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RESUMO

O amendoim é uma oleaginosa com grande valor nutricional e amplamente utilizado na fabricagdo de
produtos na indastria alimenticia, sendo também um 6timo substrato para desenvolvimento de fungos
toxigénicos. As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios téxicos produzidos por fungos toxigénicos
durante a deterioracdo do alimento, capazes de ocasionar danos a salde humana e de outros animais
guando ingeridas. O presente trabalho teve por objetivo avaliar a presenca de aflatoxinas B1, B2, Gl e
G2 e de fungos toxigénicos em amendoins comercializados a granel na cidade de Curitiba-PR e regido
metropolitana, Brasil. Realizou-se um estudo experimental qualitativo prospectivo, com 10 amostras
de amendoins crus analisados em duplicata quanto a presenca de aflatoxinas e de fungos toxigénicos.
Para a pesquisa de aflatoxinas, foi utilizado o kit AflaCheck® e para a pesquisa de fungos toxigénicos,
cultura em 4gar sabouraud. Ndo foram detectadas aflatoxinas a partir de 10 ppb nas amostras
avaliadas, em conformidade com a legislagdo brasileira, entretanto foram detectados fungos
potencialmente toxigénicos dos géneros Rhizopus sp., Aspergillus sp., e Penicillium sp. em oito das 10
amostras incluidas no estudo. Embora ndo tenha sido detectada a presenca de micotoxinas nos
amendoins avaliados no estudo, a presenca de fungos potencialmente toxigénicos ressalta a
importancia dos consumidores armazenarem este produto em tempo e condi¢des adequados, apds sua
aquisicdo, a fim de minimizar a proliferagdo desses microrganismos e possiveis riscos a salde
humana.

PALAVRAS-CHAVE: Micotoxinas; aflatoxinas; amendoim; bolor; Aspergillus.

ABSTRACT

Peanut is an oilseed with great nutritional value and widely used in the food industry in the
manufacture of products, being a great substrate for the development of toxigenic fungi, mycotoxin
producers. Mycotoxins are toxic secondary metabolites produced by toxigenic fungi during food
spoilage, which can cause harm to human and other animal health when ingested. The present work
aimed to evaluate the presence of aflatoxins B1, B2, G1 and G2 and toxigenic fungi in peanuts

"Nutricionista. Centro Universitario Auténomo de Brasil (UNIBRASIL).

?Aluna da Graduagdo em Biomedicina. Centro Universitario Auténomo de Brasil (UNIBRASIL).

*Biomeédica, especialista em Microbiologista (PUC-PR), mestre em Microbiologia, Parasitologia e Patologia (UFPR),
coordenadora e professora do curso de Biomedicina do Centro Universitario Autdnomo do Brasil (UniBrasil).

“Biomédica, especialista em analises clinicas (HC-FMUSP), mestre em ciéncias pela Faculdade de Medicina da Universidade
de S&o Paulo (FMUSP) e professora do Centro Universitario Autbnomo do Brasil.

Cad. da Esc. de Saude, Curitiba, V.18 N.1: 45-55 45



* Cadernos da Escola de Saude

UNIBRASIL

CENTRO UNIVERSITARIO

ISSN 1984 - 7041

marketed in bulk in the city of Curitiba-PR and metropolitan region, Brazil. A prospective qualitative
experimental study was carried out with 10 samples of raw peanuts analyzed in duplicate for the
presence of aflatoxins and toxigenic fungi. For the aflatoxins research, AflaCheck® kit was used and
for the research of toxigenic fungi, culture on sabouraud agar. No aflatoxins were detected from 10
ppb in any of the evaluated samples, in accordance with Brazilian law. Potentially toxigenic fungi of
the genus Rhizopus sp., Penicillium sp. and Aspergillus sp. in eight of the 10 samples included in the
study. Although the presence of mycotoxins was not detected in the peanuts evaluated in the study, the
presence of potentially toxigenic fungi highlights the importance of consumers storing this product at
appropriate time and conditions after its acquisition in order to minimize the proliferation of these
microorganisms and possible risks to human health.

KEYWORDS: Mycotoxins; aflatoxins; peanut; fungi; Aspergillus.

INTRODUCAO

O amendoim (Arachis hypogaea L.) é uma oleaginosa com grande valor nutricional,
amplamente utilizado na industria alimenticia e na fabricacdo de produtos como pagocas,
confeitos, pasta, entre outros ). Sua composicéo quimica varia de acordo com o tipo, cultivo,
localidade, ano e maturidade fisiolégica da semente .

