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ESTUDOS DA AFLATOXINA NO AMENDOIM,
DA COLHEITA A INDUSTRIALIZACAO, NA REGIAO DE
MONTE ALTO, S. P.*x

HoMERO FONSECA **

RESUMO

Neste trabalho foi investigada, na regido de Monte Alto,
S.P., a incidéncia de aflatoxina no amendoim (Arachis hypogaea
L.) em trés Estagios de seu ciclo de industrializa¢ido: a) ao ser
entregue a fibrica, Epocas I e II; b) durante seu armazenamen-
to, Epocas III € IV e <c) apds a extragio do bleo (farelo),
Epocas V e VI. Em cada Estigio foram feitas duas coletas
de 10 amostras cada, num total de 40 amostras de amendoim
e 20 de farelo.

Dos resultados pode-se concluir que: 1) a maioria das
amostras, representando 90% do total, continha aflatoxina; 2) o
nivel, em termos de aflatoxina B,, foi elevado, com 60% das

amostras ultrapassando 1,00 ppm., na categoria “Muito Alta”;
3) os niveis subiram da Epoca I até a Epoca IV; médias de
0,10 a 2,49 ppm, decrescendo nas Epocas V e VI: 1,02 e 1,25 ppm,
com média geral de 1,23 ppm; 4) o lavrador entrega amendoim
ja téxico a fabrica; 5) o armazenamento na fibrica parece
contribuir para o aumento do nivel de afaltoxina.

INTRODUCAO

A histéria da aflatoxina comecgou a ser contada quando STEVENS
et alii (1960) descreveram o aparecimento de uma nova doenca, em
peruzinhos, nas granjas inglesas, doenca essa que matava as aves dentro
de uma semana.

Veterinarios e pesquisadores ingleses batizaram-na de doenca “X”
dos perus e foi a responsabilizada pela morte de mais de 100.000 peru-
zinhos entre maio e agosto de 1960 (BLOUNT, 1961).

Verificou-se que as ra¢oes contendo torta de amendoim eram o fator
comum em todos os surtos (ASPLIN e CARNAGHAN, 1961) tendo sido
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posteriormente constatado que o responsavel pela mortandade eram
alguns metaboélicos altamente téxicos produzidos pelo fungo Aspergillus
flavus (SARGEANT et alii, 1961) que se desenvolvia sobre o amendoim
apés a colheita em condicOoes favoraveis de umidade e temperatura.
As quatro substancias toxicas isoladas inicialmente foram denominadas
de aflatoxinas B,, B,, G, e G, (por causa das suas florescéncias azuis
e esverdeadas) sabendo-se hoje da existéncia de outros metabodlicos
denominados M,, M, B.,, G,., GM, e B, (DUTTON e HEATHCOTE, 1969).

A incidéncia de aflatoxina em nosso Estado tem sido grande, con-
forme o demonstram os trabalhos de MENEZES et alii (1966), TANGO
et alii (1967) e FONSECA (1968).

Em virtude da importancia do problema resolvemos aprofundar
nosso estudo procurando conhecer qual o estagio da agro-indastria do
amendoim, dentro das condicOes prevalecentes em nosso Estado, em
que havia maior incidéncia da aflatoxina: se com o lavrador — desde
a colheita até o momento da entrega do amendoim na fabrica — ou
se nas maos da industria — durante o armazenamento da matéria-prima
e até o sub-produto estocado, que pode ser torta ou farelo. A regido
araraquarense foi escolhida pelo fato de, em pesquisa anterior (FON-
SECA, 1968), ter apresentado niveis gerais de aflatoxina mais elevados
que em outras regioes, como também por ter sido mais elevada nesta
regiao a incidéncia das aflatoxinas G.

MATERIAL E METODO

O material utilizado na execuc¢ao deste trabalho constou de amostras
de amendoim em casca e farelo de amendoim da safra das “aguas” de
1967/68 coletadas na fabrica de 6leo localizada no municipio de Monte
Alto. A fabrica e as praticas agricolas da regiao em que esta situada
tém as seguintes caracteristicas predominantes: a fabrica tem capa-
cidade de processamento de 90 toneladas de amendoim em casca por dia.
O armazenamento da matéria-prima é feito a granel em grandes arma-
zens os quais sdo bem protegidos contra a chuva. Todavia, quando ha
excesso de matéria-prima, esta é empilhada, ensacada ao ar livre e
apenas coberta na parte superior com encerados (nao foi o caso deste
ano).

