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RESUMO

Micotoxinas sdo substancias toxicas produzidas por fungos e encontradas nos alimentos.
As micotoxinas mais tdxicas sdo as aflatoxinas, produzidas, principalmente por Aspergillus flavus.
Estudos realizados no pais demonstraram alta incidéncia dessas micotoxinas em produtos de
amendoim, que representa risco a saide da populagio. O objetivo do estudo foi avaliar a incidéncia
de aflatoxinas B,, B,, G, e G, em amostras de amendoins comercializados na regido Nordeste do
Estado de Sdo Paulo nos periodos de 1994-2001 e 2016-2017. O método utilizado para analisar as
amostras no primeiro periodo foi extragio liquido-liquido e cromatografia em camada delgada e no
segundo foi utilizando colunas de imunoafinidade, cromatografia liquida com derivatizacdo pos-
coluna e detector por fluorescéncia. No levantamento de 1994-2001 das 82 amostras, 39% tiveram
contaminacdo de aflatoxinas variando de 11 a 1556 pg/kg com 37% das amostras contendo niveis
maiores que 20 pg/kg, enquanto na pesquisa de 2016-17, das 56 amostras, 38% apresentaram
contaminacdo destas toxinas variando de 0,09 a 60,40 pg/kg com 13% das amostras contendo niveis
maiores que 20 pug/kg. Os resultados dos dois periodos estudados indicam que houve uma diminui¢éo
na incidéncia e nivel das aflatoxinas estudadas, embora esta contamina¢iao em amendoim permaneca
um problema de satide publica.

Palavras-chave. aflatoxinas, Arachis hypogaea (amendoim), incidéncia.

ABSTRACT

Mycotoxins are toxic compounds produced by fungi found in food. The most toxic mycotoxins are
the aflatoxins produced mainly by Aspergillus flavus. Studies carried out in Brazil showed a high
incidence of these mycotoxins in peanut products, a fact that represents public health problems.
The aim of the study was to evaluate aflatoxins B, B, G, and G, in samples of peanuts sold in cities
of the Northeast of the State of Sdo Paulo in the period from 1994 to 2001 and from 2016 to 2017.
The samples of the first period were analyzed using liquid-liquid extraction and thin-layer
chromatography and the second using immunoaffinity columns, post-column derivative liquid
chromatography and fluorescence detector. In the 1994-2001 survey, among 82 samples, 39%
presented aflatoxins contamination ranging from 11 to 1556 pg/kg with 37% with levels greater
than 20 ug/kg whereas, in the 2016-17 survey, 38% of the 56 samples presented contamination of
aflatoxins ranging from 0.09 to 60.40 ug/kg and 7 samples 13% containing aflatoxins levels higher
than 20 pg/kg. The results indicated there was a decrease in the incidence and level of aflatoxins, but
the contamination of aflatoxins in peanuts remains a public health problem.
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As micotoxinas sdo compostos naturais de
baixo peso molecular produzidas por fungos. As
aflatoxinas (AFs), constituem o principal grupo
de micotoxinas, sdo tdéxicas e carcinogénicas para
humanos e animais. Sob condi¢des climaticas
adversas ou condi¢des de armazenamento precarias,
as AFs sao produzidas por Aspergillus (principal
produtor A. flavus) em uma grande variedade
de produtos agricolas, como milho, algodao,
amendoim e certas nozes'.

A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre
o Cancer’ classificou a aflatoxina B, (AFB ) como
um carcindgeno do grupo 1. A AFB, induz a
fosforilagdo da proteina reguladora Src quinase
e estimula a migracdo de células do cancer de
pulmio’. A exposi¢do de fetos no ttero a AFB,
esta associada a metilagio do DNA nos glébulos
brancos®. A exposi¢do cronica a AFs pode levar a
ocorréncia de cancer hepatico e para portadores do
virus da hepatite, pode haver uma sinergia entre o
virus e a toxina, que desencadeia mais facilmente
o cancer. Em dreas de alta exposicdo a AFB , esta
micotoxina interage sinérgica e multiplicativamente
com o virus da hepatite B para induzir o carcinoma
hepatocelular’. Segundo Liu et al®, reduzir a
exposicao as AFs a niveis ndo detectaveis poderia
reduzir os casos de carcinoma hepatocelular em
areas de alto risco em cerca de 23%.

