Rev, Ingt, Adolfo Lutz
29738: 85-71, 1869 /70.

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

SEARCH AND DOSBAGE OF AFLATOXIN

IN PEANUTS AND DERIVATIVES AND

OTHER CEREALS

WALDOMIRO PREGNOLATTO (V)
MyrNa Sapmno 9

Chromatography {echnigues in paper and in thin layer chromatography are
described for the searching and determination of afiatoxin in foods for human
consumption, and in rations for animals.

Using these technigues, 32 foods were analysed, of which 20 contained afia-
toxin, and 130 rationa, where 104 were contaminated

Besides the peanut flour and other peanut products, the manioe flour showed

highly contaminated with aflatoxin.

Sodium bissulfite 1:10.000 showed effectual to avoid the development of the

Aspergillus flavus in the peanut flour.

INTRODUCAO

O amendoim, uma importante fonte de
protenias, usado principalmente em ragdes
para aves ¢ facilmente invadido por cépos
de Aspergillus flovus, os quais produzem
metabdlitos estremamente toxicos gque re-
ceberam ¢ nome de Aflatoxinas num rela-
tério apresentado por STENVENSON ao
“Interdepartmental Working Party,” em
1962 4,

O problema dessas toxinas veio & 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 MIOrreram em poucos
meses,  As aves afetadas morriam no es
paco de uma semana, durante a qual per-
diam o apetite, tornavam-ge apdticas e
perdiam a forca das asas.

Q exame postwnoriem evidenciou franca
hemorragia no figado e aumento do rim#7.

Simultineamente, um mal semeihante
ocorria na  Austria, Hupgrial” Uganda,

Kenya'®. Nestes dois dltimos pafses per-
deram-se 14,000 patinhos em 4 semanas,

Nio somente aves domésticas como pe-
Tus, patos, faisdes, raramente frangos mos-
travam-se sensivels a estas toxinas, mas
também animajs como porcos, veados e
carneiros 29, 31, 40 41

Inicialmente &ste tipo de intoxicago foi
atribuido a substincias toxicas existentes
nos componentes das ragdes. Ripidamen-
te, porém, estabeleceu-se a ligagio entre
&ste tipo de infoxicag#io € o uso nas ragdes
de tortas de amendoim procedentes do Bra-
sil, segando ALLCROFT et alii® e SAR-
GEANT et alii*?, 0s gquais mostraram tam-
bém que dessas tortas toxicas se podia ex-
trair um principio ativo que produzia a mor-
te, com o8 mesmos sintomas verificados na
Inglaterra. SARGEANT er glii**, mostra.
ram que nfico eram somente as tortas de
amendoim provenientes do Brasil as res-
ponséveis por &sse tipo de intoxicac@o, mas
também as provenientes da Nigéria, Africa

(1) Da Seclio de Quimica Bioldgica ¢ Ezpectrografla do Instituto Adolfo Lutz,
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Ocidental, Africa Oriental, Gimbia e fndia,
o que conduzin as pesquisas para o campo
das toxinas. Em setembro de 19640,
AUSTWICK & AYERST? observaram 1
presenca de fragmentos de hyfas de fungos
em algumas tortas, o que lvon SAR-
GEANT ef qliit isolar de uma torta de
amendoim de Uganda especialmente téxica
um produto produzido por um fungo, que
foi identificado como sendo o Aspergillus
flavus: tendo as mesmas propriedades tdxi-
cas das tortas estudadas. Dai, natural-
mente, o nome de aflatoxina dada a E€sse
principio idxico por é&le elaborado.

WILSON er ali*?, estudaram 121 fungos
isolados, representando 20 espécies dos
quais sOmente os da cspécic Aspergillus
flavus e Aspergillus parasiticus produziram
aflatoxina, sendo o Aspergillus flavus Link
é o responsdvel pela producfio de matores
quantidades de aflatoxina,

Outros bolores foram estudados, dos
quais o Penicillium puberulum Bain produz
afiatoxina em pequena quantidade, como de-
monstraram HODGES e alii?* ¢ KULIK &
HOLADAY? zo encontrarem &sse fungo
em amostras de amendoim.

Aspergillus flavus é um fungo muito co-
mum podendo ser ficilmente encontrado
e isolado em muitos depésitos de géneros
alimenticios tropicais. Eles se desenvol
verm muito rapidamente, mas necessitam de
um teor de umidade maior que a maioria
dos fungos.

FEm climas tropicais, onde enconiramos
normalmente temperaturas de 30° ou mais,
éste fungo necessita de uma umidade rela-
tiva do ar de no minimo 80% . ¢ que cor-
responde a uma umidade minima de cfrca
de 9% mna semente do amendoim ¢ de 16%
nas farinhas desengorduradas do amendoim.