Nesta regido o amendoim € colhido com o auxilio de sulcadores e
deixado horizontalmente disposto, ou mesmo com as vagens para baixo,
secando na leira por uns 2 ou 3 dias batendo-o, ensacando e entregando-a
a fabrica imediatamente. H& pressa da retirada do amendoim do campo
pois logo em seguida devem plantar o tomate que é a cultura principal.

As amostragens foram feitas nas seguintes datas:
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Epoca I: 13/2/1968 (amendoim em casca)
Epoca II: 5/3/1968 ( ” o)
Epoca III: 26/3/1968 ( ” )
Epoca IV: 9/4/1968 ( 7 77 )
Epoca V: 2/5/1968 (farelo de amendoim)
Epoca VI: 20/5/1968 ( ” ” ” )

Em cada Epoca foram coletadas 10 amostras e numeradas, pela
ordem de recolhimento, de 1 a 10, dando um total geral de 60 amostras.
Nas Epocas I e II as 10 amostras foram retiradas de 10 caminhodes
diferentes & medida que iam chegando & fabrica. De cada um deles foi
retirada uma amostra média, representando no minimo 10 sacos. Estas
duas Epocas compoem o Estagio 1.

Nas Epocas IIT e IV as amostras foram tomadas da matéria-prima
estocada nos armazens tendo-se procurado retirar parcelas do maior
numero de sacos possivel. Estas duas Epocas compéem o Estagio 2.

Nas Epocas V e VI foi usado o mesmo critério anterior, porém foram
colhidas amostras de farelo de amendoim. Estas duas Epocas perfazem
o Estagio 3.

Cada amostra de amendoim em casca foi constituida 5 kg e as de
farelo, entre 2 e 3 kg.

As amostras de amendoim foram descascadas e as améndoas tritu-
radas, em maquina de moer carne, bem homogeneizadas e peneiradas
em peneiras de crivo de 1680 micra (10 “mesh”) e a seguir desengordu-
radas em extrator de Soxhlet, por 8 horas. Os farelos foram também
triturados em moinho de discos e peneirados.

A toxina foi extraida de acordo com o método de LEE (1965) e
dosadas pelo método de COOMES e FEUELL (1965). As amostras foram
analisadas em triplicata e os resultados expressam a média obtida nas
trés deetrminacoes.

Para enquadramento das amostras quanto & sua toxidez foi utili-
zada a tabela do TROPICAL PRODUCTS INSTITUTE (1962) e que
estd baseada nos efeitos de testes biolégicos com marrequinhos de um
dia (QUADRO I).

QUADRO I — Relagéo entre concentracio de aflatoxina B, e toxidez.

Nivel de aflatoxina B, Categoria de toxidez
Abaixo de 0,05 ppm Baixa ou negativa
Entre 0,05 e 0,25 ppm Média
Entre 0,25 e 1,00 ppm Alta

Acima de 1,00 ppm Muito alta
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A umidade das amostras foi determinada em balancas do tipo
ULTRA X com raios infra-vermelhos.

Para a analise da variancia dos resultados, em termos de aflatoxina
B,, foram tomados em cada amostra os valores encontrados para a
aflatoxina B, somados a metade dos valores de G, visto que esta tem
cerca de 50% da toxidez da B, (CARNAGHAN et alii, 1963). Estas
variaveis (y) foram transformadas em log., (y + 1) de acordo com
SNEDECOR (1956) e STEEL e TORRIE (1960) pois os valores encon-
trados eram de magnitudes muito diferentes e incluiam também valores
iguais a zero.

Foi feito também um estudo da evolucao do teor de aflatoxina nas
amostras, em funcido do tempo, por meio de regressao. A soma dos
Quadrados (SQ), para tempo, foi desdobrada num componente linear,
num componente de 2.° grau e em desvios de regressao. Paralelamente
foram estimadas as constantes de uma equacgio de regressdao do tipo:

log,, (y+1) = a 4+ bx -+ cx? (SNEDECOR, 1956)
onde X = n.° de dias a partir do inicio das coletas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nas analises das aflatoxinas B, e G, encon-
tram-se nos QUADROS II e III, os da umidade no QUADRO IV e os
das analises estatisticas nos QUADROS V, VI e VII.

