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RESUMO

As aflatoxinas sao metabdlitos secundarios produzidos por fungos do género
Aspergillus. Tais substancias sdo toxicas para 0 homem e animais, possuindo agao
mutagénica, carcinogénica, teratogénica e de imunossupressao, sendo a aflatoxina
B1 o mais potente carcindgeno natural conhecido. As aflatoxinas ocorrem princi-
palmente em produtos oleaginosos e ricos em proteinas, tendo sido encontradas
em castanhas de caju, uma noz produzida abundantemente no Brasil, pais que
apresenta condigdes climaticas propicias para o desenvolvimento de tais micoto-
xinas. O objetivo do presente estudo foi realizar um levantamento da ocorréncia
de aflatoxinas em castanhas de caju comercializadas por vendedores ambulantes
no centro da cidade de Teresina, Piaui. Dez amostras foram coletadas aleatoria-
mente, sendo avaliada a ocorréncia de aflatoxinas B e G, utilizando-se a técnica
de cromatografia em camada delgada (CCD), com a detec¢ao das aflatoxinas nas
cromatofolhas efetuada em duplicata. Em nenhuma das amostras foi encontrada
aflatoxinas. No entanto, ¢ valido ressaltar que a ndo deteccdo de aflatoxinas nao
descarta a possibilidade da presenga das mesmas nas amostras de castanha, uma
vez que a CCD possui certo limite de deteccdo para estas micotoxinas. Apesar da
negatividade do exame, ¢ importante destacar que estudos como este sdo de suma
importancia e devem ser realizados com frequéncia, tendo em vista que o consumo
de alimentos contaminados com aflatoxinas, mesmo que em doses minimas, na
ordem de nanogramas, confere risco potencial a saude.

Palavras-chave: Aflatoxinas. Castanhas de caju. Cromatografia em camada
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ABSTRACT

Aflatoxins are secondary metabolites produced by fungi of the genus As-
pergillus. These substances are toxic to humans and animals, with action muta-
genic, carcinogenic, teratogenic and immunosuppression, with aflatoxin B1 the
most potent natural carcinogen known. The products aflatoxins occur mainly in
oil and rich in protein, was found in cashew nuts, a nut produced abundantly in
Brazil, and that the country presents conditions favorable for development of such
mycotoxins. The purpose of this study was to survey the occurrence of aflatoxins
in cashew nuts sold by street vendors in the inner city of Teresina (PI). December
samples were collected randomly, and assessed the occurrence of aflatoxin B and
G, using the technique of Thin-Layer Chromatography (TLC), and the detection
of aflatoxins in cromatofolhas was done in duplicate. In none of the samples was
found aflatoxin. However it is not valid to emphasize that the detection of aflatoxin
does not rule out the possibility of the presence in samples of the same brown,
because the SSC has certain limit of detection for these mycotoxins. Despite the
negativity of the examination, it is important to emphasize that studies of this
are extremely important and should be conducted frequently, since the consump-
tion of food contaminated with aflatoxins, even in minimal doses in the range of

nanograms, gives potential to health.
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1 Introducéo

Aflatoxinas sao metabolitos fngicos secunda-
rios produzidos por algumas linhagens das espécies
Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus (CHELL
et al., 2007) e, mais raramente, Aspergillus nomius.
(SANTURIO; FERNANDO; ROSA, 2006). Possuem
efeitos toxicos agudos, mutagénicos, carcinogénicos,
teratogé€nicos e de imunossupressao sobre os seres
humanos e varias espécies domésticas (HASHIMO-
TO et al., 2003; SIMIONATO; ASTRAY; SYLOS,
2003), pois essas toxinas exercem antagonismo ao
metabolismo das vitaminas, proteinas e aminoaci-
dos, lipidios e carboidratos, agindo sobre coenzi-
mas ou complexos enzimaticos, principalmente no
figado, além de afetar a estrutura quimica do DNA.
(TESSARI et al., 2005). Segundo a Food and Drug
Administration/CFSAN (2003), em cada espécie o
figado ¢ o primeiro 6rgdo a ser atacado.

