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RESUMO

As aflatoxinas sdo consideradas um dos mais perigosos contaminantes de alimentos e ragdes animais, € por
produzirem metabdlitos toxicos, apresentam grande risco A saude humana. Utilizou-se a metodologia de
extragdo preconizada por Mallmann et al., (2000). As analises foram realizadas por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), utilizando coluna cromatografica de fase reversa C ;¢ fase movel agua: acido
acético 1%, acetonitrila e metanol (39:39:10:12) a um fluxo de 2.2 ml/min. O volume de injegdo utilizado foi
50 pl. Avaliou-se 15 amostras de cereais matinais adquiridos aleatoriamente na cidade de Santa Maria - RS,
no periodo de mar¢o a maio de 2011. Das 15 amostras analisadas, nenhuma apresentou valores superiores
aos estabelecidos pela ANVISA. A ndo deteccdo de aflatoxinas nessas amostras pode ser devido a uma maior
conscientizagdo dos produtores e da industria alimenticia na ado¢ao de medidas tecnoldgicas que reduzem a
exposicao desses alimentos a essas toxinas.
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ABSTRACT

Aflatoxins are considered one of the most dangerous contaminants of food and animal feed, and since they
produce toxic metabolites, they present a great risk to human health. It is used the methodology of extraction
proposed by Mallmann et al, (2000). Some analyses were performed by high performance liquid chromatography
(HPLC) using chromatography column with reverse phase C18 and water mobile phase. acetic acid 1%,
acetonitrile and methanol (39:39:10:12) at a flow rate of 2.2 ml/min. The injection volume used was 50 pl.
15 samples of breakfast cereals purchased randomly in the city of Santa Maria, RS, have been assessed from
March to May, 2011. None of the 15 samples had values higher than those established by ANVISA. The failure
to detect aflatoxin in these samples may be due to the greater awareness of producers and the food industry in

the adoption of technological measures that reduce the exposure of food to these toxins.
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INTRODUCAO

As micotoxinas representam um risco de contaminacdo, acarretando sérios prejuizos a satde
humana (BANDO et al., 2007). Dentre as micotoxinas, ressalta-se as aflatoxinas que sdo substancias
toxicas provenientes do metabolismo secundario dos fungos Aspergillus flavus e Aspergillus
parasiticus. O A. flavus produz apenas aflatoxinas do grupo B, e o 4. parasiticus produz grupo B e G
(ABADIA et al., 1997; OLIVEIRA; GERMANO, 1997; AMARAL; MACHINSLEI JUNIOR, 2006;
FREIRE et al., 2007; MALLMANN et al., 2007; PRADO et al., 2008; ROCHA et al., 2008).

Diversos compostos sdo conhecidos como aflatoxinas, porém, somente as aflatoxinas B1, B2,
G1 e G2 possuem importancia toxigénica conhecida. Sao compostos mutagénicos, carcinogénicos e
teratogénicos. As aflatoxinas, no entanto, apresentam diferentes graus de atividade biologica, sendo a
aflatoxina B1 considerada como a mais toxica e com maior poder carcinogénico dentre as
micotoxinas, além de ser a mais frequentemente encontrada em alimentos (OLIVEIRA; GERMANO,
1997; ROSMANINHO et al., 2001; FREIRE et al., 2007).

As micotoxinas sdo capazes de se desenvolver numa extensa variedade de alimentos, como no
leite de vaca, milho, amendoim, arroz, algoddo, castanha, nozes, cereais, sementes, pistache, figo,
cacau, frutas secas, temperos e 6leos vegetais entre outros. Este desenvolvimento depende dos fatores
geograficos, sazonais e estocagem do produto. As dreas tropicais e subtropicais sdo mais sujeitas a
contamina¢do do que areas temperadas, pois os melhores locais de produ¢do para aflatoxinas sao
temperatura e umidade elevadas (MIDIO; MARTINS, 2000; CIB, 2004; EMBRAPA, 2007; PRADO
et al., 2008; ROCHA et al., 2008; MALLMANN et al., 2010).