Existem muitos relatos de contaminagdo por
AFs em amendoins, incluindo artigos cientificos
da Republica Democratica do Congo’, Quénia?,
Costa do Marfim’, e no Brasil. Nos ultimos anos
inimeras pesquisas demonstraram a presenca de
micotoxinas nos alimentos, sendo, o amendoim,
o alimento que apresenta as concentragdes mais
elevadas de AFs. A contamina¢do por AFs em
amendoins e produtos de amendoim tem sido
considerado por muitos autores como problema
de satde publica no Brasil'*".

Dentre os métodos analiticos para analisar
as AFs, a etapa de limpeza da amostra é a mais
demorada, e geralmente consiste na extracdo
com solvente' ou a utilizacio de colunas de
imunoafinidade (CIA)". A cromatografia em
camada delgada (CCD) esta entre os métodos
analiticos mais antigos, e é uma técnica simples e
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barata, especialmente util para analise de AFs em
paises em desenvolvimento. Com os avangos na
instrumenta¢do, comegou-se a utilizagdo da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com
detector por fluorescéncia, para a analise de AFs.
Métodos hifenizados, como cromatografia acoplada
a espectrometria de massa (MS) ou CLAE-MS/MS,
também foram desenvolvidos para quantificagdo e
confirmagdo de AFs. Novas tecnologias analiticas
para a purificagdo e isolamento de AFs incluem o
uso de extragdo assistida ultrassonica e QUEChERS
(Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe)'®.
Neste estudo, a CCD foi utilizada para amostras
analisadas no periodo de 1994 a 2001e CLAE para
as amostras pesquisadas no periodo de 2016 a 2017.

O objetivo deste estudo foi verificar a
incidéncia e nivel de aflatoxinas em amendoins
durante o periodo de 2016 a 2017 e comparar com
os resultados obtidos de 1994 a 2001 no mesmo tipo
de produto.

Amostras

Oitenta e duas amostras de amendoins
foram coletadas pela Vigilancia ou enviadas por
consumidores ao Laboratdrio Regional do Instituto
Adolfo Lutz de Ribeirao Preto no periodo de 1994 a
2001 e analisadas pelo método de CCD. Durante o
periodo de 2016 a 2017, 56 amostras de amendoim
foram adquiridas em supermercados de municipios
da regiao Nordeste do Estado de Sao Paulo:
Ribeirdo Preto e Araraquara, e analisadas por CLAE.
As amostras de amendoim, a granel ou embaladas,
eram compostas de: amendoim cru (com e sem
casca), torrado, japonés, salgado, crocante, doce,
com chocolate e confeitado.

Materiais, reagentes e solventes

Os reagentes quimicos e suprimentos
utilizados no estudo foram: padrdes de AFs (A6636,
A9887, A0138, A0263, Sigma Chemical Company,
St. Louis, MO); metanol e acetonitrila (grau
cromatografia, EM Science, Gibbstown, NJ, EUA);
coluna de imunoafinidade (Afla Star Fit 3 Romer
Labs, Tulln, Austria); cloreto de sédio, fosfato
monopotassico, fosfato dissddico, cloreto de potassio
(KCl), sulfato de cobre (CuSO,), celite, cloroférmio,
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tolueno, acido férmico, acetato de etila, acetona,
benzeno e acetonitrila (grau PA, Merck, Alemanha
ou Rio de Janeiro); cromatoplacas de aluminio
(20x20cm, Merck, Alemanha), microseringa de 10,
100 e 1000 pL (Hamiton, Reno, EUA); béqueres,
provetas, erlenmeyers e baldes volumétrico de
diversos volumes.

Solug¢oes estoque de cada uma das AFs foram
preparadas em acetonitrila, e suas concentragoes
foram determinadas de acordo com o método
da AOAC 971.22". Uma solugao padrao estoque
da mistura das quatro AFs foi preparada na
concentragdode AFB ,200ng/mL; AFB_, 50 ng/mL;
AFG,,100ng/mL;e AFG_,50ng/mLemacetonitrila.
Por¢des apropriadas da solugdo padrao estoque
das AFs foram diluidas em fase modvel para
preparar as solugdes padrao de calibragdo com as
seguintes concentragdes: AFB,, 0,40; 1,00; 2,00;
4,00 e 10,00 ng/mL; AFB, e AFG,, 0,105 0,25; 0,505
1,00 e 2,50 ng/mL; e AFG,, 0,20; 0,50; 1,005 2,00
e 5,00 ng/mL. A solugdo padrdo utilizada para
a contaminac¢do das amostras para o estudo de
recuperagao apresentou uma concentragao de AFs
totais de 400 ng/mL.

