Volume XXVII - 1970 181

OCORRENCIA DE AFLATOXINA EM PASTAS DE AMENDOIM
(Arachis hypogaea, L.)!

Homero Fonseca2
Humberto Del Nery3

RESUMO

No presente trabalho os autores analisaram, para afla
toxina, 30 amostras de pasta de amendoim (Arachis hypogaea L.),
sendo 10 de uma firma nacional (A), 10 de outra firma nacio-
nal (B) e 10 procedentes de 7 firmas dos EE.UU.

A extragao da aflatoxina foi feita com cloroformio,se
parada por cromatografia em camada delgada de silicagel-G e
quantificada sob luz ultra-violeta.

Os resultados mostraram que apenas 3 amostras (10%)
nao acusaram aflatoxina e eram de procedencia norte-americana;
6 (207) tinham-na abaixo de 0,05 ppm; 15 (50%) estavam entre
0,05 e 0,25 ppm; 5 outras (16,67) entre 0,25 e 1,00 ppm e 1
(3,37) acima de 1,00 ppm.

Estes dados exprimem a toxidez total, em termos de Bl.

Os autores concluem, que, das amostras nacionais de
pasta de amendoim, apenas 3 estariam em condigoes de serem con
sumidas, ainda assim, com restrlgoes. Ressaltam que, uma das
amostras da Fabrica B, apresentou um nivel de aflatoxina bas-
tante elevado.

INTRODUGAO

Em 1960 uma misteriosa e aparentemente nova doenga
apareceu nas granjas inglesas matando, em poucos meses, mais
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de 100.000 peruzinhos. Em virtude de nao ter sido possivel es-
tabelecer sua identidade, a suposta molestia foi denominada
"doenga X dos perus' por BLOUNT (1961). Lstudos posteriores re
velaram que ela nao era contagiosa, e sim, era devida a mate-
rial toxico presente nas ragoes, sendo fator comum do problema,
uma partida de torta de amendoim proveniente do Brasil (BLOUNT,
1961). Em seguida, foi demonstrado que esta torta toxica nao
afetava apenas peruzinhos, mas tambem marrequinhos, frangos
(ASPLIN & CARIAGHAN, 1961),porcos (LOOSMORE & HARDING, 1961),
bezerros (LOOSMORE & MARKSON, 1961) e tambem outros animais
(ALLCROFT & CARNAGHAN, 1963).

Isolado o princIpio toxico, verificou-se que ele era
composto de 4 substancias: Bl, B2, Gl e G2 que, a luz ultra -
violeta, davam fluorescencia azul-violeta, as Bl e B2 e verde
clara, as Gl e G2. A estas substancias foi dado o nome de Afla
toxina, pois, verificou-se que eram metabolitos do fungo Asper
gillus flavus, LINK ex FRILS, que se desenvolvia sobre o amen-
doim, apos a colheita, sob condigoes favoraveis de umidade do
amendoim e temperatura e umidade relativa do ar. Hoje sao co-
nhecidos outros metabolitos integrantes do grupo da aflatoxina,
ou sejam, a Ml e M2 dao fluorescencia azul-violeta (DE IONGH
et al, 1964 e ALLCROFT et al, 1966) e que sao as Bl e B2, meta
bolizadas e encontradas no leite de bovinos alimentados com
tortas toxicas. Foram isoladas de culturas de A. flavus e iden
tificadas recentemente as B2a e G2a que sao B2 e G2 (DUTTON &
HEATHCOTE, 1966) hidroxiladas, tal qual Ml e M2, porem com hi-
droxilos em posigoes diferentes.

Os efeitos hepatotoxicos da aflatoxina estao sendo
estudados com bastante intensidade em varias especies animais.

