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RESUMO

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar o perfil da distribuicao da contaminacao com aflatoxinas entre embalagens
constituintes de lotes de confeitos de amendoim, expostos a venda no comércio. Os dados da distribuicao da ocorréncia e dos niveis
de contaminacao, aqui obtidos, sugerem que os procedimentos de amostragem, visando a deteccao de aflatoxinas em produtos
processados, sempre estarao associando um grau de incerteza muito elevado quanto a presenca ou nao e quanto ao nivel médio de
contaminacao de um lote de produto processado. Entretanto, para melhora-los, devem-se considerar as diferencas existentes entre
os produtos com relacao ao processamento ou nao dos graos que constituem sua matéria-prima, pois, em lotes de produtos em que
a matéria-prima foi triturada ou moida, como por exemplo, o doce de amendoim do tipo pagoca, a distribuicao da ocorréncia e dos
niveis mostrou um grau bem mais elevado de homogeneidade, quando comparado ao amendoim japonés que mantém a integridade
da matéria-prima durante o seu processo de fabricacao.
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SUMMARY

AFLOXIN CONTAMINATION PROFILE AMONG PACKAGES OF PEANUT CANDIES. This study was carried out to evaluate the profile of
aflatoxin contamination distribution among packages of peanut candies trading. Aflatoxin occurrence and distribution date from this
study suggest that sampling plans to aflatoxin detection in processed products are always associated with high degree of uncertain of
presence or not and of the true average level of contamination. To improve sampling plans it is necessary to consider the differences

among product types. There are processed products whose the raw material is grounded, like “pa¢oca”

and other that it is not,

like “amendoim japonés”. Occurrence and distribution of aflatoxin contamination among packages in lots of “pacoca” was more

homogeneus than in lots of “amendoim japonés”.
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1 - INTRODUCAO

A relacao entre a presenca de contaminacao com afla-
toxinas na dieta humana e o aparecimento de perturbacoes
a saude, como o cancer hepatico [13, 21], o kwashiorkor
[8, 11] e a sindrome de Reye [4], ja foi observada em certas
populacdes. Certos pesquisadores, com base em dados toxi-
coldgicos existentes na literatura, classificaram as aflatoxinas
como tendo capacidade de apresentar efeitos mutagénicos,
teratogénicos e carcinogénicos [13]. O International Agency

for Research on Cdancer (IARC) classificou as aflatoxinas
como uma substancia natural que reconhecidamente pode
causar cancer [12].

Diante da importancia das aflatoxinas para a saude
humana, noventa e nove paises estabeleceram limites ma-
ximos aceitaveis para sua presenca em alimentos, racoes
e/ou produtos agricolas [10].
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Contudo, a tarefa de detectar a presencga de aflatoxinas
em graos € bastante dificil, uma vez que a contaminacao ¢
extremamente heterogénea. Pesquisadores encontraram
[20], em um procedimento de checagem de contaminagao
de aflatoxina em lotes de amendoim, que a amostragem em
um lote com nivel de contaminacao 20 ng/g foi responsével
por aproximadamente 88% da variancia total dos resultados.
Com base em dados de contaminac¢ao com aflatoxinas para
graos individuais apresentados na literatura cientifica, que
foram de 1.100.000 ng/g para amendoim e de 400.000 ng/g
para o milho, mostraram que lotes destes produtos poderiam
estar com uma contaminacao média de 20 ng/g, quando
apenas 0,0018% e 0,005%, respectivamente, dos graos
destes produtos estivessem contaminados com os valores ja
relatados [9]. Em uma revisao sobre o desenvolvimento de
planos de checagem de micotoxinas em alimentos e racoes
[6], foi ressaltado que uma atencao especial deve ser dirigida
ao desenvolvimento de planos para produtos prontos para
consumo, os quais refletem a distribui¢cado de micotoxinas
entre embalagens comerciais.