Entre os grdos e cereais mais produzidos e comercializados no Brasil, tais como,
milho, soja, feijao, arroz, cevada, sementes de girassol entre outros, o amendoim € um dos
mais suscetiveis a eventual contaminagdo por micotoxinas, por ser um étimo substrato para o
desenvolvimento de fungos toxigénicos ©®. As micotoxinas s&o metabdlitos secundérios
toxicos produzidos por fungos toxigénicos durante a deterioracdo do alimento, capazes de
ocasionar danos a saide humana e de outros animais, quando ingeridas ®. Existem diversos
tipos de micotoxinas, porém, as mais relevantes a salude publica sdo as aflatoxinas,
ocratoxinas e zearalelonas, produzidas por diferentes espécies flngicas, especialmente dos
géneros Aspergillus sp., Penicillium sp., Rhizopus sp. e Fusarium sp. @

H& mais de 20 tipos conhecidos de aflatoxinas, destacando-se as aflatoxinas B1, B2,
Gl e G2. A aflatoxina B1 (AFB1) € a mais frequente em cereais e é a mais toxigénica,
seguida pela G1, B2 e G2, respectivamente ®. O principal fungo associado & presenca de
aflatoxina é o Aspergillus flavus, queproduz somente as do grupo B, enquanto outras duas
espécies, A. parasiticus e A. nomius, produzem aflatoxinas dos grupos B e G ©. As
aflatoxinas dos grupos B e G possuem grande importancia pelos seus efeitos hepatotoxicos,
carcinogénicos e teratogénicos .

A intoxicagdo por micotoxinas pode acontecer de forma direta e indireta, a primeira
ocorre pela ingestdo de alimentos com a toxina pré-formada, e a outra pela ingestdo de
alimentos de origem animal, tais como carne, leite e ovos, que tiveram sua racdo contaminada

@ Independente da forma de contaminacgdo, a gravidade de sua ingestido dependente da
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toxicidade da micotoxina em questdo, grau de exposicdo, idade e estado nutricional do
individuo, e dos provaveis efeitos simultaneos de outros agentes quimicos presentes no
alimento ™. Diante disso, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e
Ministério da Salude estabeleceram a resolucdo N° 07, de 18 de fevereiro de 2011,
preconizando o limite maximo permitido de aflatoxinas B1, B2, G1, G2 em gréos e cereais,
entre eles no amendoim e derivados, com valores toleraveis até 20 pg/kg (20 ppb) .

Os fungos classificados como filamentosos, bolores ou mofos séo reconhecidos como
importantes decompositores de matéria organica, considerando que sua nutricdo é feita
através de digestdo extracelular, seguida pela absorcéo de nutrientes solGveis simples #4719,
Para que haja a producdo de micotoxinas por fungos filamentosos, sdo necessarias condigdes
vantajosas de temperatura, umidade, pH, potencial redox e propriedades quimicas especificas
do alimento a sofrer decomposicdo. Além disso, quando presentes nos alimentos, ndo
necessariamente os fungos filamentosos produzirdo micotoxinas, afinal, apenas algumas
espécies fungicas terdo como produto do seu metabolismo extracelular a formacdo de
micotoxinas. Entretanto, € importante ressaltar que, quando presentes, as micotoxinas nao
alteram o sabor e 0 aspecto do alimento e podem ser estaveis mesmo ap0s certos tratamentos
térmicos ou métodos de desidratacdo que sdo suficientes para eliminar os fungos que as
originaram 2.

O Brasil apresenta condicdes ideais para o desenvolvimento de fungos, devido ao
clima tropical. Além disso, o pais lida com praticas inapropriadas de plantio, colheita,
secagem, transporte e armazenamento de cereais e gréos, dando origem a produtos trincados e
quebrados que beneficiam a entrada e a contaminacéo por fungos toxigénicos ©. Diante disso,
torna-se importante um maior conhecimento sobre a presenca de aflatoxinas nos grdos e
cereais, especialmente no amendoim, considerando os danos que estas substancias possam
causar ao organismo de humanos e outros animais. O presente trabalho teve por objetivo
avaliar a presenca de aflatoxinas e fungos toxigénicos em amendoins crus a granel

comercializados na cidade de Curitiba-PR e regido metropolitana, Brasil.
MATERIAL E METODOS
Foi realizado um estudo experimental qualitativo prospectivo, com 10 amostras de

amendoins crus (30g), comercializados a granel, coletadas em diferentes casas de produtos

naturais localizadas na cidade de Curitiba-PR e regido metropolitana.
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As amostras foram coletadas durante o més de setembro/2017 e as analises
laboratoriais realizadas no Laboratério de Microbiologia do Centro Universitario Autbnomo
do Brasil (UNIBRASIL), na cidade de Curitiba-PR no mesmo dia da obten¢édo das amostras.