QUADRO II — Teor das aflatoxinas B, e G; nas amostras de amendoim e farelo de
amendoim nas diversas Epocas (expresso € mppm)

Epoca 1 Epoca II | Epoca III | Epoca IV | Epoca V | Epoca VI

Amostras
B, G, B, G, B, G, B, G, B, G, B, G,

1 0,0 0,0 075 012 0,75 0,12 1500 562 0,75 028 1,75 0,66
2 002 o001 750 281 750 281 075 028 1,75 0,12 1,75 066
3 0,0 0,0 030 028 1,75 066 375 141 075 028 0,75 028
4 008 0,12 00 0,12 0,75 028 1,75 0,0 075 028 0,75 028
5 0,0 0,0 1,75 141 075 141 175 562 075 028 0,75 0,28
6 00 o001 030 o001 030 012 1,75 281 1,75 0,12 0,75 0,28
7 00 0,0 030 0,12 030 028 030 003 075 028 075 0,28
8 075 028 1,75 141 1500 141 1,75 028 075 028 0,75 0,28
9 00 00 0,30 028 030 001 030 0,12 0,02 0,02 0,75 0,28

10 00 0,0 1,75 028 0,75 066 03¢ 0,12 075 012 0,75 0,28
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QUADRO III — Médias parciais e geral da aflatoxina (B, + %2 G;) por EPOCAS e
por ESTAGIOS, (expressas em ppm)

EPOCA Média
Geral
I 11 111 | v \% VI
0,10 1,38 1,99 2,49 1,02 1.25
1,23
ESTAGIO 1 ESTAGIO 2 ESTAGIO 3
0,62 1,50 0,90
QUADRO IV — Teor de umidade das amostras (expresso em percentagens).
EPOCA
Amostra
I I I1 | 11 I v I v I VI
1 10,1 — 74 7.9 7,5 3,0 8,5
2 7,5 10,4 10,0 8,1 7,5 91
3 52 10,3 8,2 7,8 8,0 8,3
4 12,5 10,1 79 8,6 8,4 7,9
5 9,0 8,4 7,7 8,8 7,9 8,5
6 11,2 8,2 8,4 7.4 8,0 9,0
7 12,1 7,5 8,8 9,1 6,9 7,8
8 7,6 9,8 92 7,9 7,7 8.7
9 9,1 7,3 7,6 8,4 8,3 8,8
10 6,5 6,8 8,2 7,8 7,7 7,8

QUADRO V — Distrbiuicdo das amostras por-niveis de aflatoxina (B, -+ %2 G;) e
respectivas categorias de toxidez em nameros absolutos (n) e per-

centagens,
Niveis (ppm) n l % ' Categoria de toxidez
[ ——— e S rerereen }

0,0 — 0,05 9 15,00 Baixa ou negativa
0,05 — 0,25 2 3,33 Média
0,25 — 1,00 13 21,67 Alta
1,00 — 2,50 27 45,00
2,50 — 5,00 3 5,00 Muito alta
5,00 — 10,00 2 3,33

Acima de 10,00 4 6,67

TOTAL : 60 100,00
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QUADRO VI — Valores de F obtidos na anilise da variancia

Tratamento Graus de Liberdade F
Epocas (5) 3,20 **
E. Estagios 2 4,00 **
D. Estagio 1 1 6,12 **
D. Estagio 2 1 0,24
D. Estagio 3 1 0,12

**  Significancia ao nivel de 1% de probabilidade.

QUADRO VII — Valores de F referentes a aplicacio de regressio no estudo do efeito
de Epocas.

Tratamento Graus de Liberdade F
Epocas (5) 3,29 **
Linear 1 2,87
Quadratico 1 10,65 **
Desvio Regressao 3 0,98
Residuo 54 —_—

*k  Significincia ao nivel de 1% de probabilidade.