A contaminacdo de alimentos por micotoxinas tem sido relatada no mundo todo, principalmente
em alimentos susceptiveis ao crescimentos fungico, como graos e cereais. O monitoramento de
micotoxinas em alimentos ¢ de extrema importancia para a satide publica, visando adoc¢ao de medidas
tecnologicas a fim de reduzir a exposicao a alimentos considerados de risco para essas micotoxinas
(MAZIERO; BERSOT, 2010).

As aflatoxinas sdo absorvidas no trato gastrintestinal e biotransformadas primariamente
no figado, por um misto de oxidases. Estas enzimas, pertencentes a superfamilia das enzimas do
sistema citocromo P-450, sdo responsaveis pelo metabolismo oxidativo de um grande nimero de
xenobidticos. Existe um consenso atual entre um grande nimero de especialistas, de que a AFB1 ¢ um
pré-carcindgeno, que requer ativagdo metabolica para manifestar seus efeitos toxicos (MALLMANN
et al., 1994; OLIVEIRA; GERMANO, 1997).

Essas toxinas apresentam efeitos toxicos bem definidos, causando sérios riscos a saide humana.
Devido a isso, a maioria dos paises adotou valores limites permitidos (LMP), no Brasil, o Ministério
da Saude estabeleceu que o limite maximo permitido, para alimentos destinados ao consumo humano

¢ de 20 pg/kg, somadas as aflatoxinas B1, B2, G1 e G2. Mesmo assim ndo oferecem seguranca total
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a saude o que s6 aconteceria mediante a auséncia de tais toxinas.
Torna-se importante a realiza¢do constante de analises de alimentos propensos a estas contaminagoes

(MIDIO; MARTINS, 2000; CIB, 2004; MALLMANN; DILKIN, 2007; PRADO et al., 2008).

MATERIAL E METODO

Foram analisadas quinze amostras de cereais matinais a base de aveia, gergelim, germe de trigo,
uva passas, mel de abelha, melado de cana, fibra de trigo, agucar mascavo, linhaga, flocos de milho,
flocos de arroz, flocos de cereais, malte de cereais, 6leo de arroz, 6leo de milho, 6leo de soja, castanha
do Par4, castanha de caju e gluten, adquiridas no comércio do municipio de Santa Maria - RS, no
periodo de margo a maio de 2011.

As amostras foram trituradas em moinho de facas, homogeneizadas em sacos plasticos, pesadas
separadamente (50 g) em copos com auxilio de balanga semi-analitica. Apds pesagem, foram
adicionados 100 mL de solugdo acetonitrila:dgua (84:16, v/v) sendo deixada sob agitacao por trés
minutos. Apds a agitacdo, as amostras foram filtradas e uma aliquota foi retirada e evaporada sob
fluxo de nitrogénio a 65°C. O extrato seco foi dissolvido em 1 mL de solugdo acetonitrila: agua
(84:16, v/v) 5% acido acético, sendo entdo conduzido ao sistema automatizado de purificacdo em fase
solida. Apés a purificacdo, uma aliquota do extrato foi derivatizada com acido trifluoroacético por
dez minutos a 65°C. Finalizada esta etapa, as amostras foram conduzidas a analise por cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detec¢do por fluorescéncia.

As aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 foram determinadas segundo o método desenvolvido e validado
por Mallmann et al. (2000). Foi utilizado um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia com-
posto por degaseificador, bomba quaternaria, injetor automatico, compartimento de coluna termos-
tatizado e detector de fluorescéncia modelo 1100 marca Agilent Technologies. Na fase estacionaria,

utilizou-se coluna cromatografica de fase reversa C,, mantida a temperatura de 50°C. A fase movel

18>
(FM) utilizada, foi composta de adgua:acido acético 1%, acetonitrila e metanol (39:39:10:12) a um
fluxo de 2.2 ml/min. O volume de inje¢ao utilizado foi 50 pl. O comprimento de onda Excitagdo (Ex)

foi de 365, Emissao (Em): 450.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Utilizou-se um padrao de Aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, conforme mostra na figura 1, para
comparagao cromatografica com as amostras analisadas.