Naquelas suscetiveis ha sempre dano as celulas hepati
cas, quando nao, desenvolvimento de carcinomas. Ja foi provad5
que a aflatoxina e um potente agente cancerigeno em ratos (WO-
GAN, 1965), trutas (ASHLLY et al, 1964) e marrecos (SCHOENTAL,
1967). Todavia, em relagao ao homem, os resultados e observa -
goes ainda nao sao conclusivos e as vezes contraditorios. Se -
gundo PAYET et al (1964), durante o periodo de 1958 a 1960,an-
tes portanto do conhecimento do problema da aflatoxina, quatro
criangas do Senegal com menos de 1 ano de idade foram alimen -
tadas com concentrados proteicos de amendoim, em niveis de 70
a 140 g diarias, durante 10 meses. Estes concentrados protei -
€08, que foram guardados para posteriores estudos de conserva-
Gao, foram analisados e constatou-se que continham de 9,5 a'l
mg/kg,.ou Sejg, 0,5 a 1 ppm de aflatoxina. Em 1963 e 1965 fo-
ram feitas biopsias do figado de 2 destas criangas e nao foram
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constatados carcinomas. Lm contrapartida, SCIOENTAL (1967)afir
ma que ha forte e sugestiva evidencia da importancia de hepato
toxinas na etlologla de doengas hepatlcas humanas como a doen-
ca veno-oclusiva, cirrose e carcinoma primario do figado, par-
ticularmente em areas tropicais. Recentemente foi confirmada
por ZUCKERMAN & FULTOH (1966) a agao hepatotoxica da aflatoxi-
na em figados de embrioes humanos, em cultura de tecidos, ten-
do sido observadas importantes mudangas citopaticas, principal
mente no nucleo, ¢ em especial, nos acidos ribonucleicos e cro
matina, culminando com a morte das celulas.

Tendo em vista esta possivel toxidez ao ser humano,
efetuamos anteriormente (FONSECA & LEME JR., 1967), uma pes -
quisa sobre a ocorrencia de aflatoxina em amendoim e sub-pro -
dutos na cidade de Piracicaba, e agora, fazemo-la em pastas de
amendoim.

MATERIAL E METODOS
Haterial

Trinta amostras de pastas de amendoim foram usadas nes
te trabalho. As mesmas eram da seguinte procedencia:

- 10 provenientes de uma firma nacional que denomina-
remos de Fabrica A.

- 10 de outra firma nacional, Fabrica B.

- 10 de procedencia norte americana, pertencendo a 7
marcas diferentes, que denominaremos de US-1 a US-7, e que re-
cebemos por gentileza do convenio USAID/OSU/LSALQ.

Metodos

Extracao da toxina

De cada amostra foram tomadas 20 g que foram desengor
duradas pelo metodo de COOMES & FEUELL (1965) e a seguir ex -
tralda a toxina com 100 ml de cloroformio, pelo metodo de LEE
(1965).

0 filtrado obtido denominaremos de solugao X. Quando
necessarlo, diluimos 8 ml desta solugao completando a 100 ml,
com cloroformio, em balao volumetrico, solugao esta que denomj
naremos de solugao Y.
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Preparo das cromatoplacas

As placas com camada de 500 micra de silicagel - G fo
ram preparadas segundo o metodo de COOMES & FEUELL (1965). -

Cromatografia de toxina

A 2 cm da base da cromatoplaca foram colocadas as se-
guintes aliquotas da sol. X: 40, 20, 4 ¢ 2 microlitros e desen
volvida com a fase sunerior do solvente Benzeno-Etanol 95% -
Agua (46-35-19; v/v), em camara nao saturada, ate 10 cm acima
das aliquotas. Para maior exatidao os extratos eram recromato-
grafados com aliquotas intermediarias. Quando as manchas eram
visiveis, mesmo na menor aliquota da sol. X, nova placa era
desenvolvida, nas mesmas condigoes, porem, com as seguintes
aliquotas da sol. Y: 25, 20, 15, 10 e 5 microlitros. Paralela-
mente corrlamos na mesma placa uma aliquota de um extrato de
concentragao conhecida, para fins de comparagao de concentra -
cao e Rf.