QUADRO I — Relagio entre concentracio de aflatoxina B, e toxidez

NIiVEL DE AFLATOXINA B, Categoria de toxidez
Abaixo de 0,05 ppm Baixa ou Negativa
Entre 0,05 € 0,25 ppm Média
Entre 0,25 ¢ 1,00 ppm Alta
Acima de 1,00 ppm Muito Alta

Pode-se observar, pelos resultados, que a maioria das amostras
(90%) continha aflatoxina e em nivel que pode-se considerar elevado
pois & excecao da Epoca I todas as Epocas apresentaram niveis médios
de aflatoxina acima de 1,00 ppm, considerado muito alto.

Pelo exame do QUADRO V pode-se observar que 60% das amostras
apresentou mais de 1,00 ppm e portanto, enquadradas na categoria de
toxidez “Muito Alta”. Seis amostras (10%) da Epoca I estavam com-
pletamente isentas de aflatoxina.
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O nivel de aflatoxina cresceu da Epoca I até a Epoca IV (de 0,10
a 2,49 ppm) decrescendo nas Epocas V e VI (1,02 e 1,25 ppm). A média
geral atingiu 1,23 ppm. Como pode-se observar as amostras da Epoca II
ja entraram na fabrica com um nivel um pouco elevado de aflatoxina
(média de 1,38 ppm) mas as amostras armazenadas & espera da indus-
trializacao apresentaram um nivel bem mais elevado significando, a
nosso ver, que o teor de umidade elevado, apresentado por muitas
amostras (representando uma boa quantidade de material), nas Epocas
I e II (QUADRO 1V), dando condi¢cOoes de crescimento ao 4. flavus,
deve ter contribuido para o aumento do teor de aflatoxina nas amostras
das Epocas III e IV. A industria por sua vez nao proporcionou secagem
do referido material antes de armazena-lo.

O farelo (Epocas V e VI) apresentou niveis mais baixos e mais
homogéneos de aflatoxina, pouco variando o teor de uma amostra para
outra. Tratando-se de material mais homogéneo que o amendoim em
casca, o nivel mais baixo de aflatoxina nele encontrado, quer nos parecer,
deva-se a uma mistura de material menos téxico do inicio do processa-
mento com material mais téxico, mais recente ou a uma degradacao
térmica parcial durante o processamento.

A analise estatistica revela que houve diferencas significativas, ao
nivel de 1% de probabilidade ,entre as Epocas, entre os Estagios e dentro
do Estagio 1. Dentro dos outros Estagios nao houve diferencas signifi-
cativas. O estudo da variacao da aflatoxina, em funcao do tempo,
empregando-se regressao, revelou que houve diferenca entre as Epocas,
significativa ao nivel de 1% de probabilidade, variacdo esta tendendo
muito mais para curva que linear, haja visto que o valor de F (QUADRO
VII), para o efeito linear, nao foi significativo, ao passo que, para o
efeito quadratico, foi significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade,
enquadrando-se numa equacao de segundo grau, do tipo da parabola.
A curva de regressao pode ser observada na FIGURA 1.

O desvio da regressao nao foi significativo, o que indica que a
equacao foi adequada.

Dos resultados obtidos neste trabalho pdde-se chegar as seguintes
conclusoes:

1) A maioria das amostras, representando 90% do total, continha
aflatoxina.

2) O nivel, em termos de aflatoxina B,, foi elevado com 60% das
amostras ultra passando 1,00 ppm, considerado muito alto.

3) Os niveis de aflatoxina subiram da Epoca I até a Epoca IV:
meédias de 0,10 a 2,49 ppm, decrescendo nas Epocas V e VI: médias 1,02
e 1,25 ppm, com média geral de 1,23 ppm.

4) O lavrador entrega o amendoim ja toxico e muitos com elevada
umidade & fabrica.

5) O armazenamento na fabrica, por esta ndo promover a secagem
do amendoim tmido, contribui para elevacao dos niveis de toxidez.
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SUMMARY

STUDY OF AFLATOXIN IN PEANUTS, FROM HARVEST TO INDUS-
TRIALIZATION, IN THE REGION OF MONTE ALTO, S.P.

