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PESQUISA E DOSAGEM DE AFLATOXINA EM AMENDOIM E DERIVADOS
E EM OUTROS CEREAIS

SEARCH AND DOSAGE OF AFLATOXIN IN PEANUTS AND DERIVATIVES AND
OTHER CEREAIS

WALDOMIRO PREGNOLATTO (1)
MYRNA SABINO (1)

Chromatography techniques in paper and in thin Iayer chromatography are
described for the searching and determination of aflatoxin in foods for human
consumption, and in rations for animaIs.

Using these techniques, 32 foods were anaIysed, of whích 20 contained afla-
toxín, and 130 rationa, where 104 were contaminated

Besides the peanut flour and other peanut products, the manioc flour showed
highIy contaminated with aflatoxin.

Sodium bissulfite1:1O.000 showed effectuaI to avoid the deveIopment of the
Aspergillus flavus in the peanut flour.

INTRODUÇÃO

O amendoim, uma importante fonte de
protenías, usado principalmente em rações
para aves' é fàcilmente invadido por cêpos
de Aspergillus flavus, os quais produzem
metabólitos estremamente tóxicos que re-
ceberam o nome de Aflatoxinas num rela-
tório apresentado por STENVENSON ao
"Interdepartmental Working Party," em
196249• .

O problema dessas toxinas veio à luz
devido a grande perda de peruzinhos ocor-
rida em 1960 em Granjas da Inglaterra.
De fato, nesse ano cerca de 100. 000 peru-
zinhos e patos jovens morreram em poucos
meses. As aves afetadas morriam no es-
paço de uma semana, durante a qual per-
diam o apetite, tornavam-se apáticas e
perdiam a fôrça das asas.

O exame post-mortem evidenciou franca
hemorragia no fígado e aumento do rim47•

Simultâneamente, um mal semelhante
ocorria na Áustria, Hungriat"- Uganda,

Kenya'", Nestes dois últimos países per-
deram-se 14.000 patinhos em 4 semanas.

Não somente aves domésticas como pe-
rus, patos, faisões, raramente frangos mos-
travam-se sensíveis a estas toxinas" mas
também animais como porcos, veados e
carneiros 29, 31, 4(t 41.

Inicialmente êste tipo de intoxicação foi
atribuído a substâncias tóxicas' existentes
nos componentes das rações. Ràpidamen-
te, porém, estabeleceu-se a ligação entre
êste tipo de intoxicação e o uso nas rações
de tortas de amendoim procedentes do Bra-
sil, segundo ALLCROFT et alii' e SAR-
GEANT et alii'", os quais mostraram tam-
bém que dessas tortas tóxicas se podia ex-
trair um princípio ativo que produzia a mor-
te, com os mesmos sintomas verificados na
Inglaterra. SARGEANT et alii-", mostra-
ram que não eram somente as tortas de
amendoim provenientes do Brasil as res-
ponsáveis por êsse tipo de intoxicação, mas
também as provenientes da Nigéria, África

(1) Da Seção de Química Biológica e Espectrografla do Instituto Adolfo Lutz.
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Ocidental, África Oriental, Gâmbia e índia,
o que conduziu as pesquisas para o campo
das toxinas. Em setembro de 1 9 6 O,
AUSTWICK & AYERST7 observaram a
presença de fragmentos, de hyfas de fungos
em algumas tortas, o que levou SAR-
GEANT et alii'« isolar de uma torta de
amendoim de Uganda especialmente tóxica
um produto produzido por um fungo, que
foi identificado como sendo o Aspergillus
jlavus- tendo as mesmas propriedades tóxi-
cas das tortas estudadas. Daí, natural-
mente, o nome de aflatoxina dada a êsse
princípio tóxico por êle elaborado.

WILSON et alii'", estudaram 121 fungos
isolados, representando 20 espécies dos
quais somente os da espécie Aspergillus
jlavus e Aspergillus parasiticus produziram
aflatoxina, sendo o Aspergillus flavus Link
é o responsável pela produção de maiores
quantidades de aflatoxina.

