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“Certa vez, um homem estava tentando descobrir meios de como fazer acender seu
experimento. Na 2000? tentativa, finalmente ele conseguiu. Ao observar este homem,
um rapaz o perguntou qual o sentido de uma invengdo que levou a inimeras derrotas. O
homem respondeu prontamente dizendo que a luz é algo tdo sublime, tdo especial, tdo

maravilhosa, que ele levou 1999 passos para chegar até ela.”

Thomas Edson.

“Nunca deixe que lhe digam que nio
vale a pena acreditar nos sonhos que se
tém, ou que seus planos nunca vao dar
certo, ou que vocé nunca vai ser alguém.
Confie em si mesmo. Quem acredita
sempre alcanga!”

Renato Russo.
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RESUMO
LEMOS JUNIOR, WILSON JOSE FERNANDES. Determinagio de aflatoxinas e
estudo de perfil de consumo em doce derivado de amendoim “pagoca” na
alimentacdo adulta e infantil na cidade do Rio de Janeiro. 2013. 58 p. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia,

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2013.

Esta pesquisa foi realizada no Municipio do Rio de Janeiro onde foram analisadas 36
marcas de doce de amendoim “pagoca” quanto o teor de aflatoxinas presentes neste
produto. O critério utilizado de coleta das amostras foi dividir em tercis através do
Indice de Desenvolvimento Humano Municipal. Foram feitas analises de quantificacdo
de aflatoxinas (Bi, B, Gi, G;) por Cromatografia de Camada Delgada (CCD) e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Fluorescéncia (CLAE-DF).
Foi realizada uma pesquisa de consumo, com 309 individuos entrevistados
responderam ao questionario de frequéncia alimentar com idade entre 8 a 65 anos.
Baseado no limite m&ximo estipulado pela legislacdo brasileira para a presenca de
aflatoxinas totais em pacoca, e, considerando o consumo de 1 unidade de 25 g do doce,
o limite diario toleravel situa-se em 0,006 ug.Kg™ de peso corporal/dia. Desta forma,
cerca de 309 individuos entrevistados cerca de 39,8% (129) podem estar consumindo na
zona de risco para obter uma doenga cronica ndo transmissivel. Portanto, fazem-se
necessarias mais fiscalizaces pelos drgdos competentes, e também, deve ser realizado
maior controle no plantio, armazenamento e distribuicdo das matérias primas destinadas
a fabricaco da pagoca, visto que ha nimeros significativos de doces que apresentam
padrdo de qualidade ndo conforme. Também deve ser realizado um monitoramento de
individuos que podem estar na zona de risco por consumir esse produto além do

desejado e ainda avaliar o consumo de outros alimentos que podem conter aflatoxinas.

Palavras-chave: CLAE, TLC, Micotoxinas, Alimentos Industrializados.
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ABSTRACT
LEMOS JUNIOR, WILSON JOSE FERNANDES. Determination of aflatoxins and
consumption profile study in sweet peanut derivative ""pacgoca’ in adult and infant
feeding in city the Rio de Janeiro. 2013. 58 p. Dissertation (MSc in Food Science and
Technology). Institute of Ttechnology, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ. 2013.

This research was conducted in the city of Rio de Janeiro it was analyzed 36
samples of peanut candy "pagoca” in a survey of the level of aflatoxins present in this
product. The sampling procedure was divided into turtles by Municipal Index of
Development Human, 18 certified samples with a certain stamp of quality and other
unsealed. The quantification of aflatoxins (B1, B,, Gi1, G,) were analyzed by Thin Layer
Chromatography (TLC) and high performance liquid chromatography with fluorescence
detection (HPLC-FLD). | was conducted a survey of consumption, in which 309 people
responded to the food frequency questionnaire aged 8-65 years. Based on the maximum
limit set by Brazilian legislation for the presence of aflatoxins in total tack, and,
considering the consumption of one unit of 25 g of the sweet, the tolerable daily limit
stands at 0.6 microg.kg™ body weight / day. Thus, from 309 individuals interviewed
about 39.8% (129) of them may be consuming in the limit risk for a not transmissible
chronic disease. Thus, is necessary more inspections by the competent organs, and also
should be held more control at planting, storage and distribution of raw materials for the
manufacture of “pacoca”, pagaca is a product witvh ligh competition and quality
significant nonconforming product were observed. A monitoring should be done for
individuals who may be in the risk zone by consuming this product and correlations
with others products eith aflatoxins content in a diet.