In the present work the occurrence of aflatoxin in peanut (Arachis hypogaea L.) in
the region of Monte Alto, S.P., was investigated in three Stages, from harvest to indus-
trialization: a) by the time the grower sells it to the oil mill: Epochs I and II; b) during
its storage prior to milling; Epochs III and IV and c¢) after oil extraction (peanut flour) :
Epochs V and VI. In each Stage two collections, of 10 samples each, were made in a total
of 40 samples of peanuts and 20 samples of peanut flour.

From the results the following conclusions could be drawn: 1) the majory of the
samples, representing 90%, was toxic; 2) the toxicity level, in terms of aflatoxin B,, was
hight for 60% of the samples had more than 1.00 ppm, in the category “Very Hight”; 3) the
toxicity level of the samples grew from Epoch I to Epoch IV : mean values of 0.10 to 2.49
ppm, decreasing in Epochs V and VI: 1.02 and 1.25 ppm, giving the average value of
1.23 ppm; 4) aflatoxin is already present in peanuts when the grower take it to the oil
mill; 5) storage at the oil mill seems to contribute to increase the toxicy level.

AGRADECIMENTOS

Agradecemos a FAPESP pelo auxilio financeiro concedido e ao Prof. Roland
Vencovsky pela orientaciio recebida na excursio das analises estatisticas.

LITERATURA CITADA

ASPLIN, F.D. e R.B.A. CARNAGHAN, 1961. The toxicity of certain groundnut meals

for poultry with special reference to their effect on ducklings and chickens. Vet. Rec.
73 (46) : 1215-19,

BLOUNT, W.P., 1961. Turkey “X” disease. Turkeys, 9 (2): 52, 55-38, 61, 67.

CARNAGHAN, R.B.A., R.D. HARTLEY e J. O’KEILLY, 1963. Toxicity and fluores-
cence properties of the aflatoxins., Nature 200: 1101.

COOMES, T.J. ¢ A.J. FEUELL, 1965. Recommended procedures for the.detectio‘n and
estimation of aflatoxin B, in grondnuts and groundnut materials. Tropical Products

Institute, Report N.° G13, Ministry of Overseas Development, Londres.

DUTTON, M.F. e J.G. HEATHCOTE, 1969. Some interesting relationship between the
new aflatoxins and their associated metabolites. J. South African Chem. Inst. XXII:

5107-5118.

FONSECA, H. Contribuicdo ao estudo da ocorréncia da aflatoxina em tortas, farelos e
farinhas de amendoim (Arachis hypogaea L.) do Estado de Sio Paulo. ESALQ/USP,
Piracicaba, 65 p. Tese de Doutoramento.



384 Anais da E. S. A. “Luiz de Queiroz”

LEE, W.V., 1965. Quantitative determination of aflatoxin in groundnut products.
Analyst, 90 (1070) : 305-307.

MENEZES, T.J.B.; J.S. TANGO; F.A.S. COELHO e C.G. TEIXEIRA, 1966.
Ocorréncia de Aspergillus Flavus e da aflatoxina em sementes e farelo de amendoim.
XVIII Reunido Anual da S.B.P.C., Blumenau, S.C.

SARGEANT, K.; A. SHERIDAN; J.OKELLY e R.B.A. CARNAGHAN, 1961.
Toxicity associated with certain samples of groundnuts. Nature, 192: 1096-1097.

SNEDECOR, G.W., 1956. Statistical Methods. 5.2 ed., The Iowa State College Press,
Ames, Ia., 534 p.

STEEL, R.G.D. e J.H. TORRIE, 1960. Principles and Procedures of Statistics.
McGraw-Hill, N. York, 481 p. w

STEVENS, A.J.; C.N. SAUNDERS; J.B. SPENCE e A.C. NEWHAM, 1960.
Investigations into “diseases” of turkey poults. Vet. Rec. 72 (31) : 627-628.

TANGO, J.S.; T.J.B. MENEZES e C.G. TEIXEIRA, 1967. Levantamento da ocorréncia
da aflatoxina em sementes de amendoim nas safras das aguas e da seca de 1965. XIX
Reuniao Anual da S.B.P.C., Ric de Janeiro, R.]J.

TROPICAL PRODUCTS INSTITUTE, 1962. Aflatoxin in groundnuts and groundnut
products. Interpretation of physico-chemical and biological test results. T.P.I.,

Ministry of Overseas Development, Londres, 1 p.