Segundo a European Mycotoxin Awareness
Network (EMAN), atualmente conhecem-se 20 tipos
de aflatoxinas (EMAN, 2007), porém os principais
tipos de interesse médico-sanitério sdo identificados
como B1, B2, G1 ¢ G2 (MALLMANN et al., 2006),

sendo a aflatoxina B1 o mais potente carcindgeno
conhecido. (BENNETT et al., 2003).

O clima tropical do Brasil propicia condigoes
favoraveis para a proliferacdo dos fungos respon-
saveis pela producao das aflatoxinas. Além disso,
sendo um pais em desenvolvimento, as condi¢des
inadequadas de plantio, colheita, secagem, transporte
e armazenamento de produtos agricolas favorecem
a contaminagdo por fungos toxigénicos. Nos paises
tropicais, as perdas causadas por fungos sdo em torno
de 4%, podendo chegar até¢ 30% em alguns paises,
principalmente devido as temperaturas e umidades
relativas altas. (LOPES et al., 2005).

Estudos realizados pelo Centro Nacional de
Pesquisa Agroindustrial Tropical (CNPAT) nos
ultimos anos confirmaram a presenca de diversos
fungos, inclusive Aspergillus flavus, associados a
deterioragdo das améndoas. Aproximadamente 10%
das castanhas de caju que aportam nas industrias de
processamento ndo possuem améndoas, por terem
sido destruidas por fungos. (PINHEIRO, 2004). O
Brasil ¢ o terceiro maior produtor mundial de casta-
nhas de caju, sendo que a safra para 2007 é estimada
em mais de 252 mil toneladas. (IBGE, 2007).

Publ. UEPG Exact Earth Sci., Agr. Sci. Eng., Ponta Grossa, 15 (1): 39-44, abr. 2009



Dada a importancia das aflatoxinas, devido a
sua alta toxidade, e sendo o Brasil um pais com condi-
¢oes favoraveis para sua produgdo ¢ um dos maiores
produtores mundiais de castanha, o objetivo do pre-
sente trabalho foi verificar a ocorréncia de aflatoxinas
em castanhas de caju comercializadas informalmente
no centro da cidade de Teresina, Piaui, através de
cromatografia em camada delgada (CCD).

2 Material e métodos
2.1 Amostras de castanha de caju

Um total de dez amostras de castanha de caju
foram coletadas ao acaso de diferentes vendedores
ambulantes, escolhidos aleatoriamente, localizados
em pontos diversos do centro comercial da cidade
de Teresina-PI. As amostras tiveram um peso repre-
sentativo de 100 g.

2.2 Métodos

2.2.1 Temperatura ambiente, umidade
relativa do ar e precipitacdo

As informagoes climaticas referentes a tempe-
ratura ambiente, umidade relativa do ar e precipitacao
mensal na cidade de Teresina foram obtidas através
de levantamentos diarios com dados do Instituto
Nacional de Meteorologia (INMET), no periodo de
abril a junho de 2007.

2.2.2 Cromatografia em camada
delgada (CCD)

A detecgao de aflatoxinas foi realizada segundo
o método de CCD de Soares e Rodriguez-Amaya
(1989).

2.2.2.1 Extragdo

A extracdo e limpeza das amostras foram re-
alizadas no laboratério de alimentos do CEFET-PI.
As amostras foram levadas a estufa por aproxima-
damente 48 horas a 65 °C a fim de retirar a umidade
das castanhas, facilitando assim a moagem. Apds
a moagem e homogeneizagdo, pesou-se 50 g para

A1)

estudo. A seguir, foram adicionados, lentamente,
30 ml de solucao de KCI 4% e 270 ml de metanol,
agitando-se por cinco minutos em liquidificador, a
velocidade intermediaria. Essa solugdo foi filtrada
em papel-filtro qualitativo e foram coletados 150 ml
em béquer de 500 ml.

2.2.2.2 Purificacao

No extrato filtrado, foram adicionados lenta-
mente 150 ml de clarificante (sulfato de cobre 10%)
e 50 cm’ de celite, homogeneizando e aguardando
por 10 minutos. A amostra foi filtrada em papel-
filtro, retirando-se os primeiros 150 ml para funil de
separacao.