Equipamentos

Os equipamentos usados foram: cromatdgrafo
liquido de alta eficiéncia com detector por
fluorescéncia (Shimadzu Instruments, Kyoto,
Japao), injetor Rheodyne LP com loop de 50 uL
(Rheodyne, Cotati, CA, EUA) e coluna C de
4,6 x 250 mm, 5 pm (Shimadzu, Kyoto, Japao);
sistema de derivatizagdo pds coluna para AFT,
PHRED célula (célula de derivagio fotoquimica pds
coluna; AURA Industries, Nova York, NY, EUA),
espectrofotometro (Hach, Loveland, CO); vortex
(Fanem, Sao Paulo, Brasil); centrifuga (Fanem,
Sdo Paulo, Brasil); suporte de colunas (Supelco,
Bellefonte, PA); agitador (Tecnal, Piracicaba,
Brasil); balanga analitica (Mettler Toledo, Suica);
liquidificador (Philips, Sao Paulo); banho-maria
(Fanem, Sdo Paulo); cimara escura de luz UV
(A=366nm, Linsa, Sao Paulo).

Andlise de AFB, e AFG, pelo método CCD -
amostras coletadas de 1994 a 2001

As amostras foram analisadas de acordo
com Soares e Rodrigues-Amaya't. A amostra foi

extraida com metanol: KCl 4% (9:1, v/v), filtrada,
juntamente com CuSO, 10%, através de celite
seguida de particdo duas vezes com cloroférmio. A
CCD foi usada para separar as AFs dos interferentes
da matriz, a fase movel foi tolueno:acetato de etila:
acido foérmico (60:40:0,5, v/v/v). A quantificacdo
foi por comparagdo visual das intensidades de
fluorescéncia das manchas de AFB, e AFG, nas
amostras com os pontos correspondentes dos
padrdes. As amostras positivas foram confirmadas
com acido trifluoracético.

Analise de AFs pelo método CLAE
Preparagdo e extragdo de amostras

O procedimento para analise de AFs em
amostras de amendoim foi de acordo com Iha
et al”. Um quilo de cada uma das amostras foi
triturado e homogeneizado. Foram adicionados
20 mL de solugdo de extragdo (metanol:agua,
6:4, v/v) em tubo contendo 5 g da amostra, esta
mistura foi agitada durante 60 min e depois
centrifugada durante 10 min a 600 g. Oito mililitros
do sobrenadante foram utilizados para a purificacido
em CIA, como descrito no proximo item. Todas as
amostras foram analisadas em duplicata.

Purificagdo e isolamento utilizando CIA

Oito mililitros de sobrenadante filtrado foram
adicionados a 24 mL de tampao fosfato, 10 mM,
pH 7,4 e foram misturados. A mistura foi transferida
parauma CIA. Depois esta CIA foi lavada duas vezes
com 10 mL de 4gua. As AFs foram eluidas utilizando
0,7 mL de metanol, duas vezes. O eluato contendo
as AFs foi coletado em um frasco volumétrico de
2 mL e completado com agua imediatamente antes
da inje¢do cromatografica.

Condigdes cromatogrdficas

A fase movel utilizada foi uma mistura de
agua:acetonitrila:metanol (60:17:25, v/v/v) com
vazdo de 0,8 mL/min, temperatura da coluna
35°C. O detector de fluorescéncia foi ajustado em
comprimento de onda de excitagdo de 362 nm e
comprimento de onda de emissdo de 440 nm, com
derivatizagdo pos-coluna, injecdo cromatografica
de 50 pL. Os picos das AFs na amostra foram
identificados comparando os tempos de retencio
com os dos padroes. Apds passar pela célula
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PHRED, a AFG, e a AFB, sdo derivatizados para
formar G, (derivado de G,) e B, (derivado de B,).