O processamento aplicado aos produtos agricolas, que
conservam a integridade dos graos, tais como manufatura
de confeito de amendoim tipo “japonés”, em que ha apenas
a adicao de cobertura aos graos, podem nao modificar esta
distribuicao heterogénea. Nos processos que desintegram os
graos destes produtos agricolas e promovem a homogeneiza-
¢ao das particulas geradas, tais como, a manufatura de doce
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de amendoim tipo pagoca, em que os graos de amendoim sao
moidos e misturados com outros ingredientes, provavelmente
se obtém produtos com a contaminacdo mais homogénea e,
portanto, com maior uniformidade de contaminacao entre
as embalagens do produto gerado. Contudo, mesmo para
estes produtos, se for considerada a possibilidade da con-
taminacgao do produto apds o seu processamento, durante a
estocagem e/ou comercializacdo, novamente a contaminacao
pode apresentar-se no mercado individualizada por embala-
gens do produto, em que condig¢oes particulares, tais como,
a atividade de 4gua e temperatura altas, podem favorecer o
crescimento fingico e/ou producao de aflatoxinas.

Desta maneira, a amostragem de embalagens dos pro-
dutos, seja para controle de qualidade, para monitoramento
no comércio ou estimativa de ingestao da toxina, deve ser
realizada com bastante cuidado, com a finalidade de repre-
sentar com maior seguranca possivel a verdadeira situagao
dos lotes de produtos comercializados.

O objetivo deste trabalho foi gerar informagoes sobre o
perfil da contaminagao de aflatoxinas entre embalagens de
lotes de confeito de amendoim expostos a venda, conside-
rando os produtos que continham o grao da matéria-prima
(amendoim) integro e aqueles em que o grao foi triturado.
Pois existe falta de informacao sobre a distribuicao da conta-
minacao entre embalagens de um mesmo lote comercializado
que esta contaminado.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Amostragens

Foram amostrados lotes do produto de amendoim de-
nominado “amendoim japonés” e doce de amendoim tipo
“pacoca”. Treze lotes de amendoim japonés e dezenove de
pacoca foram amostrados, totalizando 138 e 123 embalagens
amostradas, respectivamente.

Os lotes dos produtos amostrados estavam expostos
em diferentes estabelecimentos comerciais da cidade de
Piracicaba - SP e foram amostrados também em diferentes
periodos, durante os anos de 2002 e 2003.

Em cada ponto de venda, um ou mais lotes dos pro-
dutos, contendo embalagens com no minimo 200 g € no
maximo 1.000 g, foram escolhidos aleatoriamente e o total
de embalagens do lote exposto na prateleira foi contado,
para proceder a sua amostragem.

A amostragem foi realizada coletando-se 20% das em-
balagens do lote exposto. Quando o total de embalagens do
lote ndo era superior a 20, foram coletadas, no minimo,
3 embalagens.

2.2 - Analise de atividade de agua

Visando caracterizar os lotes quanto a disponibilidade
de agua para crescimento fingico no momento da amos-
tragem, todas as embalagens coletadas foram avaliadas em
laboratério quanto a atividade de agua do seu contetdo.
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Para isto, as embalagens foram abertas realizando cortes
horizontais e, preferencialmente, na regiao central ou su-
perior frontal, retirando-se uma quantidade suficiente do
produto para determinacéo.

As determinacoes de atividade de agua foram realiza-
das com o aparelho marca TESTO, modelo 650. Todas as
determinacoes foram realizadas em triplicata.

2.3 - Analise de aflatoxinas

A metodologia de extragao das aflatoxinas seguiu os
procedimentos preconizados por SOARES & RODRIGUEZ-
AMAYA [1989]. A deteccao e quantificacao foram realizadas
em cromatografia em camada delgada (CCD). A cromato-
grafia dos extratos de produtos derivados de amendoim foi
realizada em placas bidimensionais, com co-cromatografia,
para melhor identificacao das aflatoxinas. A quantificacao de
aflatoxinas foi realizada na mesma placa pela comparacao
com padrades.

O desempenho analitico da metodologia e do analista,
por meio da avaliacao dos limites de deteccao, quantifica-
cao, exatidao (recuperacao) e repetibilidade em produtos de
amendoim, foi testada ao se iniciarem as analises.