2.2.2.3 Desengorduramento

Foram adicionados ao extrato 50 ml de hexano
e, apos agitacdo por um minuto € repouso para sepa-
ragdo das fases, foi coletada a fase inferior.

2.2.2.4 Particdo liquido-liquido

Na fracdo coletada em funil de separagao,
foram adicionados 10 ml de cloroformio, agitando-a
vigorosamente por dois minutos. Apds a separacao, a
fase inferior (cloroformica) foi coletada. Essa etapa
foi novamente repetida. O frasco com a amostra,
devidamente identificado, foi levado para estufa a
60 °C para evaporacao do cloroférmio. Os extratos
secos foram acondicionados em frascos de vidro lim-
pos, envolvidos em papel aluminio e enviados para
leitura no laboratdrio de quimica da Universidade
Federal do Piaui.

2.2.2.5 Leitura

O extrato seco foi ressuspenso em 300 ul de
tolueno e a verifica¢do da presenca de aflatoxinas foi
feita aplicando-se sobre a cromatofolha uma pequena
fracdo do extrato com auxilio de um capilar de vi-
dro. O desenvolvimento da corrida foi realizado por
10 cm, em cuba saturada por 30 minutos, com clo-
roféormio: acetona (9:1). Apos a corrida, deixou-se
a cromatofolha secar naturalmente. A revelacao foi
realizada com o auxilio de uma camara com lampada
ultravioleta de comprimento de onda 366 nm.
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2.2.2.6 Deteccao de aflatoxina

As bandas de aflatoxina sob exposicdo a luz
ultravioleta (366 nm) apresentam coloracao azul
fluorescente ou, pela adigdo do acido sulftrico 20%,
passam para amarelo-esverdeado fluorescente. Este
ultimo procedimento permite confirmar a presenga
ou auséncia de aflatoxina. Para fazer a quantificagdo
de aflatoxina por cromatografia em camada delgada,
compara-se a coloracdo das bandas correspondentes
a molécula de aflatoxina no padrdo e na amostra.

3 Resultados e discussao

3.1 Temperatura ambiente, umidade
relativa do ar e precipitacdo

Segundo Pereira, Carvalho e Prado (2002), a
temperatura do ambiente ¢ umidade relativa do ar
constituem pontos criticos na producao de aflatoxi-
nas, sendo que a interagdo entre estes parametros €
o fator mais significativo para impedir a produgdo
destas toxinas. Nesse contexto, Queiroz et al. (2006)
afirmam que a faixa de temperatura ideal para a
produgao de aflatoxina é de 25 °C a 40 °C. Quanto
a umidade relativa do ar (URA), os mesmos autores
reportaram que a ideal deve ser superior a 85%.

Tabela 1 - Temperatura média, teor de umidade relativa do ar e precipitagdo
acumulada em Teresina entre os meses de abril a junho de

propriamente dita, esse teor de URA também se en-
controu abaixo do valor relatado na literatura como
suficiente para produgao das aflatoxinas (URA acima
de 85%), nao favorecendo assim a producao das
mesmas. Esse baixo teor de umidade relativa do ar
em Teresina ¢ corroborado pelo também baixo indice
de chuvas registradas mensalmente (Tabela 1).

3.2 Ocorréncia de aflatoxinas por CCD

Do total de dez amostras analisadas em dupli-
cata, nao foi verificada a presenga de aflatoxinas em
nenhuma delas. Tal indice esta de acordo com outros
trabalhos que demonstraram pouca ou nenhuma
ocorréncia em amostras de castanha de caju. Lima
(1997), utilizando o método descrito por Soares ¢
Rodriguez-Amaya (1989), também nao verificou
presenca de aflatoxinas em améndoas de castanha
de caju fritas e salgadas. No estudo realizado por
Taguchi et al. (2007) também nao foi detectada
presenca de aflatoxinas em amostras de castanha de
caju analisadas em Osaka, Japao, durante 1988-1992.
Leszczynska et al. (2000), pesquisando aflatoxinas
em 29 amostras de nozes, entre elas castanhas de
caju, chegaram a conclusao de que 38% das amostras
estavam contaminadas, sendo que a concentragao
de aflatoxinas Bl nas castanhas de caju estava a
cerca de 0,35 pg/kg. Abdulkadar, Al-Ali e Al-Jedah
(2002) analisaram durante quatro anos
(1997-2000), no Qatar, 351 amostras de
alimentos suscetiveis a contaminagao por