Estudo de Recuperagio

Para o estudo de recuperagdo do método de
CCD foi adicionado padrio de AFB, na amostra
de amendoim livre de AFs, a concentragao final foi
de 17 pg/kg, em triplicata. Ap6s 2 h, as amostras
contaminadas artificialmente foram analisadas de
acordo com o método.

Para o estudo de recuperacio do método
de CLAE, uma quantidade apropriada de solugdo
padrao de AFs foi adicionada a amostras livre
de AFs em diferentes niveis, AFB, 2,56; 5,20;
10,00 pg/kg; AFB, e AFG,, 0,64; 1,30; 2,50 pg/kg;
e AFG,, 1,28; 2,60; 5,00 pg/kg, em triplicata. Apds
2 h, as amostras contaminadas artificialmente foram
analisadas de acordo com o método.

Noperiodode 1994-2001,apenas AFB e AFG,
foram quantificados, pois a legislagiao brasileira,

de 1976 a 2002, estabelecia a tolerancia de 30 pg/kg
para soma de AFB e AFG,'. A recuperagido média
de AFB, em concentragdo de 17,4 pg/kg (andlise
triplicata) foi de 90% e o limite de deteccao (LD) foi
de 2 pg/kg para as AFB e AFG,.

A Tabela mostra a ocorréncia frequente
e os altos niveis de contaminagdo das AFs em
amostras coletadas de 1994 a 2001. Trinta e
nove por cento (32 de 82 amostras) de amostras
de amendoins continham AFs variando de
11 a 1556 ug/kg. Trinta amostras (37%) estavam
contaminadas em niveis acima do limite maximo
permitido pela legislacao brasileira (somatdrio
de AFs = 20 pg/kg)”. A maior incidéncia de
contamina¢do de AFs em amendoim (67%)
ocorreu em 1999, enquanto o maior nivel foi
encontrado em 1996, 1556 ug/kg.

De 2016-2017 foi utilizado CIA, esta coluna
tem sido amplamente utilizado para analise

de AFs, sendo observados bons resultados.
Os cromatogramas obtidos de amostras de
amendoim livre de AFs e naturalmente

contaminados com AFs sdo mostrados na Figura.

Tabela. Resultados do estudo de incidéncia de aflatoxinas B, B,, G, e G, em amostras de amendoins

Ano Detectado (n) Intervalo de concentragao (pug/kg) Concentra¢ao média (pg/kg)
1994* 2/10 11-39 25
1995* 4/13 27-995 511
1996* 6/12 49-1556 803
1997* 3/10 163-522 317
1998* 2/3 301-372 336
1999* 8/12 54-968 307
2000* 4/10 50-423 236
2001* 3/12 15-101 48
2016-17** 21/56 0,09-60,40 25

*soma de AFB e AFG,, amostras analisadas por CCD; **soma de AFB, AFB,, AFG,, AFG,, amostras analisadas por CLAE; n = niimero de

amostras analisadas
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Figura. Cromatogramas das amostras de amendoim. (a) amostra de amendoim livre de AFs e (b) naturalmente contaminados

com AFs

A recupera¢ao média das AFs utilizando o
método de CLAE, nos niveis adicionados variando
de 0,64 a 10 pg/kg, foi de 88,6%, e a média do
desvio padrao foi de 7,9%. O LD foi de 0,04 ug/kg
para AFB , 0,02 ug/kg para AFG, e 0,01 pg/kg para
AFG, e AFB,, e foram determinados usando o valor
médio das concentragcdes de AFs das amostras
livres de AFs mais 2 desvios padrdo. O limite de
quantificagdo foi de 0,15 pg/kg para AFB , 0,07 ug/kg
para AFG, e 0,04 pg/kg para AFG, e AFB, (cerca
de 3 vezes 0 LD).

Os resultados dos niveis de AFs totais nas
amostras de amendoins coletadas em 2016-17
sao mostrados na Tabela. Apesar dos dados
terem sido obtidos com métodos diferentes, com
diferengas nos limites de detecgdo e quantificagao,

podemos observar que houve uma diminui¢ido
na incidéncia e nos niveis de AFs com relagdo
ao periodo de 1994-2001. Vinte e uma amostras
(38%) apresentaram contaminacdao de AFs em
niveis variando de 0,09 a 60,40 ug/kg e 7 amostras
(13%) em niveis acima de 20 pg/kg, limite maximo
tolerado pela legislacao brasileira®.

