenvolvimento de fungos
toxigénicos quanto a produgdo de aflatoxinas por estes
fungos. Assim, é possivel fazer uma correlagdo entre
o clima seco e a maior concentracio de aflatoxinas
encontrada nos grdos de amendoim, neste estudo
(p<0,001). O clima seco favorece o metabolismo
secundario de fungos do género Aspergillus, priorizando

obtidos por CIA e por CLAE, nao houve diferenca
de resultados em nenhuma amostra analisada,
independente do método utilizado. A metodologia
CIA, vem sendo amplamente difundida em analises
de micotoxinas como aflatoxinas, ocratoxinas,
fumonisina em amostras de amendoim, milho, café,
arroz, aveia e entre outras.
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