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RESUMO

Algumas espécies de fungos do género Aspergillus sao potenciais produtoras de
aflatoxina, um metabolito secundario toéxico ao homem e animais, dentre elas,
A. flavus e A. parasiticus, reconhecidos como aflatoxigénicos desde o inicio da
década de 60. Nos humanos, as aflatoxinas sdo conhecidas por serem compostos
mutagénicos, carcinogénicos e teratogénicos. Este trabalho avaliou a presenca de
fungos e a produgdo de aflatoxinas em graos de amendoim in natura destinados as
industrias gatichas e em pagocas adquiridas em estabelecimentos comerciais em
Porto Alegre. A analise fungica foi realizada a partir do plaqueamento direto dos
graos ¢ a detec¢@o da presenga das aflatoxinas através da cromatografia em camada
delgada bidimensional. Constatou-se a ocorréncia de Aspergillus spp em 67% das
amostras de amendoim e 33% de pagocas, aflatoxinas foram detectadas em 58%
das amostras de amendoim e 60% de pagocas. Os resultados evidenciaram relagdo
entre a presenca de Aspergillus spp e a presenca de aflatoxina nos graos, mas nao
em pagocas. Dentre as sete amostras de amendoim in natura contaminadas com
aflatoxinas, duas ultrapassaram o limite permitido pela legislagao.
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ABSTRACT

Occurrence of Aspergillus and aflatoxin in samples of peanuts in
natura and peanut sweet. Some species of fungi of the genus Aspergillus are
potential producers of aflatoxin, a secondary metabolite toxic to humans and
animals, among them A. flavus and A. parasiticus, known as aflatoxigenics since the
beginning of the decade of 60. In humans, aflatoxins are known to be mutagenic,
carcinogenic, and teratogenic compounds. This study evaluated the presence of

fungi and the production of aflatoxin in peanut kernels in natura destined to the
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southern industries and peanut sweet purchased in shops in Porto Alegre. The
fungal analysis was performed from direct plating of the grains and the detection
of the presence of aflatoxins through the chromatography in the dimensional thin
layer two-dimensional. It was found the occurrence of Aspergillus spp in 67% of
peanut samples and 33% of peanut sweet, aflatoxins were detected in 58% of the
samples of peanut and 60% of peanut sweet. The results evidenced relation between
the presence of Aspergillus spp and the presence of aflatoxin in grains, but not in
peanut sweet. Among the seven samples of peanuts in natura contaminated with
aflatoxins, two exceeded the limit allowed by law.

Key words: Aspergillus spp., aflatoxins, peanut, peanut sweet, chromatography

INTRODUCAO

Os fungos sao indesejaveis nos alimentos, porque sdo capazes de produzir
uma grande variedade de enzimas que, agindo sobre os alimentos, provocam sua
deterioracdo. Além disso, muitos fungos podem produzir metabolitos toxicos quando
estdo se multiplicando nos alimentos. Esses metabolitos recebem a denominacao
genérica de micotoxinas e correspondem a produtos metabdlicos secundarios que,
quando ingeridos com os alimentos, causam alteragdes biologicas prejudiciais tanto
no homem como nos animais. Os principais géneros produtores de micotoxinas sao
Aspergillus, Penicillium e Fusarium (Visotto et al., 2008; Sabbadini et al., 2009).

A produgdo de micotoxinas depende do crescimento fungico, portanto pode
ocorrer em qualquer época do cultivo, colheita, ou estocagem dos graos. Contudo,
crescimento de fungos e produgdo de toxinas nao sao sindonimos, porque nem todos os
fungos produzem toxinas. Por outro lado, as micotoxinas podem permanecer no alimento
mesmo depois que os fungos responsaveis tenham morrido (Taniwaki e Silva, 2001).

Dentre as micotoxinas, as aflatoxinas sao as que podem causar maiores danos
aos seres humanos e animais, pela sua alta toxicidade e ampla ocorréncia (Mallmann
et al., 2003). Os principais fungos produtores de aflatoxinas sdo Aspergillus flavus e
Aspergillus parasiticus, conhecidos como aflatoxigénicos desde o inicio da década
de 60. Esses fungos estdo amplamente distribuidos na natureza e se desenvolvem
bem em temperaturas acima de 25°C e umidade relativa acima de 80 % (Nordin,
1995; Shundo et al., 2003).

