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RESUMO

Apos o famoso caso em 1960 de surto que resultou em mais de cem mil mortes de perus no
Reino Unido por conta de um contdgio do fungo Aspergillus flavus na ragdo consumida pelos
perus, iniciaram-se a partir desse momento diversas pesquisas para se descobrir mais sobre
esse fungo e o seu potencial nocivo a satde. A contaminagdo de alimentos por aflatoxinas é
uma preocupacdo de saude publica, visto que o seu consumo pode acarretar sobretudo de
maneira cronica patologias hepaticas induzindo até mesmo ao céncer, além de seu efeito
agudo poder acarretar a morte. Sendo o amendoim um dos principais alvos do fungo
Aspergillus flavus, faz com que produtos alimenticios derivados do amendoim necessitem de
maior atencdo quanto a sua seguranca micotoxicologica. Portanto esse estudo visa avaliar a
incidéncia de aflatoxinas em pacocas de amendoim comercializadas na cidade de Apucarana —
PR, detectar e quantificar aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 e identificar as possiveis patologias
acarretadas pelo consumo de aflatoxinas por seres humanos. Trata-se de um estudo transversal
e quantitativo. A metodologia utilizada foi através do método de ELISA, utilizando um total
de 5 amostras de pacocas de amendoim coletadas aleatoriamente no comércio da cidade de
Apucarana — PR. Os resultados obtidos por essa pesquisa ndo revelaram a presenca de
contaminacgdo por aflatoxinas, demonstrando a preocupacdo das industrias em estarem de
acordo com a legislacdo vigente, assegurando um processo salvo de riscos para contaminagao
desde o plantio, colheita, armazenamento e processamento do produto final, garantindo assim
um produto seguro para 0 consumo.
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ABSTRACT

After the famous case of the outbreak in 1960 that resulted in over one hundred thousand
deaths of turkeys in the United Kingdom due to a contagion of the fungus Aspergillus flavus
in the feed consumed by turkeys, it began from that moment several researches in order to
discover more about this fungus and its potential harmful to health. Contamination of food by
aflatoxins is a public health concern, since its consumption can lead to chronic liver diseases,
even inducing cancer, and its acute effect may lead to death. As peanut is one of the main
targets of the fungus Aspergillus flavus, it makes peanuts-derived products need more
attention regarding its mycotoxicological safety. Therefore, this study aims to evaluate the
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incidence of aflatoxins in pacocas commercialized in the city of Apucarana - PR, to detect
and quantify aflatoxins By, B2, G1 and G2 and to identify the possible pathologies caused by
the consumption of aflatoxins by humans. It is a cross-sectional and quantitative study. The
methodology used was ELISA’s method, using a total of 5 samples of pacgocas randomly
collected in the city of Apucarana - PR. The results obtained by this research has not revealed
the presence of aflatoxins contamination, demonstrating the concern of the industries to be in
accordance with the current legislation, ensuring a safe process from contamination risks from
the planting, harvesting, storage and processing of the final product, thus ensuring a safe
product for consumption.

Keywords: Arachis. Aspergillus. Mycotoxin.

INTRODUCAO

Em 1960 as micotoxinas tornaram-se mundialmente conhecidas apés um surto de
mortes inexplicaveis de mais de cem mil perus no Reino Unido. Tal surto ficou mundialmente
conhecido como turkey x diseaseou (doenca x dos perus). Apos investigacdes descobriu-se 0
motivo da morte das aves: a ragdo. A mesma havia sido produzida com amendoins oriundos
da Africa e do Brasil, sendo que esses estavam contaminados com aflatoxinas produzidas pelo
fungo Aspergillus flavus. A partir desse acontecimento historico iniciaram-se diversas
pesquisas sobre aflatoxinas na micotoxicologia (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2009).

No homem, os efeitos causados pelas micotoxinas se apresentam de maneira cronica,
sendo dificil associar seus efeitos com alimentos contaminados. A ingestdo de alimentos
contaminados com micotoxinas pode levar & inducdo de céncer, lesdo renal e depressdo do
sistema imune; sendo que os efeitos causados por micotoxicoses dependem do estado
nutricional do individuo, género, idade, dose e periodo de exposicdo a essa toxina
(FERREIRA; FREITAS; MOREIRA, 2014).

No Brasil, existe a legislacdo em vigor RDC 7/2011 que regulamenta os niveis
permitidos de micotoxinas presentes em alimentos, em especial indicando os niveis maximos
permitidos de presenca de aflatoxinas em amendoim, sendo esse de 20ug/kg (ANVISA,
2011).