Para o teste de limite de deteccao em cromatografia em
camada delgada, foram feitas placas para visualizacao de
diferentes e decrescentes niveis de contaminacao com aflato-
xina, adicionando-se, sobre o ponto de aplicacao do extrato
de uma amostra nao contaminada, volumes decrescentes
de padrao de aflatoxina. Entre as diferentes placas assim
elaboradas, foi selecionada a placa em que o menor nivel de
contaminacao pudesse ser, de forma inquestionavel por trés
diferentes visualizadores, identificado. Este nivel de conta-
minacao foi considerado como provavel limite de deteccao.
Uma vez que o menor nivel a ser detectado em cromatografia
em camada delgada ¢ dependente de uma soma de etapas
do procedimento analitico, desde a extracao até a cromato-
grafia, realizou-se a adi¢do do equivalente ao menor nivel de
contaminacao detectado na placa cromatografica (provavel
limite de deteccao), sobre amostras que nao apresentaram
contaminacao. Este procedimento visou confirmar se o
nivel visualizado com a adi¢do de padrao sobre a amostra
em placa ainda seria visivel, considerando o procedimento
analitico completo e a soma de possiveis perdas de toxina
durante esse processo. O extrato assim obtido foi, entao,
aplicado a placa cromatogréfica e a visualizagao, realizada
por trés diferentes pessoas. Tendo sido confirmado que a
contaminacao poderia ser detectada sem duavida pelos trés
diferentes visualizadores, o nivel testado foi entdo consi-
derado como limite de deteccao da metodologia para as
condicoes experimentais e no tipo de matriz testada.

O limite de quantificacdo (LQ) para as aflatoxinas foi
considerado como sendo 5 vezes o limite de deteccao [5].

Para avaliagdo da exatidao da metodologia, testes de
recuperacao foram realizados. Os testes de recuperacao
foram realizados utilizando-se amostras de produtos de
amendoim que apresentaram auséncia de contaminacio.
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Estas amostras foram contaminadas com volume conheci-
do de padrao para aflatoxinas €, em seguida, realizou-se a
extracao e a quantificacao destas.

A repetibilidade do procedimento analitico foi avaliada
pelo calculo do desvio padrao relativo dos resultados de
quantificacao do extrato de trés amostras adicionadas de
mesma quantidade de padrao de aflatoxinas.

Os padroes de aflatoxinas utilizados foram preparados
e checados quanto a sua concentragao, conforme procedi-
mentos recomendados pelo método 971.22 da Association
of Official Analytical Chemists - A.O.A.C. [1].

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes da performance analitica da metodologia,
utilizando cromatografia bidimensional, realizados como
descritos, mostraram que o limite de deteccio para cada uma
das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 foi de 0,2 ng/g e o limite de
quantificagao foi de 1ng/g. A repetibilidade verificada no nivel
de quantificagdo mostrou valores de variabilidade (desvio
padrao relativo), como mostrado na Tabela 1, inferiores
a 30%, como recomendado [19]. A exatidao, mensurada
pelos indices de recuperacao, como mostrado na Tabela 2,
apresentou também valores satisfatérios, ou seja, para os
niveis de adicao utilizados, recuperacdes superiores a 70%
e inferiores a 110% [5].

A observacao geral dos resultados, apresentados na
Tabela 3 e 4, sem considerar o tipo de produto, mostra que
75 (25%) das 297 embalagens amostradas apresentaram
algum nivel de contaminacgao, sendo que 20 [7%] destas
estavam com contaminacao acima de 20 ng/g, limite maximo
permitido, estabelecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), para contaminacido de produtos de
amendoim no Brasil [2]. Levantamentos anteriores realizados
no Brasil [3, 15, 16] mostraram, normalmente, freqiiéncias
e niveis mais elevados. Isto se deve, provavelmente, a uma
melhora na qualidade da matéria-prima utilizada, resulta-
do de campanhas de melhoria dos produtos de amendoim
existentes e implantacao de legislacoes especificas sobre o
problema. Entretanto, a possibilidade de ser uma situacao
restrita deve ser considerada e, assim, somente o monitora-
mento por outros periodos podera confirmar esta melhora
como algo permanente.

TABELA 1 - Coeficiente de variabilidade ou desvio padrao relativo
observado para o teste de quantificacdo no nivel de contamina-
cao de 1 ng/g para metodologia utilizada na analise de produtos
de amendoim.