No Brasil, o clima quente e tmido e as nao tdo adequadas condicdes tecnologicas
de plantio, colheita, secagem e armazenamento dos produtos agricolas propiciam
condicdes favoraveis a proliferacao de fungos produtores de aflatoxinas. Isso constitui
um grave problema na producdo de graos, assim como um grande problema de
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saude publica (Colaco et al., 1994). O maior problema decorre da agdo cronica das
aflatoxinas no homem, pois ocasionam disturbios imunoldgicos e o aparecimento de
cancer hepatico (Amaral et al., 2006).

Existem quatro tipos de aflatoxinas detectadas pelos métodos analiticos
tradicionais, baseados em cromatografia e imunoensaios, denominadas B1 e B2,
que apresentam fluorescéncia azul-violeta quando observadas sob luz ultravioleta,
e G1 e G2, que apresentam fluorescéncia esverdeada (Baldissera ef al., 1992; Prado
et al.,2008).

As aflatoxinas podem estar presentes em diversos alimentos, tais como,
amendoim, milho, castanhas, feijao, arroz, cevada, sementes de girassol e ragdes
animais. O amendoim (A4rachis hipogaea) ¢, sem duvida, um dos graos mais
contaminados por aflatoxinas e por causa disso tem sido objeto de inumeras
investigacdes, tanto o grao in natura, como seus subprodutos (Santos et al., 2001). O
presente trabalho teve como objetivos principais constatar a presenga de Aspergillus
spp em amostras de graos de amendoim (4. hipogaea) e de doces tipo pacoca, bem
como detectar e quantificar a contaminagao por aflatoxinas nas amostras analisadas.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 12 amostras de graos de amendoim in natura destinados as
industrias gauchas de doces, enviadas ao Laboratorio de Micotoxinas da Fundagao de
Ciéncia e Tecnologia CIENTEC, localizado em Porto Alegre, RS, no més de margo
de 2010, e 10 amostras de pagocas de amendoim oriundas de pontos de comércio no
municipio de Porto Alegre.

As pagocas, pertencentes a 10 marcas diferentes, foram adquiridas em estabele-
cimentos comerciais (2 supermercados, 3 armazéns e 5 lojas de produtos alimenticios)
do municipio de Porto Alegre no més de abril de 2010.

Cultivo Fingico a partir de Graos de Amendoim

A analise da presenca de Aspergillus spp nos graos de amendoim coletados foi
realizada pelo Laboratorio de Microbiologia do Unilasalle, no periodo de abril a maio
de 2010, através da técnica de plaqueamento direto em placas de Petri, contendo o
meio de cultura dgar batata dextrose (PDA) acidificado, descrita por Taniwaki e Silva
(2001). A acidificacao foi feita a partir da adicdo ao meio pronto fundido, de 1% de
solucdo estéril de acido tartarico a 10%, até o pH final de 3,5. Em capela de fluxo
laminar, por¢des de 15 graos das amostras foram inicialmente imersas em uma solucao
de 0,4% de hipoclorito de sddio por 2 minutos e, em seguida, enxaguadas trés vezes
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em agua destilada. Cada porg¢ao foi dividida em 3 placas de Petri contendo o meio
PDA acidificado, cada uma com 5 graos de amendoim, com o auxilio de uma pinga
esterilizada. A incubacao foi realizada em estufa a 25°C por um periodo de cinco dias.

Cultivo Fungico a partir de Pacocas de Amendoim

A verificagdo da presenca de Aspergillus spp em pagocas de amendoim foi reali-
zada através do método descrito por Swanson ef al. (1992), onde 10g de cada amostra
foram submetidas a diluigdes seriadas em 90 mL de agua peptonada até 10, Conforme
ametodologia descrita por Marvin (1976), através da técnica de pour plate, aliquotas
de 1 mL, de cada diluicao, foram inoculadas em 15 mL de meio PDA acidificado
fundido, seguido de homogeneizagdo. Apoés a solidificagdo do agar, as placas foram
invertidas e incubadas a 25°C, durante 7 dias. Apos, foram contadas as coldnias, € 0s
resultados expressos em unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL).