Outros bolores foram estudados, dos
quais o Penicillium puberulum Bain produz
aflatoxina em pequena quantidade, como de-
monstraram HODGES et alii" e KULIK &
HOLADA y23 ao encontrarem êsse fungo
em amostras de amendoim.

Aspergillus [lavus é um fungo muito co-
mum' podendo ser fàcilmente encontrado
e isolado em muitos depósitos de gêneros
alimentícios tropicais. :tEles se desenvol-
vem muito ràpidamente, mas necessitam de
um teor de umidade maior que a maioria
dos fungos.

Em climas tropicais, onde encontramos
normalmente temperaturas de 30° ou mais,
êste fungo necessita de uma umidade rela-
tiva do ar de no mínimo 80%, o que cor-
responde a uma umidade mínima de cêrca
de 9% na semente do amendoim e de 16%
nas farinhas desengorduradas do amendoim.

O desenvolvimento do fungo e, por con
seqüência, a formação da aflatoxina só
ocorre numa pequena parte da semente.
:tEste fungo é geralmente distinguido por
possuir coloração rosea de carne.

O fungo pode atacar diretamente a se-
mente antes que o processo de secagem di.
minua a porcentagem da umidade abaixo
do limite próprio para o seu desenvolvi.
mento, ou pode ter lugar também em qual-
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quer estágio posterior, desde que o teor
de umidade e temperatura sejam favoráveis.
A secagem posterior não afeta o teor de
aflatoxina já produzido, pois ela resiste às
oondições de secagem e até mesmo ao pro-
cesso de torração.

Enquanto as sementes estão nas cascas,
sãs e em estado de crescimento, e o teor
de umidade é demasiado alto, cêrca de 25% '
elas não são atacadas pelo fungo, pois pos-
suem um mecanismo protetor, que pode
ainda ser suplementado pelas barreiras fisi-
cas representadas pela própria casca e te-
gumentos.

Mas, se se deixar que os grãos amadure-
çam além do ponto normal de maturação, o
ataque do fungo pode ocorrer com sérios
riscos então para a qualidade do grão oca-
sionando ainda a queda das barreiras natu-
rais de proteção da semente.

O Aspergillus ilavus considerado como
uma espécie cosmopolita do solo, das ma-
térias orgânicas e dos grãos, especialmente
os oleosos, é abundantemente encontrado
no amendoim e seus derivados 8,20, 27, 4'5, C
ainda no feijão, arroz, mandioca 34, 38,tam-
bém nas tortas de algodão 18,28, 3'0, 39, e ra-
ramente no milho=.

Também já foi enoontrado no trigo, soja,
girassol e seus derivados, como sejam fa-
rinhas, pastas etc. 2, 9, 24, '6, 37.

Diversas toxinas com propriedades físico-
-químicas muito semelhantes às da aflato-
xina têm sido encontradas por diversos
auíores:ALLARD. mostrou que Aspergillus
versicolos (Vuil) Tirab é capaz de produ-
zir aflatoxina entre seus metabólitos, mas
BULLOCK et alii'! mostrou que pode ter
havido confusão com a sterigmatocystína e
aversina, substâncias com propriedades
muito semelhantes às da aflatoxina.

Também o fungo Macrophomina phaseoli
produz uma toxina parecida com a aflato-
xina, como o demonstrou CROWTHER16
que também descreveu uma técnica simples
em C. C. D. pela qual se podem diferen-
ciar estas toxinas.