A existéncia de aflatoxinas em alimentos € um problema de salde publica,
necessitando maior divulgacdo para a populagdo em geral, para que tenham maior
conhecimento sobre o assunto, podendo exigir produtos de qualidade para o consumo que nao

acarretem em problemas de salde.
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Diante desse contexto se faz necessario avaliar a incidéncia de aflatoxinas em pagocas

de amendoim comercializadas na cidade de Apucarana — PR.
METODOLOGIA

A analise das amostras de pacoca foi realizada no ano de 2018, no laboratério da SL
Alimentos, localizada na cidade de Mauéa da Serra, situada na regido norte do Parana.

Foram coletadas 5 amostras de pagoca de marcas distintas, compradas no periodo de
fevereiro a marco aleatoriamente no comércio da regido central da cidade de Apucarana-PR,
cidade situada na regido norte do Parana.

As analises foram efetuadas utilizando o método de ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay) na qual consiste em uma reacdo antigeno-anticorpo detectavel por
meio de reacOes enzimaticas, onde o sistema veratox mostra ao final do teste uma coloragédo
azul, que quanto maior a intensidade da coloragdo, menor a quantidade presente de aflatoxina
na amostra.

Antes de se iniciar o teste o kit veratox foi retirado da refrigeracdo e colocado em
temperatura ambiente (18 — 30°C) por 15 minutos antes de utiliza-lo.

As amostras de pacoca utilizadas como objeto de estudo da pesquisa foram
identificadas com o auxilio de um pincel atbmico, nos Erlenmeyers onde estavam contidas as
mesmas na qual foram grafados os nimeros 5, 6, 7, 8 e 9, pois os testes padrdes aplicados na
analise foram os de nimero 1, 2, 3 e 4.

Foram pesados 5g de cada amostra de pagoca e colocado em Erlenmeyer de 300mL.

Em seguida, com o auxilio de uma espatula a pacoca foi semi moida, a fim de diminuir
o tamanho das particulas, usou-se uma proveta de 25mL para acrescentar 25mL do metanol
70% e as amostras foram homogeneizadas por 3 minutos, com auxilio da mesa agitadora.

ApOs retirar as amostras da mesa agitadora, foi realizada a filtragdo das amostras,
utilizando o papel filtro, funil de 75mm e Erlenmeyer de 125mL.

Enquanto as amostras foram filtradas, pegou-se 9 micropocos vermelhos e 9
micropocos brancos do kit (sendo 4 para o teste padrdo e 5 para as amostras de pacoca). Com
0 auxilio de uma pipeta acrescentou-se 100ul dos padrdes (concentracdes de 0, 5, 15 e 50
ppb) de teste nos primeiros micropogos vermelhos e as amostras nos seguintes, trocando a

ponteira da pipeta entre cada amostra para se evitar contaminagdes cruzadas.
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Em seguida, foi acrescentado 100pl da solugdo conjugado e transferiu-se a mistura
para 0s micropocos brancos misturando bem, deixando reagir por 2 minutos.

Decorridos os 2 minutos, o liquido dos micropocos foi descartado e realizou-se o
enxague dos micropogos com agua destilada 5 vezes, ap0s o0 enxague realizou-se a secagem
dos micropocos batendo-os em um papel toalha absorvente até que ndo restasse nenhuma
goticula de agua em seu interior.

Apos sua secagem, foi acrescentado a solucdo substrato aos micropocos e deixado
reagir por 3 minutos.

Em sequéncia foi acrescentado a solucao stop e homogeneizado, a qual é responsavel
por parar a reagao.

Os resultados foram obtidos através da leitura dos micropogos na leitora ELISA,
utilizando a absorbancia de 650nm. A leitura foi efetuada 20 minutos apds a adicdo da
solucéo stop para se evitar resultados falso positivo ou falso negativo. A leitora emitiu o
resultado total de aflatoxinas Bi, Bz, G1 e G2 juntamente com a curva de calibracdo dos

padroes.
RESULTADO E DISCUSSAO

Os resultados obtidos através dessa pesquisa demonstraram que, das 5 marcas de
pacocas apenas 1 marca apresentou resultado positivo para aflatoxina, porém como podemos
observar na tabela 1 os niveis encontrados se encontram dentro dos limites estabelecidos pela
legislacdo vigente RDC 07/2011 a qual estabelece como LMT (Limite mé&ximo tolerado) o

valor de 20pg/kg para amendoim e seus derivados.