Isolamento e Identificacdo Fungica

A investigacao da presenca de Aspergillus spp foi realizada a partir da detecgdo
de colonias tipicas do género Aspergillus nos cultivos fingicos, através da técnica
do ponto central, descrita por Pitt et al. (1997), onde, com o auxilio de um fio de
platina, foi inoculada uma amostra de uma colonia suspeita na parte central de uma
placa de Petri, contendo meio PDA acidificado, seguido de incubagdo a 25° C por
7 dias. Na observagao morfologica da coldnia, avaliou-se a textura e a coloragdo da
superficie e do reverso.

A analise das caracteristicas microscopicas seguiu a técnica de microcultivo
(técnica de slides) entre lamina e laminula (Sutton, 1980). Para tanto, foi realizado o
repique das coldnias suspeitas no centro de um bloco de lem’de agar PDA acidificado,
depositado sobre uma lamina estéril e coberto com uma laminula estéril. Cada lamina
foi depositada sobre um suporte de vidro, no interior de uma placa de Petri, contendo,
no fundo, um papel umedecido em dgua destilada, todos previamente esterilizados,
seguindo-se de incubagdo a 25° C por 3 dias. Apos o periodo de cultivo, as laminulas
foram coradas com Lactofenol azul de algodao e observadas sob microscopio optico.
A identificagdo do género foi realizada a partir da chave de classificagdo dos fungos
deteriorantes comuns em alimentos, de Pitt et al. (1997).

Analise das Aflatoxinas

A analise de aflatoxinas foi feita no Laboratdério de Micotoxinas na CIENTEC,
no periodo de margo a abril de 2010, com base na metodologia analitica para
determinacdo qualitativa e quantitativa de aflatoxinas, conforme a Instrugao
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Normativa n°® 9 da Secretaria de Defesa Agropecuéria do Ministério da Agricultura
e do Abastecimento, publicado no Diario Oficial da Unido, de 30 de marco de 2000.
A extracao de aflatoxinas foi realizada a partir de 50g de amendoim moido ou 50g
de pagoca. O processo consistiu na adi¢do de metanol e KCI a 50g da amostra,
seguida de liquidificacdo e filtragdo. Apods, 150 mL do filtrado foram homogeneizados
com o sulfato de cobre e celite, deixados em repouso e filtrados em papel filtro.
Em seguida, 150 mL desta segunda filtragao foram transferidos para um funil de
separacao, contendo agua destilada, onde foram adicionados 10 mL de cloroférmio,
agitados e deixados em repouso. Apos repouso, foi drenada a fase cloroférmica para
um frasco escuro e adicionados mais 10 mL de cloroférmio ao funil, repetindo a
operagdo anterior, coletou-se a fase cloroféormica no mesmo frasco. O volume de
cloroformio recuperado foi, entdo, medido, homogeneizado e evaporado até a secura,
sob nitrogénio em banho-maria com agitagao e temperatura em torno de 40° C.

A detecgdo foi efetuada por cromatografia em camada delgada bidimensional
através da comparacao visual com padrdes, utilizando-se placas de cromatofolhas
de gel de silica 60G, com 0,25 mm de espessura, sem indicador de fluorescéncia. O
extrato seco foi redissolvido em 200 pL de benzeno-acetonitrila (98:2) e, em segui-
da, agitado em banho de ultra-som para homogeneizagao das duas fases drenadas.

Apods homogeneizagao, 20 pL do extrato da amostra e 5 pL. de uma mistura
de solucdo padrao de aflatoxina B1, B2, G1 e G2 foram aplicados em uma placa de
cromatofolha bidimensional (10x10), com uma microsseringa. A placa foi colocada
em uma cuba com cloroférmio/acetona (90:10) por 10 minutos e, em seguida, em
uma cuba com tolueno/acetato de etila/acido féormico/cloroférmio (35:25:10:25) por
10 minutos, para migracdo das aflatoxinas. Apos secagem das placas em capela por
10 minutos e em estufa a 110° C por 1 minuto, as mesmas foram analisadas sob luz
ultravioleta de onda longa a 365nm para a detecgao de aflatoxinas.