Determinacao da concentracao de aflatoxina e sua cor-
respondente toxidez

As placas, apos a cromatografia, foram examinadas em
camara escura a distancia de 30 cm de uma lampada ultra-V1ole—
ta Philips Tipo HPW-125 watts e observada a presenga ou ausen-—
cia de manchas fluorescentes, azul-violeta das aflatoxinas Bl
e B2, com Rfs entre 0,45 e 0,40, e esverdeadas das aflatoxinas
Gl e G2, Rfs entre 0,40 e 0,35.

0 calculo da concentragao foi feito apenas para Bl e
Gl em virtude de as aflatoxinas B2 e G2 serem menos toxicas e
ocorrerem em menores quantidades. Para este fim usamos as se-
guintes formulas:

Para aflatoxina Bl:

0,4 x 100
———— = ppm ou mg/kg
P XV

Para aflatoxina Gl:

0,3 x 100
==X ==« ppm ou mg/kg

PXVvV
onde,
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p = peso da amostra

= volume, em microlitros, da menor aliquota em que foi  ob-
servada fluorescencia na placa (se a aliquota for proveni-
ente da sol. Y, o valor 100 deve ser substituido pelo valor
1250) o que nos dava o limite inferior. Para o limite supe
rior foi usada a aliquota menor seguinte em que nao foi ob-
servada fluorescencia.

<
|

Os valores 0,4 e 0,3, contidos nas formulas acima, sao
decorrentes do fato de que, nas condigoes estabelecidas para
esta determinagao por COOMES & FEUELL (1965), a menor quantida-
de de aflatoxina Bl em que pode ser observada fluorescencia na
placa e 0,0004 microgramas. Da mesma forma, o limite visual pa-
ra a Gl e 0,0003 microgramas.

Para avaliacao da toxidez das amostras os resultados
foram cotejados com a relagao elaborada pelo TROPICAL PRODUCTS
HSTITUTE (1962) e que consta do Quadro 1.

QUADRO 1 - Relagao entre a concentragao de aflatoxina Bl e toxi
dez do material

Categoria de Toxidez M¥ivel de aflatoxina Bl
Muito alta Acima de 1,00 ppm
Alta Entre 0,25 e 1,00 ppm
Media Entre 0,05 e 0,25 ppm
Baixa ou HNegativa Abaixo de 0,05 ppm

RESULTADOS E COAXCLUSOLS

Resultados

Os resultados encontrados foram os dos quadros abaixo:
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QUADRO 2 - Ocorrencia de aflatoxina em amostras procedentes
dos Lstados Unidos (ppm)

Aflatoxina

Amostra

Bl Gl
Us - la 0,13 - 0,20 0,10 - 0,15
US - 1b 0,13 - 0,20 0,10 - 0,15
Us - 2 0,07 - 0,08 0,05 - 0,06
US - 3a 0,00 - 0,05 0,00 - 0,05
US - 3b 0,00 - 0,05 0,00 - 0,05
Us - 4 0,00 - 0,05 0,00 - 92,05
UsS - 5 2,13 - 0,20 0,10 - 0,15
UsS - 6 Ausente Ausente
Us - 7a Ausente Ausente
Us - 7b Ausente Ausente

QUADRO 3 - Ocorrencia de aflatoxina em amostras procedentes
da Fabrica A (ppm)

Aflatoxina

Amostra
bl Gl

A-1 0,05 - 0,00 7,00 - 0,05
A-2 0,05 - 0,006 0,00 - 0,05
A-3 0,19 - 0,13 0,07 - 0,10
A -4 0,10 - 0,13 0,07 - 0,10
A-5 0,10 - 0,13 0,07 - 0,190
A-0 0,08 - 0,10 0,06 - 0,07
A -7 0,10 - 0,13 0,07 - 0,10
A-3S8 0,10 - 0,13 0,07 - 2,10
A-9 0,10 - 0,13 0,07 - 0,10
A - 10 0,10 - 0,13 0,07 - 0,10
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QUADRO 4 - Ocorrencia de aflatoxina em amostras procedentes
da Fabrica B (ppm)