Derivados de Amendoim

Aflatoxina B, B, G, G, Total
Amostra*
1 0,9 0,8 1.1 0,6 3,4
2 1,3 0,8 0,9 0,8 3,8
3 0,9 0,8 0,9 0,7 3,5
CV% 24,8 0,7 9,2 13,2 9,0

Amostras 1, 2 e 3 sdo repeticdes de extracoes e quantificacoes de amostras adicionadas
de 1 ng/g para cada uma das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2.
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TABELA 2 - Intervalo para os valores (%) de recuperacao e média
obtida entre determinacoes para aflatoxinas nos produtos

estudados.
Aflatoxina Amendoim japonés Pagoca
B1 78 — 95 (86) 83 - 110 (92)
B2 70 -89 (80) 68 — 97 (78)
G1 82 - 100 (92) 78 — 110 (92)
G2 70 — 100 (88) 88 — 97 (88)

* nivel de contaminacao de 2,5 ppb para Bl e G1 e 1,5 ppb para B2 e G2, repectiva-
mente.

Considerando a distribuicado da ocorréncia de conta-
minacao entre todos os lotes amostrados, como mostrado
nas Tabelas 3 e 4, a analise por tipo de produto mostra
que entre os lotes de pacoca amostrados houve uma per-
centagem muito maior de embalagens com algum nivel de
contaminacao (45%) ou acima do limite brasileiro (13%),
comparado ao amendoim japonés que apresentou 9% e
1%, respectivamente. Esta diferenca de distribuicao fica
muito mais expressiva considerando-se a ocorréncia de
contaminacao entre embalagens somente dos lotes que
apresentaram alguma contaminacao, como mostrado na
Tabela 5. Assim, nos lotes de pacoca que apresentavam a
ocorréncia de contaminacio, normalmente esta ocorréncia
era observada em 86% das embalagens amostradas, mas,
nos lotes de amendoim japonés contaminados, a ocorréncia
foi observada na média somente em 13% das embalagens
amostradas.

Visando avaliar a distribuicao dos niveis de contami-
nacao entre embalagens dos lotes, foi calculado o coefi-
ciente de variacao (Tabela 3 e 4) entre eles. Assim, para
os lotes de pacoca, o coeficiente de variacao médio foi de
75%, apresentando valores de 13% a 198%. Ja os lotes de
amendoim apresentaram um coeficiente médio de 294% e
valores variando de 200% a 441%. Assim, observa-se que,
apesar da contaminacdo apresentar-se heterogénea entre
as embalagens de pagoca, o grau de heterogeneidade, men-
surado pelo coeficiente de variacao, foi muito mais elevado
entre as embalagens dos lotes de amendoim japonés, que
foi o tinico a apresentar em um lote embalagens com niveis
inferiores e superiores ao limite brasileiro.

As determinacgéoes de atividade de agua do conteado
das embalagens, apresentadas nas Tabelas 3 € 4, mostram
que a maioria das embalagens dos produtos nao ofereciam
condicoes de crescimento fingico e producao de aflatoxinas,
no momento da amostragem, pois, segundo TANIWAKI &
SILVA [1996] [18], para crescimento e producao, sao ne-
cessarios valores de Aa superiores a 0,65. Apenas um lote
de pagoca apresentou as embalagens com valores propicios
ao crescimento fangico, aproximadamente 0,75, mostrando
que, embora nao seja freqiiente, existe a possibilidade de
crescimento fangico no produto pagoca no local de comer-
cializacado. Entretanto, nao se pode inferir sobre a influéncia
deste parametro para os demais lotes no decorrer de todo
periodo, entre a producao e exposicao a venda, pois nao
houve o monitoramento da Aa durante esse periodo.
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TABELA 3 - Perfil de contaminacao (ng/g) com aflatoxinas (B1 + B2 + G1 + G2) entre embalagens de lotes comerciais de pacoca amos-

trados.
Lote Num. Embalagens amostradas Faixa de Contaminagao ng/g C. V. entre cont. das Atividade de Agua
(Contaminadas) embalagens (%)

1 6(0) - - 0,321 a0,370
2 5(5) 3a4 13 0,285 a 0,358
3 5(0) - - 0,334 a 0,364
4 6(0) - - 0,349 20,410
5 6(0) - - 0,293 a 0,392
6 18(18) 48 a 346 60 0,258 a 0,369
7 5(0) - - 0,116 a 0,144
8 9(0) - - 0,127 a 0,188
9 7(2) 1a3 198 0,260 a 0,443
10 10(9) 1a3 67 0,747 a 0,756
1 8(8) 1a5b 40 0,323 a 0,404
12 7(0) - - 0,153 a 0,182
13 5(5) 5a9 22 0,187 a 0,262
14 4(4) 1a16 97 0,373 a 0,332
15 6(5) 1a2 60 0,291 a 0,367
16 3(0) - - 0,372 a 0,379
17 11(0) - - 0,390 a 0,407
18 3(0) - - 0,460 a 0,489
19 5(2) 4 109 0,330 a 0,509
20 3(3) 2a5 79 0,300 a 0,317
21 3(0) - - 0,194 a 0,252
Total 135(61) 18* 1-346 Média = 75 0,116 a 0,756