Muito numerosos são os metabólitos pro-
duzidos por Aspergillus [lavus; como veri-
ficaram ASAO et alii" e ARMBRECHT
et alii» porém, os mais conhecidos e mais
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tóxicos são os do grupo B e G, assim clas-
sificados em função de apresentarem fluo-
recência característica azul e verde respecti-
vamente, quando observados sob luz ultra-
-violeta,

Em 1963, COOMES & SANDERS15 se-
param, por cromatografia em papel, aflato-
xina B e G para, em seguida, um grupo
de investigadores da Inglaterra - BROAD-
BENT, CORNELIUS & SHONpo, NES-
BITT et alii'", VAN DER ZIJDEN et alii50
isolarem finalmente por C. C. D. 4 toxinas,
respectivamente aflatoxina Bl, aflatoxina B2
aflatoxina G1 e aflatoxina G2. Logo em
seguida HARTLEY, NESBITT & O'KEL-
Ly21 estabelecem as fórmulas moleculares
dessas substâncias, para ASAO et alii5.· 6

proporem a fórmula estrutural das aflato-
xinas B, e G1 e CHANG et alii'", VAN
DORP et alii" proporem as da B2 e G2•

Os espectros característicos das 4 aflato-
xinas foram estabelecidos por diversos in-
vestigadores 5, 6, 21, 50,51 •

Métodos, quer sejam químicos ou bioló-
gicos" são abundantemente encontrados na
literatura. Êsses métodos baseiam-se sem-
pre na extração da toxina com solventes
adequados e separação cromatográfica em
papel w- 15, ou em camada delgada 10, 1'1, 21,

26., S5,50, subseqüente determinação por
espectrofotometria no ultra-violeta ou por
íluorometria

Dos métodos descritos na literatura, o
que oferece melhores resultados é o esta-
belecido por LEE 26, como ficou demons-
trado no "Instituto Superiori di Sanitá" 114,

método êsse que adaptamos aos nossos tra-
balhos de rotina na determinação das afla-
toxinas.

Para quem não dispõe porém de equi-
pamento para cromatografia em camada
delgada, estabelecemos um método rápido
e mais simples por cromatografia em papel,
que dá resultados aceitáveis, mas não tão
bons como quando se trabalha em C. C .D .

MATERIAL E MÉTODOS

A determinação da aflatoxina envolve as
seguintes operações:

1. Preparo da amostra
2 . Extração de aflatoxina
3. Separação cromatográfica dos meta.

hálitos
4 . Avaliação

1. MATERIAL

Silica gel para C. C. D ., Merck
Clorofórmio p. a .

Éter dietílico p. a livre de peróxidos
(éter anestésico Rhodia)

Metanol p.a.

Acetona
Solventes

Cloroíórmio-metanol (97: 3 )
(para a cromatografia em C.C.D.)
Agua-éter.acetona-rnetanol (3: 1:1:1)
(para a cromatografia em papel)

Silicato de sôdio

Cubas e equipamentos para cromatogra-
fia em papel e em C.C.D.

2. MÉTODOS

1. Preparo da amostra - Para mate-
rial desengordurado, ou contendo pequena
quantidade de gordura, basta moer muito
bem e homogeinizar; quando porém o ma-
terial contém mais de 4% de gordura,
extrair em Soxhlet com éter de petróleo
(30-600C) por 6 horas. Secar o resíduo
em estufa a 45°C.

2. Extração da ailatoxina - Pese 25g
do material, transfira para copo de 300 ml
e umideça com água fervente, cuidadosa-
mente até que se forme uma pasta: deixe
em repouso por 10 minutos, e adicione aos
poucos e cuidadosamente à pasta 100 ml
de clorofórmio, com constante homogeini-
zação; deixe em agitação fraca e constante
por 30 minutos, filtre a vácuo, recolhendo
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o filtrado em balão de 100 ml, lave o resí-
duo com 10 ml de clorofórmio e complete
o volume com clorofórmio. Evapore cui-
dadosamente o clorofórmio em banho-ma-
ria até secar, tendo o cuidado de evaporar
as últimas porções em corrente de nitro-
gênio. Dissolva o resíduo em 10 ml de
clorofórmio.

3. CROMATOGRAFIA

a) Em camada delgada

Use placas de 20 x 20 com camada de
sílica gel de 400 !J. secadas ao ar por 30
minutos e ativada em estufa a 105°C por
2 horas.