O desenvolvimento do fungo e, por con
seqgiténeia, a formacfo da aflatoxina sé
ocofre numa pequens parte da semente.
Biste fungo é geralmente distinguido por
possuir coloracdo 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 préprio para o seu desenvolvi-
mento, ou pode ter lugar também em qual-
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quer estdgio posterior, desde gue o teor
de pmidade ¢ temperatura sejam favordveis.
A secagem posterior nédo afeta o teor de
aflatoxina j4 produzido. pois ela resiste as
condigbes de secagem e até mesmo ao pro-
cesso de torraciio,

Enguanto as sementes estfo nas cascas,
s8s e em estado de crescimento, ¢ o teor
de wnilade é dernasiado alto, cérea de 25%
elas ndo s#o atacadas pelo fungo, pois pos-
suem um smecanismo protetor, que pode
sinda ser suplementado pelas barreiras fisi-
cas representadas pela propria casca ¢ ie-
gumentos.

Mas, se se deixar que os grics amadure-
gam além do ponto normal de maturacio, o
atague do fungo pode ocorrer com sérios
riscos entlio para a qualidade do gric oca-
sionando ainda a queda das barreiras natu-
rais de proteciio da semente.

O Aspergillus flavus considerado como
uma espécie cosmopolita do solo, das ma-
térias orgfinicas e dos grios, especiaiments
os oleosos: é abundantemente encontrado
no amendoim e seus derivados 8 20, 27,45,
ainda no feifio, arroz, mandioca 3% 38 tam-
bém nas tortas de algodio 18. 28 30,35, ¢ ya.
ramente no mitho®.

Também j4 foi encontrado no trigo, soja,
girassol e seus derivados, como sejam fa-
rinhas, pastas etc, » % 24 8, &7,

Diversas toxinas com propriedades {isico-
~quimicas muito semethantes as da aflato-
xina t&m sido encontradas por diversos
autores: ALLARD? mostrou que Aspergillus
versicolos (Vuily Tirab € capaz de produ-
zir aflatogina entrc seus metabdlitos, mas
BULILOCK et alii’® mostrou que pode ter
havido confusfo com a sterigmatocysting e
aversina, substincias com propriedades
muito semcihantes as da aflatoxina.

Também o funge Macrophoming phaseoli
produz uma toxina parecida com a aflato-
xina, como o demonstrou CROWTHERY
que também descreveu uma técnica simples
em C.C.D. pela qual se podem diferen-
clar estas toxinas,

Muito numerosos sio os metabdlitos pro-
duzidos por Aspergillus flavus, como veri.
ficaram ASAQ ef alii® ¢ ARMBRECHY
et afit*, porém, os mais conhecidos e mais
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téxicos so os do grupo B e G, assim clas-
sificados em funcdo de apresentarem fluo-
recéncia caracterfstica azul e verde respecti-

vamente, quando observados sob luz ultra.
-violeta.

Em 1963, COOMES & SANDERS? ge-
param, por cromatografia em papel, aflato-
xina B e G para, em seguida, um grupo
de investigadores da Inglaterra — BROAD-
BENT, CORNELIUS & SHONE"Y, NES.
BITT et alii**, VAN DER ZIJDEN ef alif0
isolarem finalmente por C.C.D. 4 toxinas,
respectivamente aflatoxina B,, aflatoxina B,
afiatoxing Gy ¢ aflatoxina G.,. Logo em
seguida HARTLEY, NESBITT & O'KEL-
LY# estabelecem as férmulas moleculares
dessas substéncias, para ASAO er alii® ¢
proporem a formula estrufural das aflato-
xinas By e G: ¢ CHANG er alii*®, VAN
DORP et alii®* proporem as da Bs ¢ Ga.

Os espectros caracteristicos das 4 aflato.
xinas foram estabelecidos por diversos in-
vestigadores 5 & 21, 89, 81

Métodos, guer sejam quiinicos ou biold-
gicos, sfo abundantemente encontrados na
literatura. Esses métodos baseiam-se sem-
pre na extragdo da toxina com solventes
adequados ¢ separacBo cromatogrifica em
papel 1. 35, ou em camada delgada 0. ¥, 25,
4, 8. 6%, subseqiiente determinagfio  por
ezpectrofotometria no ulfra-violeta ou por
flnorometria, .

Dos métodos descritos na literatura: o
que oferece melhores resultados & o esta-
belecido por LEE #. como ficou demons-
trado no “Instituto Superiori di Sanitd” 1%,
método 8sse que adaptamos aos nossos tra-
balhos de rotina na determinaco das afla-
toxinas.

Para quem ndo dispde porém de equi-
pamento para cromatografia em camada
delgada, estabelecemos um método ripido
e mais skmples por cromatografia em papel,
que di resultados aceitdvels, mas nio o
bons como quando se trabatha em C.C.D.