*ntmero de amostras que apresentaram contaminacao acima de 20 ng/g (B1 + B2 + G1 + G2).

TABELA 4 - Perfil de contaminacao (ng/g) com aflatoxinas (B1 + B2 + G1 + G2) entre embalagens de lotes comerciais de amendoim

japonés amostrados.

Lote Num. embalagens amostradas  Faixa de Contaminagdo ng/g C. V. entre cont. das embalagens Atividade de Agua
(Contaminadas) (%)
1 13(0) - - 0,367 a 0,395
2 6(0) - - 0,293 a 0,333
3 11(0) - - 0,429 a 0,471
4 16(1) 12 400 0,401 a 0,483
5 5(1) 5 224 0,366 a 0,439
6 8(5) 4 a 146 200 0,443 a 0,462
7 7(0) - - 0,255 a 0,302
8 4(1) 12 224 0,403a 0,411
9 40(2) 2 441 0,280 a 0,409
10 4(0) - - 0,225 a 0,385
11 16(2) 2 278 0,363 a 0,397
12 8(0) - - 0,338 a 0,357
13 6(0) - - 0,338 a 0,394
14 5(1) 1 224 0,235 a 0,343
15 13(1) 1 346 0,248 a 0,343
Total 162 (14) 2* 2 a 146 Média = 292 0,235 a 0,483

*nimero de amostras que apresentaram contaminacao acima de 20 ng/g (B1 + B2 + G1 + G2).

4 - CONCLUSOES

Os dados da distribuicdo da ocorréncia e dos niveis
de contaminacgao sugerem que os procedimentos de amos-
tragem, visando a deteccao de aflatoxinas em produtos
processados, sempre estarao associando um grau de in-
certeza muito elevado quanto a presenca ou nao e quanto
ao nivel médio de contaminacdo de um lote de produto
processado. Entretanto, para melhora-los devem ser con-

sideradas as diferencas existentes entre os produtos com
relacao ao processamento ou nao dos graos que constituem
sua matéria-prima, pois, em lotes de produtos em que a
matéria-prima foi triturada ou moida, como por exemplo, o
doce de amendoim do tipo pacoca, a distribuicao da ocor-
réncia e dos niveis mostrou um grau bem mais elevado de
homogeneidade, quando comparado ao amendoim japonés
que mantém a integridade da matéria-prima durante o seu
processo de fabricacao.
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TABELA 5 - Distribuicdo da contaminacdo entre embalagens dos lotes contaminados.

Produto Num. de embalagens do lote Num. de embalagens Percentagem de embalagens
exposto contaminadas contaminadas
Pagoca 5 5 100
Pacoca 18 18 100
Pacgoca 7 2 26
Pagoca 10 9 90
Pacoca 8 8 100
Pagoca 4 4 100
Pacoca 6 5 83
Pacoca 5 2 40
Pagoca 5 5 100
Pacoca 3 3 100
Média 71 61 86
Amendoim japonés 16 1 6
Amendoim japonés 5 1 20
Amendoim japonés 8 5 63
Amendoim japonés 4 1 25
Amendoim japonés 40 2 5
Amendoim japonés 5 1 20
Amendoim japonés 16 2 13
Amendoim japonés 13 1 8
Média 107 14 13

Estes dados também reforcam a importancia do adequa-
do preparo das amostras compostas de diferentes embala-
gens de produtos comerciais, no que se refere a moagem e
homogeneizacao do material antes da subtragdo da amostra
analitica, principalmente quando o produto preserva a in-
tegridade dos graos da matéria-prima.

Para o produto pacoca, apesar de nao ser freqiiente,
existe a possibilidade de ocorrerem condicoes de atividade de
agua propicias ao crescimento fingico no ponto de venda.
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