Uma vez confirmada a presenca de aflatoxina na amostra, a quantificagdo foi
efetuada através de nova cromatografia em camada delgada bidimensional, sob as
mesmas condigdes, comparando-se a amostra com padrdes de quantidades conhecidas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Contaminacdo de Amendoim por Fungos e Aflatoxinas

A incubacao de graos de amendoim evidenciou crescimento fingico em todas
as 12 amostras analisadas. Os géneros encontrados foram Aspergillus, Rhizopus,
Fusarium e Penicillium, com prevaléncia do primeiro, conforme ilustra a tabela 1.
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Tabela 1. Géneros de fungos e presenca de aflatoxinas nas amostras de amendoim analisadas.

R Aspergillus e Aspergillus Apenas
, , X Penicillium . sem .
Aspergillus  Rhizopus Fusarium aflatoxinas . aflatoxinas
aflatoxinas
N° de

amostras 5 4 3 5 3 2
contaminadas
Percentual de 17

amostras 67 0 33 25 ) 25

contaminadas

Os resultados indicaram elevada ocorréncia de Aspergillus spp em amendoim
in natura, assim como a susceptibilidade desse grao a contaminagao por aflatoxinas.
Vecchia e Castilhos-Fortes (2007), também, relataram que o género Aspergillus é
normalmente encontrado em graos armazenados. Em estudo realizado por Nobre-
ga e Suassuna (2004), a partir da analise sanitaria de sementes de amendoim, foi
verificado crescimento fungico dos géneros Aspergillus, Rhizopus e Fusarium nas
sementes de amendoim, onde, ainda, foi evidenciada maior taxa de contaminagao
pelo género Aspergillus.

Dentre as 8 amostras contaminadas com Aspergillus spp, 5 apresentaram
contaminagdo somente com o fungo, 3 apresentaram contamina¢do somente com
aflatoxinas, enquanto apenas em 2 foram constatadas aflatoxinas na auséncia de
Aspergillus spp. Embora os trabalhos de Taniwaki e Silva (2001), e de Chalfoun et
al. (2008) afirmem que o crescimento de fungos e a produgdo de toxinas nao sao
sindnimos e que a presenga do fungo independe da presenca da toxina, nossos resul-
tados evidenciaram haver relacdo entre a ocorréncia de Aspergillus spp € a presenga
de aflatoxinas em graos de amendoim in natura (P =0,01).
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Tabela 2. Analise das amostras de amendoim in natura em relag@o ao percentual de contaminagao
fingica, géneros observados, n° de colonias de Aspergillus spp. ¢ contaminagao por aflatoxinas.

Amostra Contaminacio  Géneros N° Colonias Contaminacio Tipo de
de fungica (%) observados Aspergillus spp. total aflatoxinas aflatoxina
amendoim (ng/kg)
1 80 Rhizopus 0 1,0 Bl
Aspergillus
2 100 Penicillium 2 13,88 Bl eB2
Fusarium
Aspergillus
3 100 Penicillium 2 1,5 Bl eB2
Fusarium
4 100 Aspergillus 4 NAO DETECTADO -
Fusarium
5 100 Rhizopus 0 NAO DETECTADO -
6 86 Aspergillus 1 126,18 B1,B2,Gl e G2
Fusarium
7 100 Rhizopus 0 2,0 Ble Gl
8 76 Penicillium 0 NAO DETECTADO
9 93 Aspergillus 1 4,36 BleB2
Rhizopus
10 93 Aspergillus 7 44,82 Bl eB2
Rhizopus
11 100 Aspergillus 3 NAO DETECTADO --
12 100 Aspergillus 4 NAO DETECTADO -
Penicillium
Fusarium
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O género Aspergillus foi identificado e confirmado em 8 amostras de amendoim
in natura, enquanto a presenca das aflatoxinas foi observada em 7 amostras. Os maiores
indices de contaminagdo foram constatados nas amostras de n°® 6 ¢ 10 (Tabela 2).

Nas 7 amostras contaminadas com aflatoxinas, apenas a de n° 6 apresentou
contaminacao pelas 4 aflatoxinas, a de n°® 7 por B1 e Gl e, as demais, por Ble B2
(Tabela 2).