Aflatoxina

Amostra
Bl Gl

B-1 0,20 - 0,40 0,15 - 0,37
B -2 0,20 - 0,40 1,25 - 1,87
B-3 0,00 - 0,05 Ausente

B -4 0,00 - 0,05 Ausente
B~-5 0,20 - 0,40 0,15 - 0,37
B~-6 0,00 - 0,05 0,00 - 0,05
B -7 0,05 - 0,06 0,04 - 0,05
B -8 0,10 - 0,13 0,37 - 0,50
B-9 0,13 - 0,20 0,37 - 0,50
B~ 10 0,66 - 1,00 0,00 - 0,05

Conclusoes

Como se pode notar pelos Quadros 2, 3 e 4, apenas 3
amostras (10%) nao acusaram a presenga de aflatoxina e que
6 (207) apresentaram-na em niveis abaixo de 0,05 ppm, que cor-
responde a categoria ""Baixa ou Negativa'. A maioria das amos -
tras situou-se entre 0,05 e 0,25 ppm, na categoria 'Media" em
numero de 15 (50%), 5 (16,6%) na categoria "Alta", ou seja, en
tre 0,25 e 1,00 ppm, e 1 (3,37), amostra B-2, ultrapassando 1li
geiramente 1,00 ppm e, portanto, na categoria '"Muito Alta'".

Esta classificacao foi efetuada levando-se em consi -
deragao que a aflatoxina Gl tem metade da toxidez da Bl, se-
gundo CARNAGHAN et al (1963) Pudemos entao calcular a tox1dez
total de cada produto (em termos de Bl), somando o valor da Bl
com metade do valor da Gl.

Desta forma, podemos chegar a conclusao que, das amos
tras nacionais, apenas 3 estarlam em condlgnes de serem consu-
midas, ainda assim com restrigoes.

A presenga da aflatoxina na maioria das amostras e,
principalmente, o elevado teor em varias delas, esta a recla -
mar dos produtores uma melhor selegao da materia prima para a
elaboragao das pastas de amendoim, bem como, uma melhor fisca-
1lzagao por parte das autoridades sanitarias.



188 Anais da E.S.A. "Luiz de Queiroz"

Um passo no sentido de melhorar a qualidade do produ-
to, seria a utlllza;ao de amendoim provenlente da safra da 's§
ca", em que, a incidencia geral de aflatoxina e bem menor, de
acordo com FONSECA (1968). Outro seria a aquisigao de amendoim
de produtores mais qualificados, que deveriam providenciar uma
rapida secagem do produto a ser destinado aquele fim.

SUMMARY

In the present work, the Authors studied the inciden-
ce of aflatoxin in 30 samples of peanut butter, (Arachis hypo-
gaea, L.) beeing 10 from a Brazilian factory (A), 10 from ano-
ther Brazilian factory (B) and 10 of 7 brands from U.S.A.

The extraction of aflatoxin was made with chloroform,
separated by thin-layer chromatography with Slllcagel—G and
quantified under an ultra-violet lamp.

The results showed that only 3 samples (107) were free
from aflatoxia and were of U.S. origin; 6 (207) had them under
0,05 ppm; 15 (507) were between 0,05 and 0,25 ppm; 5 (16,67)
between 0,25 and 1,00 ppm. and 1 (3,37) more than 1,00 ppm.

These values express the tetal toxicity in terms  of
Bl.

The Authors have concluded that of the Brazilian sam-
ples, only 3 were in a condition for beeing consumed, and tho-
se still with some restrictions. They pointed out that one

sample of the Factory B, have showed a very high level of afla
toxin.
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