Como critérios de inclusdo foram selecionados amendoins crus, com casca e sem sal,
vendidos a granel, com auséncia de sinais de contamina¢do macroscopica, dentro do prazo de
validade e armazenados em temperatura ambiente. Como critérios de exclusdo, amendoins
torrados, fritos, com sal, com cobertura de chocolate, com cobertura de chocolate branco, tipo
japonés e tipo praliné.

Para a pesquisa de aflatoxinas, cada amostra foi triturada com auxilio de liquidificador
e duas porgdes de cada uma delas (5g/cada) foram separadas para analise. Foi utilizado o kit
imunocromatogréfico semiquantitativo, AflaCheck® (VICAM), conforme orientagdes técnicas
do fabricante, com sensibilidade para detectar concentracfes acima de 10 ppb de aflatoxinas
(17).

Das 10 amostras incluidas no estudo, oito (amostras 2-9) foram submetidas a pesquisa
de fungos toxigénicos, antes do processamento para a pesquisa de aflatoxinas. Para tanto, trés
unidades de amendoim de cada amostra foram implantadas, em duplicata, em placas com
meio de cultura Agar Sabouraud e incubadas em temperatura ambiente por sete dias. Todas as
colbnias sugestivas de fungo filamentoso foram avaliadas quanto a sua macro e
micromorfologia para determinacdo de género e espécie ®. Nos casos em que ndo foi
possivel visualizar com clareza as estruturas de reproducdo fungica para a determinacdo do
género/espécie, o microrganismo foi submetido a técnica de microcultivo, conforme descrito
pelo manual da ANVISA 2004 @9,

Todos os resultados foram compilados e analisados por estatistica descritiva simples

com auxilio do programa Microsoft Excel®.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as amostras de amendoim coletadas na cidade de Curitiba e regido
Metropolitana incluidas no estudo apresentaram resultado negativo na pesquisa de aflatoxinas
pelo kit AflaCheck®, que permite a deteccdo das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 a partir de
10ppb.

A primeira legislacdo brasileira para aflatoxinas em alimentos foi firmada em 1976,

com a Resolucdo n° 34/76, da CNNPA/MS (Comissdo Nacional de Normas e Padrdes para
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Alimentos/Ministério da Salde), estabelecendo o limite maximo aprovado nos alimentos para
a somatoria das concentragdes das aflatoxinas Bl e G1 em 30 pg/kg (30ppb) .

Em 14 de outubro de 2002, uma nova Resolugdo, n° 274, proposta pela ANVISA,
passou a determinar que a concentracao de micotoxinas (aflatoxinas B1, B2, G1, G2) maxima
permitida em amendoim (com casca, descascado, cru ou tostado) e na pasta de amendoim ou
manteiga de amendoim, seria de 20 pg/kg (20 ppb) @Y.

A nova Resolucdo N° 07, de 18 de fevereiro de 2011, proposta pela ANVISA e
Ministério da Salde, aplica-se as empresas que importam, produzam, distribuam e
comercializam amendoins. Segundo a RDC, os niveis de micotoxinas devem ser tdo baixos
quanto possivel, devendo ser aplicadas as melhores praticas e tecnologias na producdo,
manipulacdo, armazenamento, processamento e embalagem, de forma a evitar que um
alimento contaminado seja comercializado ou consumido. Para tanto, preconiza o limite
maximo permitido de aflatoxinas B1, B2, G1, G2 em amendoim e derivados de 20 pg/kg (20
ppb) .

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) também estabelece
uma instrucdo normativa n° 32 de 24 de agosto de 2016, para o regulamento técnico do
amendoim com ou sem casca, em grdos, destinados a alimentacdo humana, sem a qual o
produto ndo esté apto a comercializacdo. A qualidade desses amendoins é definida em fungéo
dos teores de aflatoxinas, forma de apresentacdo, preparo, tamanho dos graos, cor da pelicula
e dos limites méximos de tolerancia de defeitos como ardidos, chochos ou imaturos,
danificados por insetos. Em cada lote de 0,1 a 10 toneladas de amendoim a granel ou
ensacados, o produtor deve separar de 2 a 7 kg de amostra de amendoins com ou sem casca
para pesquisa de aflatoxinas. O MAPA sugere que esses amendoins estejam fisiologicamente
desenvolvidos, sadios, limpos e secos e com concentracdo de aflatoxinas abaixo da normativa
vigente de 2011 (ANVISA e MS) para sua comercializagdo ?2.