Durante este intervalo que separa os 2 periodos
do estudo alguns fatores podem ter contribuido
para a diminui¢ao nos niveis de AFs nos amendoins,
como por exemplo: o desenvolvimento de técnicas
mais sofisticadas para a andlise de AFs em
amendoins, o que permitiu a quantificacdo destas
toxinas em niveis mais baixos, com maior precisao
e exatiddo, melhorando o seu monitoramento,
tanto pela prépria industria como pelos drgaos

5/7



Tha Matias MH, Cruz MFE, Okada IA, Briganti RC, Oliveira MA. Incidéncia de aflatoxinas B,B, G, eG,em amendoins. Rev Inst Adolfo Lutz.

Sao Paulo, 2020;79:e1783.

fiscalizadores; alteracdo do valor maximo tolerado
de AFs pela legislacao, de 30 pg/kg (soma das
AFB e AFG))"™ para 20 pug/kg (soma das AFB,
AFB,, AFG, e AFG)™; e em 2001 a Associagdo
Brasileira das Industrias de Chocolates, Amendoim e
Balas (ABICAB), implementou o Programa Pro-
Amendoim. As empresas que possuem o selo
“Qualidade Certificada Pro-Amendoim-ABICAB”,
atendem os requisitos da legislagdo em relagdo aos
niveis de aflatoxina nos produtos que fabricam a
base de amendoim*. Segundo Facca e Dalzoto?,
esta diminui¢do nos niveis de AFs em amendoim
deve-se, principalmente, as estratégias adotadas
pelos produtores para manter a qualidade do
processo de produgdo destes alimentos.

O estudo foi realizado com diversos tipos de
amendoim, amendoim cru com e sem casca e 0s
amendoins processados: torrado, japonés, salgado,
crocante, doce, com chocolate e confeitado.
Todos estes amendoins processados passaram
por um aquecimento através da torragdo. No
periodo de 1996 a 2001, 56% de amendoim cru e
27% do amendoim processado apresentaram
contamina¢ao por AFs, e no periodo de 2016-
2017, 46% de amendoim cru e 31% do amendoim
processado apresentaram contaminagdo por
AFs, e esta diferenca na quantidade de amostras
contaminadas mostra que existe uma tendéncia
de diminui¢do de AFs com o processamento do
amendoim. Este resultado esta de acordo com a
revisdo publicada por Kaushik®> a respeito dos
efeitos dos processamentos sobre as micotoxinas em
graos, o autor cita que geralmente os processos que
utilizam as temperaturas mais elevadas ocasionam
areducio na concentragio de micotoxinas. Porém,
mais estudos precisam ser realizados, pois existem
controvérsias sobre este assunto.

Existem estudos no Brasil os quais
mostram que a incidéncia de AFs em amendoim
continua sendo um problema de saude publica.
Santos et al'® pesquisaram a presenca de aflatoxinas
em 104 amostras de amendoim comercializados no
municipio de Maringa, 24% das amostras estavam
contaminadas, com média de concentracio de
13,4 pg/kg, sendo que 20 amostras estavam com
niveis acima do méximo tolerado pela legislagao
brasileira. Martins et al'' coletaram 119 amostras
de amendoim no Estado de Sdo Paulo, 12 amostras
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apresentavam contaminagdo por AFs na faixa de
0,3 - 100 pg/kg. Silva et al® detectaram a presenga
de aflatoxinas em amendoim cru e pagoca na cidade
de Marilia, e 5,3% das amostras de amendoim cru
apresentaram AFB, acima do valor permitido
pela legislagio. Outro estudo sobre a incidéncia
de AFB, e AFB, foi conduzido por Moreira et al'?,
das 23 amostras analisadas 3 eram amendoins.
Os autores encontraram 1 amostra de amendoim
contaminada com AFB,, 317,1 e AFB, 317,1 ug/kg,
valor superior ao tolerado pela legislacéo.

Embora os resultados deste estudo indicaram
uma diminui¢do da concentracio das AFs, a
contaminag¢do por estas toxinas permanece um
problema de saude publica na regido Nordeste do
Estado de Sao Paulo.

Os autores agradecem a Funda¢do de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sao Paulo pelo apoio financeiro.
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