Tabela 1 - Resultado da analise

Amostra Resultado (pg/kg) LMT (ug/kg)
Marca 5 0,6
Marca 6 0,0
Marca 7 0,0
20
Marca 8 0,0
Marca 9 0,0

Fonte: Couto e Toledo (2018)
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Resultados semelhantes aos obtidos foram encontrados no estudo realizado por
Ferreira; Freitas; Moreira (2014) sendo analisadas 9 amostras de pacocas comercializadas na
cidade de Lavras — MG, onde nenhuma das amostras deu resultados positivos para aflatoxinas
B e Ba.

O resultado negativo para a presenca de aflatoxina em pacgocas pode estar relacionado
com as boas praticas agricolas no plantio, colheita e armazenamento dos grdos antes de sua
utilizacdo na producédo das pagocas o que Ihe garantiria maior seguranca micotoxicoldgica.

Bochio et al. (2017) concorda que um dos principais métodos para a prevengdo de
contaminacgao por micotoxinas se trata de nao permitir que esses fungos encontrem condigdes
favoraveis para sua proliferagdo. Sendo assim a maneira mais eficaz é realizar o controle da
temperatura e umidade desde o plantio, colheita, transporte, estocagem e processamento do
produto.

Além disso, Gloria et al. (2006) acredita que o resultado relativamente baixo de
contaminagdo obtido nas amostras de pagocas pode estar relacionado também ao fato de que
no processo de sua fabricagdo os grédos de amendoim ao serem triturados e misturados, 0s
grdos contaminados se misturam com 0s ndo contaminados fazendo assim com que as
aflatoxinas presentes fiqguem homogeneizadas diminuindo deste modo sua presenca e
deteccao.

Antunes; Freitas; Royo (2014) também obtiveram resultados semelhantes ao dessa
pesquisa, foram analisadas 12 amostras de pagocas comercializadas na cidade de Montes
Claros — MG, onde das 12 amostras nenhuma apresentou resultado positivo para aflatoxinas.

Pesquisa realizada por Ferreira; Barros; Fortuna (2017) onde foram analisadas 31
amostras de amendoim em gréos cru; amendoim torrado em grédos e amendoim torrado e
triturado comercializados na cidade de Juiz de Fora — MG, onde das 31 amostras, 17 estavam
contaminadas por fungos potencialmente toxigénicos, sendo a maior ocorréncia nas amostras
de amendoim cru em graos (84,62%) e a menor ocorréncia no amendoim torrado e triturado
(30,77%).

Esse resultado pode estar relacionado ao processo de torra pelo qual o amendoim
passou, logo o fator térmico pode estar relacionado também com o resultado obtido por essa
pesquisa, visto que o amendoim passa pelo tratamento térmico antes de sua transformacdo em
pacoca, 0 que poderia diminuir o nimero de fungos presentes.

Diferenciando-se desse resultado Guimardes et al. (2013) analisando 7 amostras de
amendoim assado comercializado nas praias da regido de Macei6 — AL, (57,14%) das
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amostras apresentaram contaminacdo por aflatoxinas acima do LMT. Braga et al (2017) ap0s
analisar 6 amostras de amendoim torrados, comercializados na praia de Boa Viagem — PE.
Constatou 100% de contaminagdo das amostras por aflatoxinas, mostrando que mesmo graos
que passam por um tratamento térmico podem apresentar niveis elevados de aflatoxinas.

Oliveira e Koller (2011) também correlacionaram a presenca do fungo com a presenca
de toxinas ap6s analisarem 12 amostras de grdos de amendoim in natura e 10 amostras de
pacocas ambos coletadas em Porto Alegre — RS, onde foi evidenciado a presenca de
crescimento fungico dos géneros Aspergillus, Rhizopus, Fusarium e Penicillium, nas 12
amostras de amendoim, sendo que 8 das amostras confirmaram presenca de Aspergillus spp e
7 apresentavam presenca de aflatoxina. Enquanto nas amostras de pagoca foram confirmadas
presenca de Aspergillus em apenas 2 amostras, enquanto 6 amostras apresentaram a existéncia
de aflatoxina.

Rocha et al. (2008) na cidade de Alfenas — MG, utilizando 21 amostras de amendoim e
15 amostras de pagocas, encontrou 8 amostras positivas de amendoim para aflatoxinas e 2
amostras positivas de pagoca, sendo encontradas nas pagocas valores entre 18 - 29ug/kg de
aflatoxina By, ultrapassando o LMT estabelecido pela ANVISA.

Este resultado pode estar relacionado as condigfes climaticas (umidade e altas
temperaturas) a qual os graos foram submetidos, além de praticas inadequadas de agricultura
e condi¢Oes de estocagem.