O limite de quantificagdo/coeficiente de recuperacdo durante a utilizagdo do método para
aflatoxinas, foram 1pg/kg/94,5% AFBI (aflatoxina B1); 1nug/kg/80,0% AFB2 (aflatoxina B2); 1pg/
kg/88,5% AFG1(aflatoxina G1); 1ng/kg/88,1% AFG2 (aflatoxina G2).
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FLD1 A, Ex=365, Em=450 (AFLA11\A0608004 D)
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Figura 1 - Cromatograma de padrdo de Aflatoxinas, comprimento de onda

Ex: 365, Em: 450, FM: A:B:C:D (39:39:10:12), vazdo: 2.2 ml/mim, pressdo = 100, temperatura: 50 °C

Das quinze amostras adquiridas aleatoriamente em estabelecimentos comerciais na cidade de

Santa Maria - RS, nenhuma apresentou contaminacdo de aflatoxinas, como mostra-se na figura 2.

FLD1 A, Ex=365, Em=450 (AFLA111A0521030.0)
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Figura 2 — Cromatograma de amostra de aflatoxinas analisadas

A RDC N° 7, de 18 de fevereiro de 2011 da ANVISA, dispde sobre os limites maximos
tolerados (LMT) para micotoxinas em alimentos, sendo que para cereais e produtos de cereais o
valor ¢ de 10 pg/Kg (BRASIL, 2011).

Diversos autores realizaram, em diferentes regides do Brasil, andlises para detectar aflatoxinas
nos variados tipo de alimentos e ndo encontraram resultados significativos.

Em estudo realizados por Kawashima e Soares (2006), analisaram 74 amostras de produtos a
base de milho e apenas 5 amostras apresentaram positivo para aflatoxina B1, 3 amostras para B2, as
aflatoxinas G1 e G2 ndo foram detectadas em nenhuma amostra analisada.

Prado et al,. (2008) analisaram 30 amostras de pimenta e 20 de orégano nenhuma amostra
apresentou contamina¢do com aflatoxinas.

Rupollo et al. (2006) realizaram um estudo com armazenamentos de graos de aveia em sistema
hermético por 12 meses e apos este periodo ndo detectaram aflatoxinas B1, B2, Gle G2. Dessa

maneira, a importancia dos procedimentos, tais como, técnicas de secagem e armazenamentos dos
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produtos alimenticios devem ser cuidadosamente controlados, para minimizar o crescimento de
fungos e a possivel produ¢do de micotoxinas.

Segundo Pereira et al. (2002) a presenc¢a do fungo no alimento ndo implica, obrigatoriamente,
em produ¢do de micotoxina, assim como a toxina pode estar presente no alimento mesmo na
auséncia do fungo.

Algumas razdes podem ser levantadas para a queda no nivel de contaminagao ocorrida nos cereais
como maior conscientizacao por parte de produtores, industriais € comerciantes quanto ao problema.
Também a divulgagdo pela midia, dos dados de contaminagao de alimentos por aflatoxinas levando
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) a tomar medidas punitivas contra algumas
industrias desses produtos, pode também ter tido um papel importante nos resultados visando a saude

do consumidor (CALDAS et al., 2002).

CONCLUSAO

Devido a importancia da exposi¢do humana a aflatoxinas para a satde publica e as condigdes
climaticas do Brasil, que favorecem a producdo de fungos e producdo de micotoxinas, é necessario
um constante monitoramento da qualidade dos alimentos oferecidos para os consumidores. Porém,
s6 a continuidade do programa de monitoramento podera dizer se essa melhora na contaminagao por

aflatoxinas € permanente.
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