2007. aflatoxinas, entre elas a castanha de caju.
Das 40 amostras de castanha de caju
Més Terr)pgratura Teor de umic,ia.de relativa |  Precipitagéo investigadas, apenas uma apresentou
média (°C) do ar média (%) acumuladamm .o taminagdo por aflatoxinas em baixos

Abril 26,03 68,67 230 niveis (0,1 pg.kg™).
Maio 26,80 59,93 60 Segundo orienta¢des do Instituto
Junho 26,46 51,66 0.9 Nacional de Metrologia, Normalizagio e
Média total 26,43 60,08 290,9 Qualidade Industrial INMETRO), quan-

No que se refere a temperatura média total em
Teresina (Tabela 1), no periodo do estudo observou-
se que este parametro poderia favorecer o crescimen-
to fungico e a producdo de aflatoxinas (25 °C a 35
°C). Quanto a média total de umidade relativa do ar
(URA) registrada na cidade em questdo (Tabela 1),
esta se apresentou em nivel inferior ao ideal para o de-
senvolvimento dos fungos Aspergillus e Penicillium
(URA acima de 75%). Para a producao de aflatoxina

do sdo realizadas medidas em amostras
com baixos niveis do analito ou de uma propriedade,
como por exemplo andlise de tragos, ¢ importante sa-
ber qual o menor valor de concentragao do analito ou
da propriedade que pode ser detectada pelo método.
O limite de detec¢ao do método (LDM) ¢ definido
como a concentracdo minima de uma substancia me-
dida e declarada com 95% ou 99% de confianca de
que a concentracao do analito ¢ maior que zero. So-
ares e Rodriguez-Amaya (1989) encontraram, como
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sendo o limite de detecgdo para esse método, o valor
de 4 ng/kg para aflatoxina B1. Portanto, apesar das
aflatoxinas ndo terem sido detectadas nas amostras
de castanha de caju, este fato ndo descarta a hipotese
de possivel presenca de aflatoxinas, pois podem estar
presentes em niveis ndo detectaveis pela CCD.

Para Silva (2005), a confiabilidade dos resul-
tados analiticos na determinag¢do de micotoxinas ¢é
preocupante, tendo em vista varios fatores, como a
distribuicdo ndo uniforme das micotoxinas nos ali-
mentos ¢ ragdes animais, as baixas concentracdes,
em que os niveis encontrados estdo em pg/kg e ainda
a presenga de interferentes. O cromatograma nao
apresentou interferéncias, sendo que o extrato obti-
do foi claro e limpido, ndo havendo necessidade de
nova extragao. Segundo Collins et al. (1995),a CCD
¢ a mais simples e a mais econdmica das técnicas
cromatograficas quando se pretende uma separagao
rapida e identificag@o visual.

4 Concluséo

Apesar das aflatoxinas ndo terem sido detec-
tadas nesta pesquisa, convém ressaltar que este fato
nao descarta a possibilidade das amostras de casta-
nha de caju analisadas apresentarem algum nivel de
contaminagao. Isso se deve ao fato de que a CCD
apresenta um certo limite de detecgao.

O resultado médio da umidade relativa do ar
obtida ao longo de trés meses apresentou-se abaixo
do teor descrito na literatura como favoravel ao
desenvolvimento de aflatoxinas, o que demonstra
que o controle deste fator ¢ um método efetivo para
inibir o desenvolvimento de fungos toxigénicos ¢ a
contaminagdo com aflatoxinas.

Entretanto, mais amostras devem ser anali-
sadas em periodos climaticos diferentes visando a
verificar a tendéncia observada neste trabalho.
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