Estudos tem demonstrado que dos anos 2000 até 2012, as concentracGes de aflatoxinas
encontradas em amendoins e em alimentos derivados reduziram drasticamente **?*. Nos anos
2000, 2002 e 2009, foram analisadas 300 amostras de amendoim e derivados coletados pela
vigilancia sanitaria do estado de Sdo Paulo. No ano 2000, das 56 amostras coletadas, 25
apresentaram concentracdes de 18 pg/kg a 1947 pg/kg. Em 2002, 7 das 73 amostras
apresentaram niveis de 4,4 pg/kg a 648 pg/kg. Em 2009, 3 das 171 amostras variaram de 0,03
pg’kg a 71 pg/kg. Na safra de 2010-2011, 57 amostras de amendoim cru, 45 delas

apresentaram niveis de aflatoxina inferiores a 20 pg/kg (79% de conformidade). Em
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comparagdo com o presente estudo, no ano-safra 2011-2012, o nivel de conformidade foi de
90% @29 porém, em marco de 2017, a ANVISA interditou um lote de doce de amendoim
pacoca rolha, que excedeu o limite do teor de aflatoxinas proposta pela legislacéo vigente @,

Das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, a mais frequente e tdxica ¢ a aflatoxina B1 (AFB1).
Segundo levantamento bibliogréfico, a ingestdo cronica da toxina AFB1, que tem acéo
citotoxica e mutagénica, induz a alteragdes no gene p53 que age na prevencdo de neoplasias
em humanos, indicando que a toxina pode contribuir com o desenvolvimento de neoplasias.
Também afirmam que esta relacdo é dose-dependente e que a exposi¢cdo humana pode iniciar
no Utero e é vitalicia. No corpo humano e outros animais, a molécula original proveniente do
metabolismo externo do fungo (micotoxina) é convertida por enzimas membros da familia do
citocromo p450 em intermediarios mutagénicos e cancerigenos %29,

A ocratoxina A (OTA) é outra importante micotoxina relacionada ao desenvolvimento
de céancer renal e hepéatico em ratos e suinos,também associada com desenvolvimento de
tumores no trato urinario humano. Sua acdo tdxica ocorre especialmente sobre o sistema
urinario e sua nefrotoxicidade pode se manifestar por desde a modificacdo do volume dos
rins, mudancas na osmolaridade e volume urinario, alteracbes na funcdo renal, até o
desenvolvimento de adenomas e tumores renais © 27,

Com relacdo ao método abordado no presente trabalho, Kabbashiet al. (2017)
analisaram um total de 25 amostras de amendoim torrado usando o kit AflaCheck® coletadas
em cinco mercados centrais e locais do Sudao, em Cartum, Cartum do Norte e Omdurman. A
porcentagem de contaminacdo das amostras foi de 60% para os grupos de Cartum e 100%
para as amostras coletadas em Cartum do Norte e Omdurman. A porcentagem global de
contaminago determinada neste estudo foi de 84% .

Embora no presente estudo ndo tenha sido encontrada a presenca de aflatoxinas em
nenhuma das amostras analisadas, todas as amostras submetidas a pesquisa de fungos
potencialmente toxigénicos foram positivas (n=8). Conforme exemplificado na figura 1,
foram identificados por cultura e microscopia Optica, quatro diferentes géneros de fungos
potencialmente toxigénicos: Rhizopus sp., Aspergillus niger, Penicillium sp.e Aspergillus sp.
Esses fungos estdo associados a produgdo de ocratoxina A e aflatoxinas B1, B2, G1 e G2,
respectivamente, consideradas substancias com efeitos carcinogénicos, citotdxicos,
mutagénicos, hepatotoxicos, nefrotdxicos, teratogénicos e imunossupressores, dose

dependente 9,

50 Cad. da Esc. de Sadde, Curitiba, V.18 N.1: 45-55



* Cadernos da Escola de Saude
ISSN 1984 - 7041

UNIBRASIL @029

CENTRO UNIVERSITARIO

ATy I
o ;‘&Z‘“ " . ’.?Q'o

- :
s ® 0,‘3‘-‘ ARE L D P

Aspergillus sp.

Penicillium sp. Rhizopus sp.

Figura 1. Fungos visualizados por microscopia éptica (400x) com lactofenol azul de algodao.
Fonte: As autoras, 2017.