Transfira para a placa de 30 a 600 mi-
crolitros de extrato clorofórmico e desen-
volva o cromatograma com clorofórmio-
-metanól (97: 3), até a altura de 12 em
da base; seque ao ar e observe sob luz ultra-
-violeta, marque os Rf. Desenvolva nova-
mente a placa com éter como solvente: as
manchas devem permanecer nas mesmas
posições (deslocamento das manchas indi-
cam que as mesmas não eram de aflatoxi-
na). Nestas condições, observam-se, sob
luz fluorecente 4 manchas que correspon.
dem às 4 aflatoximas conhecidas, Bl, B2,

Cálculo

(A363 - ~20) X 4 x 312

G1, G2, nos respectivos Rf de 0,65, 0,60,
0,50 e 0,34.

b) Em papel

Impregne tiras de papel Whatman n9' 1
de 20 x 5 em, em solução de silicato de
sódio a 2% p/v e seque-as em estufa a
100°C por 1 hora. Transfira para o papel
de 30 a 600 microlitros do extrato clorofór-
mico e desenvolva o cromatograma com
água-éter-acetona-metanol (3: 1:1:1)) até
atingir a altura de 12 em da base. Seque
ao ar e observe sob luz ultra-violeta. A
mancha com Rf de 0,70 corresponde a
aflatoxina Bj, a com Rf de 0,60 à B2 e, no
Rf de 0,35, aparecem as G1 e G2 juntas.

4. AVALIAÇÃO- Aflatoxina B, e B2

Raspe a camada de sílica da placa ou re-
corte o papel em tiras que correspondem
às toxinas B, e B2 e elua-as em 2 rol de
metanól por contato e durante 30 minutos.
Filtre, lave o resíduo com 2 ml de metanól
recolhendo o filtrado e o álcool de lavagem
em cuba apropriada (cuba de 10 mm do
Beckmann DU). Leia a absorbância des-
sas soluções a 363 e 420 m[L,usando como
branco o metanól previamente tratado com
a sílica ou o papel usados na cromatogra-
fia e que sofreu o mesmo tratamento.

22 000
= X mg aflat, em 4 m l metanol

10
X mg aflat. x

0,6
y mg de aflat. em 10 ml de
clorofórmio, que correspon-
de a 25 g da amostra

mg por quilo da amostraY mg aflat. x 40

P .M. Aflat. B, = 312
Coeficiente molar extinção de B, = 22 000

Para a determinação da aflatoxina em
certos alimentos ricos em gordura e/ou em
carbohidratos, torna-se necessário purificar
previamente a amostra.

Para isso, transfira-se 25 g da amostra
já moída e homogeinizada para copo de
600 mI, junte 150 ml de etanol a 95 ro
68

e agite durante 5 minutos com agitador
mecânico.

Filtre através Buchner a vácuo, lave o
resíduo com cêrca de 100 ml de etanol,
recolhendo filtrado e álcool de lavagem em
balão de 250 rnil , complete o volume com
etanol e homogeinize.
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Transfira para funil de separação de 250
ml , 25 ml dessa solução, junte 10 ml de
HCI N, e extraia as substâncias lipossolú-
veis com 2 vêzes 25 ml de tetraclorêto de
carbono. Adicione à fase alcoólica 65 ml
de HCI N e extraia daí as toxinas com 3
vêzes 20 ml da mistura clorofórmio-é ter
(9: 1), à qual se junta 2 g de sulfato de
sódio anidro e, em seguida, 2 g de sílica
gel. Filtre através de Gooch de placa po-
rosa contendo 5 g de óxido de alumínio
cromatográfico, lavando o resíduo com 20
ml de clorofórmio. Evapore o líquido em
cápsula de porcelana em banho-maria cui,
dadosamente até secura. Dissolva o resí-
duo em 0,5 ml de clorofórmio e croma-
tografe.