MATERIAL E METODOS

A determinagfo da aflatoxina envolve as
seguintes operacdes:

1. Preparo da amostry

2. Extracfo de aflatoxing

3. Separacfio cromatografica dos meta-
bélitos

4.  Avalacio

1. MATERIAL

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

Eter dietilico p.a livre de perdxidos
(éter anestésico Rhodia)

Metanol p.a.
Acctona
Solventcs

Cloroférmio-metanol {97:3)
{para a cromatografia em C.C.D.)

Agua-éter-acetona-metanol (3:1:1:1)
{para & cromatografia em papel)

Silicato de sbdio

Cubas e equipamentos para cromalogra-
fia em papel e emm C.C.D.

2. METCODOS

1. Preparo da amostra — Para mate-
rial desengordurado, ou contendo pequena
quantidade de gordura, basta moer muito
bem ¢ homogeinizar; quando porém o ma-
terial contém mais de 4% de gordura,
extrair em Soxhlet com éter de petrdleo
(30-60°C) por 6 horas. Secar o residuo
aem estufa a 45°C.

2. Extragdo da affatoxinag — Pese 25g
do material, transfira para copo de 300 ml
¢ umideca com dgua fervenie, cuidadosa-
mente até que se forme uma pasta: deixe
e repouso por 10 minutos, e adicione aos
poucos e cuidadosamente & pasta 100 mi
de cloroférmio, com constante homogeini-
zachio, deixe em agitagfo fraca ¢ constante
por 30 minutos, filtre a vicuo recolhendo
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o filtrado em balfo de 100 ml, lave o resi
duo com 10 ml de cloroférmio ¢ complete
¢ volume com clorefdrmio, Evapore cui-
dadosamente o clorofdérmio em banho-ma-
ria até secar, tendo o cuidado de evaporar
as ultimas porgBes em corrente de nitro-
génio. Dissolva o residuc em 10 ml de
cloroférmio.

3. CROMATOGRAFIA

2) Em camada delgada

Use placas de 20 x 20 com camada de
sitica gel de 400 . secadas ao ar por 30
minutos ¢ ativada em estufa a 1059C por
2 horas.

Transfira para a placa de 30 a 600 mi-
crofitros de extrato cloroférmico e desen-

volva o cromatograma com clorofdrmio-
-metandl (97:3), até a aftura de 12 om
da base; seque ao ar e observe sob luz ultra.
-violeta, marque os Rf. Desenvolva nova-
mente a placa com &ter como solvente:r as
manchas devem permanecer nas mesmas
posicdes (deslocamento das manchas indi-
cam que as mesmas nao eram de aflatoxi-
na), Nestas condighes, observam-se, sob
huz fluorecente. 4 manchas que correspon-
dem as 4 aflatoximas conhecidas, By, B.,

Cdleulo

(Aggp ~ Auge) X 4 x 312

Gy, Gs, nos respectivos Ri de 0,65, 0,60,
0,50 ¢ 0,34,

b)  Em papel

Impregne tiras de papel Whatman n9 1
de 20x5 cm em solucdo de silicato de
sédio a 2% p/v e seque-as em cstufa a
100°C por 1 hora. Transfira para o papel
de 30 a 600 microlitros do extrato clorofor-
mico ¢ desenvolva o cromatograma com
dgug-éter-acetona-metanol (3:1:1:1)) até
atingir a altura de 12 ¢ da base.  Seque
a0 ar ¢ observe sob luz ultra-violeta. A
mancha com Rf de 0,70 corresponde a
aflatoxinag By, a com Rf de 0,60 4 B; ¢, no
Rf de 0,35, aparecem as G, ¢ Gg juntas.

4.  AvALIACAO -— Aflatoxina B, e B;

Raspe a camada de silica da placa ou re-
corte ¢ papel em tiras que correspondem
as toxinas By, e B: ¢ elua-as em 2 ml de
metandl por contato ¢ durante 30 minutos,
Filtre, lave o residuo com 2 ml de metandt
recothendo o filtrado e o 4lcool de lavagem
em cuba apropriada (cuba de 10 mm do
Beckmann DU). Leia a absorbincia des-
sas solucdes a 363 ¢ 420 my,, usando como
branco o metandl préviamente tratado com
a silica ou o papel usados na cromatogra-
fia e que sofrcu o mesmo tratamento,

= X mg sflat. em 4 ml metanol
22 (00 10
X mg aflat. x == 'y mg de aflat. em 10 m1 de
0,6 cloroférmio, que correspon.
de a 25 g da amosira
Y mg aflat. x 40 == mg por quilo da amostra

P.M. Atlat, B, = 312

Coeficiente molar extingio de B; == 22 000

Para a determinacio da afiatexina em
certos alimentos ricos em gordura e/ou em
carbohidratos, torna-se necessdrio purificar
préviamente a amostra,

Para isso, transfirase 25 g da amostra

j4 mofda e homeogeinizada para copo de
600 ml, junte 150 mi de etanol a 95%
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¢ agite durante 5 minutos com agitador
mecanico.