A tabela 1 apresenta os valores totais de contaminagéo por fungos toxigénicos em oito

amostras. O género mais frequente foi o Rhizopus sp. (87,5%), conforme descrito na tabela 1.

Tabela 1. Presenca de fungos toxigénicos em oito amostras cultivadas em duplicata em Agar
Sabouraud.

Fungo detectado ~ N° de amostras positivas Micotoxina associada

(%)
Rhizopus sp. 7 (87,5%) Ocratoxina A
Aspergillus niger 3 (37,5%) Ocratoxina A
Penicillium sp. 2 (25%) Aflatoxinas B1, B2, G1
e G2
Aspergillus sp. 2 (25%) Aflatoxinas B1, B2, G1
e G2

Fonte: as autoras, 2017.

Em estudo realizado por Bonifécio et al. (2015), foram analisadas quatro amostras de
amendoim em quatro estabelecimentos diferentes de comercializacdo de amendoim a granel

no municipio de Ji-Parand/RO. Alguns fungos encontrados foram Aspergillus sp., em trés
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estabelecimentos, e nos estabelecimentos 2 e 4 a sua incidéncia foi de 100% das amostras e
Penicillium sp.,com incidéncia de 25% no estabelecimento 1. O resultado obtido divergiu
parcialmente dos valores encontrados no presente trabalho, pois, o género Rhizopus sp. nao
foi o mais incidente, estando presente apenas no estabelecimento 4, porém, com incidéncia de
75% @9,

De acordo com pesquisa realizada por Oliveira et al. (2015), foram avaliadas 50
amostras de amendoim (Arachis hypogaea L.) coletadas no comércio verejista de Maringa,
PR, onde encontraram 27 amostras (54%) contaminadas por Aspergillus sp., outras séries de
fungos também foram observadas neste estudo. Dos estabelecimentos analisados, houve uma
maior porcentagem de contaminagdo em amostras coletadas em casas de produtos naturais e
feiras livres 9.

Segundo analise realizada por Ferreira et al (2017), foram coletadas e avaliadas 31
amostras de amendoim diferentes em supermercados de Juiz de Fora-MG, as quais 17
(54,84%) estavam contaminadas por fungos potencialmente toxigénicos, além de outros ndo
toxigénicos. Nas distintas amostras avaliadas, observou-se maior ocorréncia de fungos
toxigénicos em 84,62% das amostras de amendoim cru em grdo, 40% das amostras de
amendoim torrado em gréo e 30,77% das amostras de amendoim torrado e triturado. O grau
de contaminacdo entre as amostras obtidas nos diferentes estabelecimentos avaliados
apresentou poucas variagdes. As espécies fungicas isoladas foram Aspergillus flavus e/ou
Aspergillus parasiticius (51,85%), Aspergillus niger (22,22%), Penicillium sp. (18,52%) e
Aspergillus fumigatus (7,41%) @Y.

Em pesquisa desempenhada por Silva et al. (2017), utilizou-se o meio de cultura Agar
Sabouraud para realizar analises microbiologicas de amendoins com e sem casca, sendo
selecionadas 18 amostras do municipio de Bacabal-MA. A coleta foi obtida em mercados e
feiras, sendo cada coleta de 500g e de marcas diferentes. Com relagdo as amostras com casca
foram encontrados fungos do género Apergillus sp., Aspergillus fumigatus, Penicillium sp. e
Cladosporium sp., quanto as amostras sem casca foram encontrados Aspergillus fumigatus e
outras espécies de Aspergillus sp. 9.

Apesar de ndo ter sido encontrada a presenca de aflatoxinas acima dos valores
preconizados em legislacdo vigente, a presenca dos fungos toxigénicos indica a possibilidade
de desenvolvimento dessas toxinas, caso 0 amendoim seja armazenado a longo prazo e em

ambiente favoravel, trazendo riscos a salide humana.
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CONCLUSAO

A auséncia de aflatoxinas indica que os fornecedores de amendoins da cidade de
Curitiba e regido metropolitana estdo dentro dos padrdes preconizados pela ANVISA (até 20
ppb). Também h& a possibilidade de haver uma alta rotatividade dos amendoins
comercializados a granel nesses estabelecimentos, o que minimiza a chance de contaminacéo.
Embora ndo tenha sido detectada a presenca de aflatoxinas nos amendoins avaliados no
estudo, a presenca de fungos potencialmente toxigénicos ressalta a importancia dos
consumidores armazenarem este produto em tempo e condi¢des adequados, ap6s sua
aquisicdo, a fim de minimizar a proliferacdo desses microrganismos e possiveis riscos a saude

humana.
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