Segundo os trabalhos de Farias ef al. (2000) e de Chalfoun et al. (2008), a
distingdo bioquimica entre as espécies do grupo A. flavus e A. parasiticus ¢ o fato
do A. parasiticus produzir os quatro tipos de aflatoxinas, enquanto que o 4. flavus
produz apenas as B1 e B2. Como neste trabalho a identificacdo foi apenas até o nivel
de género, tal fato indica a possibilidade de que o fungo encontrado nas amostras de
n° 6 e 7 pertenca a espécie 4. parasiticus.

Das 12 amostras analisadas, duas apresentaram indices de contaminagdo acima
do limite permitido pela legislagao brasileira (de 20pug/kg na soma das 4 aflatoxinas).
Esses resultados demonstram que a contaminagao de graos de amendoim in natura
por aflatoxinas deve ser tratada como um problema de saude publica, necessitando
constante vigilancia por parte dos 6rgaos responsaveis, de modo a controlar e a garantir
a qualidade do amendoim consumido pela populagdo. Conforme Santos ef a/ (2001),
a populacdo esta exposta aos problemas de satde causados pelas aflatoxinas devido
ao consumo do produto por grande parte das pessoas.

Contaminacao de Pacocas por Fungos
A incubagao das pagocas evidenciou crescimento filngico em seis das dez amostras,
sendo 83% pertencentes ao género Rhizopus, 67% a Penicillium e 33% a Aspergillus.
O numero de amostras de pagocas contaminadas com Aspergillus spp foi menor
do que a contaminagdo observada nas amostras de amendoim in natura. Provavel-
mente, isso tenha ocorrido devido ao processo industrial pelo qual sdo submetidas
as pagocas, conforme sugere o trabalho de Sylos et al. (1996).

Contaminacao de Pacocas com Aspergillus spp. e Aflatoxinas

O género Aspergillus foi identificado e confirmado em apenas duas amostras de
pacocas; no entanto, seis amostras apresentaram a presenga de aflatoxinas, conforme
indica a tabela 3.

Conforme demonstra a tabela 3, o maior nivel de contaminagao por aflatoxina
foi encontrado na amostra de n° 8 (3,5 pug/kg de G1), embora essa ndo tenha eviden-
ciado crescimento de Aspergillus spp. A presenca de aflatoxina na auséncia do fungo
produtor, também, foi determinada nas amostras n°2, 3,4 ¢ 6. A amostran®9, além de
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revelar a presenca de Aspergillus spp., apresentou contaminac¢ao com as aflatoxinas
B1 e B2. Apenas a pagoca de n° 10 ndo apresentou contaminagdo por aflatoxinas,
apesar de ter evidenciado a presencga de Aspergillus spp.

Tabela 3 - Analise das amostras de pagoca em relagdo ao nimero de coldnias fingicas, de colonias
de Aspergillus spp., géneros observados e contaminagao por aflatoxinas.

Amostra N° Colonias Géneros observados N° Colonias  Contaminacio total Tipo de
de pacoca (UFC/mL) Aspergillus spp. aflatoxinas (ng/kg) aflatoxina
1 0 SEM CONTAMINACAO 0 NAO DETECTADO -
2 0 SEM CONTAMINACAO 0 1,5 BleB2
3 10 Rhizopus 0 3,0 B1,B2, Gl e G2
BI1,B2,Gl e G2
4 40 Penicillium 0 3,0
5 0 SEM CONTAMINACAO 0 NAO DETECTADO -
6 20 Penicillium 0 3,7 B1,B2, Gl e G2
Rhizopus
7 20 SEM CONTAMINACAO 0 NAO DETECTADO -
8 20 Penicillium 0 3,5 Gl
Rhizopus
9 40 Aspergillus Penicillium 1 1,5 BleB2
Rhizopus
10 300 Aspergillus 1 NAO DETECTADO -
Rhizopus

Os resultados ndo demonstraram haver relagcdo entre a presenca do fungo e
as toxinas detectadas em pagocas (P=0,52), porém houve presenca de aflatoxinas
em 60% das amostras. Em estudo realizado por Nordin et al. (2000) sobre o teor
de aflatoxinas em produtos de amendoim comercializados nos mercados de Porto
Alegre, foram analisadas 37 amostras de pacocas, das quais 25 (67%) apresentaram
contaminagao por aflatoxinas e dessas 22 (88%) estavam acima do limite permitido
pela legislagc@o vigente na época (maximo de 30pg/kg para a soma das aflatoxinas).