MEIOS DE EVITAR A CONTAMINAÇÃO E COMO
DESTRUIR A AFLATOXINA

Derivados dos lipídios do amendoim, tais
como o óleo e as pastas gordurosas, apre-
sentam-se livres de aflatoxina como já ha-
via sido verificado por PARKER & MEL-
NICK36, de acôrdo, aliás, com as observa-
ções de SHIMKIN & KRAYBILU6 e
SPENSLEY48, que verificaram ser a aflato-
xina destruída no processo de refinação dos
óleos, ao serem êstes lavados com álcali.

Nas farinhas contaminadas, é impossível
destruir a aflatoxina por meios práticos.

A contaminação de farinhas elaboradas
a partir de amendoim não contaminado po-
de ser evitada pela adição de bissulfito de
sódio, na proporção de 1: 10 000; de fato,
farinhas puras às quais juntamos bissulfito
naquela proporção, mantidas em ambien-
te ideal para o desenvolvimento do fungo
e posteriormente contaminadas, não apre-
sentaram depois. de 1 mês quaisquer traços
de aflatoxina, enquanto que a farinha teso
temunho apresentou-se com mais de 15
p .p .m. de aflatoxina. Propionato de cál-
cio também impede o desenvolvimento do
fungo, mas em quantidades anti-econômi-
cas, enquanto que o benzoato de sódio não
exerce qualquer ação inibidora.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Por cromatografia em C. D. e em papel
consegue-se separar perfeitamente as afla-
toxinas existentes em produtos naturais.

Produtos de amendoim analisados mos-
traram-se um alto teor de aflatoxina, sendo
que, raramente, se encontrou uma amostra
negativa.

Isso evidencia a precariedade das condi.
ções higiênicas na conservação do ameno
doim e na elaboração de derivados: o pro-
blema torna-se ainda mais grave quando se
verifica que não só as farinhas de ameno
doim destinadas à fabricação de rações
animais mas também pràticamente todos os
produtos destinados ao consumo humano
evidenciaram alto teor em aflatoxina B1:
"pé de moleque", "paçoca", amendoim crú
e torrado de várias regiões, amendoim sal.
gado e "amendoim japonez" mostraram-se
contaminados.

Além de amendoim e seus produtos pro-
curou-se positivar a aflatoxina em outros
produtos e farinhas e com surpresa verifi-
camos estarem as farinhas de mandioca
altamente contaminadas; a quantidade de
aflatoxina na farinha de mandioca em
alguns casos era tão alta que em farinhas
de trigo, quando esta continha 10% de fa·
rinha de mandioca, podia-se separar e iden-
tificar a aflatoxina.

Nozes, castanhas do Pará, castanha de
cajú, farinhas de algodão, milho, trigo, soja,
sorgo foram analisadas e tôdas se apresen-
taram livres desta toxina; por outro lado,
rações para carneiros, coelhos, cobaias e
cavalos mostraram-se contaminadas e ainda,
em farinha de gergelim e rações para cava-
lo, evidenciou-se toxinas que possuiam tôo
das as características da esterigmatocistina,

Pela análise destes resultados, chegamos
à conclusão de que o desenvolvimento de
fungos em certos alimentos naturais é sério,
o que naturalmente não é de se estranhar,
pois sabemos muito bem quão precárias são
as condições de higiene em alguns depó-
sitos e fábricas dêstes produtos.

RESUMO

Descrevem-se técnicas de cromatografia
em papel e em camada delgada para pes-
quisa e determinação de aflatoxina em ali-
mentos para consumo humano e em rações
para animais.
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Usando essas técnicas foram analizados
32 alimentos, dos quais 20 continham afla-
toxina, e 130 rações das quais 104 estavam
contaminadas,

Além da farinha de amendoin e outros
produtos de amendoim, a farinha de man-
dioca mostrou-se altamente contaminada
com aflatoxina.

Bissulfíto de sódio aI: 10000 mostrou-
-se efetivo para evitar o desenvolvimento
do Aspergillus ilavus na farinha de amen-
doim.
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