Imamura et al. (2014) realizou uma pesquisa com a safra de amendoim da regido de
Alta Paulista — SP no periodo de 2011-2012, a qual apresentou niveis de contaminacdo entre
28-260ug/kg, sendo o maior valor de 260ug/kg obtido da safra de 2012, este resultado pode
ter sido influenciado pelo clima seco do ano de 2012, diferentemente do ano de 2011 onde foi
registrado maior indice pluviométrico. Podendo assim relacionar seus resultados com o
estresse hidrico sofrido pelos grdos. Silva e Martins (2014) concorda que o estresse hidrico se
trata de um fator que torna susceptivel a entrada dos fungos presentes no solo, nos graos de
amendoim.

O consumo desses alimentos contaminados por aflatoxinas poderiam levar a varias
patologias visto seu potencial carcinogénico e intoxicante, podendo ser considerado um
problema de saude publica.

Kawashima e Soares (2006) realizaram uma pesquisa com 74 amostras de produtos a
base de milho comercializadas na cidade de Recife — PE no periodo de 1999 a 2001,

encontrando 94,6% de contaminacgdo por fumonisina B1 e somente 5 amostras mostraram-se
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positivas para aflatoxinas By e B2, sendo que apenas 2 amostras ultrapassaram o LMT de
20ug/kg.

Identificando niveis exacerbantes de aflatoxinas, Shundo et al. (2010) analisaram
amostras de amendoim e derivados coletados pela vigilancia sanitaria do estado de S&o Paulo
nos anos de 2000, 2002 e 2009 o qual mostraram no ano de 2000, das 56 amostras coletadas e
analisadas, 25 apresentaram aflatoxinas variando os teores apresentados de 18 pg/kg a 1947
Ha/kg. No ano de 2002, das 73 amostras analisadas, 7 apresentaram teores que variaram de
4,4 po/kg a 648 pg/kg. Em 2009, das 171 amostras, 3 apresentaram concentracOes de
aflatoxina acima dos LMT, variando os teores de 0,03 pg/kg a 71 pg/kg.

O decréscimo dos teores de aflatoxinas no decorrer dos anos, poderia indicar 0s
esforcos dos produtores de amendoim com o0 compromisso de manterem seus produtos dentro
dos limites legais. Mallmann et al. (2000) concorda que a diminui¢do de contaminagédo por
aflatoxina em amendoins estejam relacionadas com o maior rigor da vigilancia de acordo com
a legislacéo.

A ndo conformidade com a legislagdo pode significar perdas lucrativas significantes,
pois quando identificados produtos contaminados pode haver a interdi¢cdo do lote do produto.
Como no caso ocorrido recentemente, no ano de 2017, quando a ANVISA interditou um lote
de pacocas por apresentar teor de aflatoxinas acima do LMT (ANVISA, 2017).

Além disso, o selo de qualidade do programa Pr6-Amendoim criado pela ABICAB
tem por objetivo estimular toda a cadeia produtora de amendoim a produzir um produto
dentro dos padrdes de qualidade nacionais e internacionais, possuindo como foco principal a

prevencdo das aflatoxinas, gerando assim um produto totalmente seguro aos consumidores.
CONCLUSAO

A presenca de contaminacgdo de aflatoxinas (By, B2, G1 e G2) nas amostras de pagocas
se mostraram nulas. Isso mostra a crescente preocupacao das industrias em se enquadrarem na
legislacdo vigente, garantindo um maior controle da qualidade de seus produtos desde o
plantio, colheita, armazenamento e processamento, através do cumprimento de BPF e
APPCC, levando um produto de maior confiabilidade e qualidade aos consumidores.

Visto o potencial nocivo a salde que a contaminacdo por aflatoxina em amendoim e
seus derivados como a pacoca podem possuir, € de extrema importancia o devido

monitoramento pelos 6rgdos competentes em vigilancia sanitaria para a seguranca de seus
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consumidores, bem como esse controle pode ser realizado por um profissional nutricionista o
qual poderia fazer o controle dos fornecedores do amendoim cru os quais devem fazer o
cumprimento de BPF e APPCC além de liberar o processo de compra da matéria prima
(amendoim) somente apos realizada analises que comprovem a auséncia de aflatoxinas.

Sendo a pagoca um alimento consumido em sua maior parte pela populagéo infantil. O
consumo de aflatoxina poderia levar sobretudo aos seus efeitos crénicos, dado que sua
toxicidade se mostra principalmente pelo efeito acumulativo.

O controle da qualidade do produto faz que a pagoca possa ser consumida sem haver o
risco de desenvolver patologias como o cancer hepéatico, imunossupressdo ou aflatoxicoses.
Além disso, essa seguranca micotoxicologica faz com que se possa aproveitar os beneficios
nutricionais que o amendoim e seus derivados trazem & salde quando consumidos com

moderagé&o.
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