Filtre através Buchner a vicuo, lave o
residuo com céreca de 100 ml de etanol,
recolbendo filtrado ¢ dlcool de lavagem em
baldo de 250 ml, complete o volume com
etanol ¢ homogeinize.
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Transfira para funil de separacio de 250
ml, 25 ml dessa soluclio, junte 10 ml de
HC1 N, e extraia as substincias lipossolt.
veis comn 2 vézes 25 ml de tetracloréto de
carbono. Adicione a fase alcoblica 63 ml
de HC1 N e extraia dai as toxinas com 3
vézes 20 mi da mistura cloroférmio-éter
(9:1), & qual se junta 2 g de sulfato de
sodio anidro e, em seguida, 2 g de sflica
gel. Filtre através de Gooch de placa po-
rosa contendo 5 g de oOxido de aluminio
cromatogrifico, lavando o residuo com 20
mi de cloroférmio. Evapore o liquido em
cépsula de porcelana em banho'maria cui-
dadosamente até secura. Dissolva o resi.
duo em 0,5 ml de cloroférmio e croma-
tografe,

MEIOS DE EVITAR A CONTAMINACAO E COMO
DESTRUIR A AFLATOXINA

Derivados dos lipidios do amendoim, tais
como ¢ Gleo ¢ as pastas gordurosas, apre-
sentam-se livres de aflatoxina como ja ha-
via sido verificado por PARKER & MEIL.
NICK?®¢, de acérdo, alids, com as observa-
ches de SHIMKIN & KRAYBILL* ¢
SPENSLEY"S, que verificaram ser a aflato-
xina destruida no processo de refinagio dos
dleocs, ao serem éstes lavados com Alcali.

Nas farinhas contaminadas, é jmpossivel
destruir a aflatoxina por meios priticos.

A contaminacio de farinhas elaboradas
a partir de amendoim ndo contaminado po-
de ser evitada pela adigiio de bissulfito de
sddio, na proporgiio de 1:10 000; de fato,
farinhas puras as quais juntamos bissulfito
naquela proporgdice, mantidas em ambien-
te ideal para o desenvolvimento do fungo
e posteriormente contaminadas, ndo apre-
sentaram depois de 1 més quaisquer tragos
de aflatoxina, enquanto que a farinha tes-
temunho apresentou-se com mais de 15
p.p.m. de aflatoxina, Propionato de cil-
cio também impede o desenvolvimento do
fungo, mas em quantidades anti.cconbémi-
cas, enquanto que o benzoato de sédio néo
exerce qualguer agde mibidora.

RESULTADOS E DISCUSSAO

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

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

Isso evidencia a precariedade das condi-
¢Oes higiénicas na conservagio do amen-
doim e na elaboracio de derivados: o pro-
blema torna-se ainda mais grave guando se
verifica que nfio sé as farinhas de amen-
doim destinadas & fabricacho de raches
animais mas também praticamente todos os
produtos destinados ao consumo humano
evidenciaram alto teor em aflatoxina B,:
“pé de moleque”, “pagoca”, amendoim cri
¢ torrado de varias regibes, 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
alpuns casos era tdo 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 Pard, castanha de
caj, farinhas de algoddo, mitho, trigo, soja,
sorgo foram analisadas e tOdas se apresen-
taramn livres desta toxina; por outro lado,
raches para carneiros, coelhos, cobaias e
cavalos mostraram-se contaminadas e ainda,
em farinha de gergelim e ragles para cava-
lo, evidenciou-se toxinas que possuiam td-
das as caracteristicas da esterigmatocistina,

Pela andlise destes resultados, chegamos
4 conclusdio de que o desenvolvimento de
fungos em certos alimentos naturais é sério,
o que naturalmente ndo é de se estranhar,
pois sabemos muito bem quiio precérias sfo
as condicGes de higiene em alguns depd.
sitos e fAbricas déstes produtos,

RESUMO

Descrevem-se técnicas de cromatografia
em papel e em camada delgada para pes-
quisa e determinacio de aflatoxina em ali-
mentos para consumo humano e em ragdes
para animais.
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Usando essas téenicas foram analizados
32 alimentos, dos guais 20 continham afla.
toxing, e 130 ractes dag quais 104 estavam
contaminadas.

Além da farinha de amendoin e outros
produtos de amendoim, a farinha de man-
dioca mostrouse altamente contaminada
com afiatoxina.

Bissulfito de sédic a 1:10 000 mostrou-
-s¢ efetivo para evitar o desenvolvimento
do Aspergillus flovus na farinha de amen-
doim,
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