No presente trabalho, das dez amostras de pagocas analisadas, nenhuma
ultrapassou o limite permitido no Brasil (20pg/kg), o que demonstra uma melhora
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nas condi¢des de preparo e de armazenamento dos produtos. No entanto, nos paises
da Unido Europeia, o limite para amendoim e derivados ¢ de 4 ng/kg para aflatoxinas
totais (B1+B2+G1+G2), sendo que o maximo de aflatoxina B1 permitido ¢ de 2 pg/kg.
Essa discrepancia recomenda a necessidade de estudos que avaliem e determinem a
que concentracdes as aflatoxinas, efetivamente, tornam-se nocivas aos seres humanos
€ animais.

Nao foi evidenciada relacdo significativa entre a presen¢a do fungo e de
aflatoxinas em pagocas. No entanto, estudos de Sylos et al. (1996) indicam que o
calor do processo de produ¢do pode ter diminuido ou destruido a contaminagao
fingica advinda das matérias primas, porém nao tendo sido suficiente para degradar
totalmente as aflatoxinas, uma vez que estas sdo extremamente resistentes ao calor.

Em um estudo realizado por Chalfoun et al. (2008), em ragdes para aves,
foi verificado que em 50% delas havia presenga de aflatoxina mesmo na auséncia
dos fungos, indicando que o crescimento do fungo ocorreu em etapas anteriores
ao processamento, possivelmente tendo sido proveniente das matérias primas,
constituidas de cereais e derivados.

Neste estudo, optamos por realizar as analises a partir da escolha aleatéria de
15 graos de amendoim (para o cultivo fingico) e de 50g de graos (para a verificacao
da contaminagao por aflatoxinas), ambos extraidos de uma amostra original de 1 kg,
enviada ao CIENTEC. Consideramos, no entanto, que apesar dos graos submetidos
aos testes (de cultivo fungico e de contaminacgao por aflatoxinas) terem sido oriundos
de um mesmo lote, representaram unidades amostrais distintas. Sendo assim, a
comparagdo entre a presenga de Aspergillus spp e de aflatoxinas, pela metodologia
empregada, pode ndo ter sido fidedigna.

Entendemos que, como forma de se obter um resultado mais confidvel, deveria
ser feita a trituragdo e a homogeneizagao prévias de toda a amostra original e desta,
entdo, serem retiradas as quantidades necessarias as analises.

CONCLUSOES

As metodologias utilizadas neste trabalho se mostraram eficazes na deteccdo e
quantificacao das aflatoxinas, bem como para o crescimento de fungos dos géneros
Aspergillus, Penicillium e Rhizopus, tanto nas analises de amendoim in natura quanto
de pagoca.

Dentre as doze amostras de amendoim in natura analisadas, duas apresentaram
contaminac¢do acima do limite permitido pela legislacdo brasileira (de 20pg/kg na
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soma das 4 aflatoxinas) e nenhuma das dez amostras de pacocas analisadas ultrapassou
esse limite. Sendo que graos de amendoim, aparentemente sadios, apresentaram
contaminacao por fungos com potencial toxigénicos.

Foi evidenciada relagdo entre a ocorréncia de Aspergillus spp. € a presenga
de aflatoxinas em graos de amendoim in natura (P=0,01), porém o mesmo nao foi
observado na analise de pagocas.

Neste trabalho, ainda que os graos utilizados para o cultivo do fungo e a extragao
de aflatoxina fizessem parte do mesmo lote, foram provenientes de amostragens
distintas, o que pode ter influenciado nos resultados finais. Sugere-se, portanto,
que em um futuro estudo, utilize-se uma metodologia em que todos os graos do
lote amostral sejam previamente moidos e homogeneizados, para que possam ser
produzidos resultados mais confiaveis.
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