Keywords: HPLC, TLC, Mycotoxins, Processed Foods.
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1. INTRODUCAO

No mercado mundial, a procura pelo amendoim fez aumentar o preco ao decorrer
dos anos que ndo ficava tao elevado, refletindo no aumento da entrada de capital para os
agricultores brasileiros. A situacdo foi desencadeado pelo aumento da demanda na
regido asiatica. Este é o maior produtor de amendoim em &mbito mundial, mas perdeu a
liderancga na exportacéo para a Argentina.

Segundo Coplana, maior cooperativa de amendoim do Brasil, prevé que o Brasil
colha cerca de 350 mil toneladas de amendoim e derivados, 55% a mais que as 225 mil
toneladas do ciclo passado. Iniciado em setembro de 2011, o plantio ocupa uma area de
115 mil hectares, 15% maior que a do periodo anterior. A safra deste ano foi a maior
desde 1981, quando o pais produziu quase 355 mil toneladas. O pais deve exportar
aproximadamente 65 mil toneladas de amendoim no ciclo atual, 18% mais que as 55 mil
toneladas da temporada anterior.

Os maiores consumidores mundiais sdo: no continente Europeu: Unido Europeia e
Russia, Asidtico: Indonésia e Japdo e Ameérica do Norte: Canad4 e México. Como €
uma oportunidade de agronegécio para o Brasil exportar para esses e demais paises,
deve atender a legislagdo referente ao padrdo de qualidade desses produtos. Em cada
pais importador o controle da qualidade do amendoim e seus derivados séo realizados
através da avaliacdo de parametros quimicos intrinsecos do alimento, bem como pela
pesquisa de microrganismos indicadores da qualidade higiénica e sanitéria do produto.

As falhas ao longo do processamento de produtos industrializados derivados de
amendoim podem favorecer 0 crescimento de microrganismos que acarretariam na
formacdo de produtos toxicos. O desenvolvimento de fungos filamentosos é um
agravante, pois, além de serem indicadores de ma qualidade higiénica, podem através da
oxidagdo dos é&cidos organicos promovem a formagéo de substancias que interferem no
sabor e, ainda, reduzir a acidez do produto favorecendo o desenvolvimento de bactérias
patogénicas.

Além do problema da deterioracdo microbioldgica, algumas espécies de fungos
filamentosos podem promover a formag&o de toxinas durante o processo de colheita e
pos-colheita do amendoim e essas toxinas sdo resistentes ao processamento estando
disponiveis no produto final. As toxinas causadas por fungos sdo denominadas
micotoxinas e se tornaram um problema de salde publica em todo o0 mundo devido aos

efeitos toxicos que causam aos animais e aos seres humanos.



Existem diversos tipos de micotoxinas encontrados em alimentos as aflatoxinas
fazem parte do grupo que é mais evidenciado na area alimenticia. Dentre as alfatoxinas
as principais sdo AFB;, AFB,, AFG;, AFG, (AFs), sendo a aflatoxina AFB; €
considerada a de maior potencial toxico ao homem.

AFs quando presentes em altas concentra¢des no amendoim e derivados podem
ser motivos preocupagdo na saude publica uma vez que podem causar doengas cronicas
ndo transmissiveis, principalmente para populacdo que tem baixo peso e infantil, j& que
é um metabolito que pode acumular no figado causar doencas hepaticas, possuindo
mutagénico para varias espécies, inclusive ao homem. Desta forma, amendoim e seus
derivados podem ser considerados um dos veiculos de contaminacdo por AFs. Assim
faz se necessario o estudo de uma estimativa de consumo de alimentos com
potencialmente capazes de estarem contaminados com AFs.

O amendoim pode dar origem a diversos produtos e subprodutos entre eles estéo a
pacoca, € um doce popular brasileiro consumido pela maioria da populagdo
principalmente pelo publico infantil. No processamento da pagoca ha operagdo unitaria
que vise a eliminacdo da AFs uma vez presente no amendoim utilizado como matéria
prima.

A partir do ano de 2011 foi reestabelecido, pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria do Brasil (ANVISA), que o limite maximo tolerado a partir da soma da AFs
(B1, B2, G1, G,) em amendoim e derivados seria de 20 pg.Kg™, desta forma, pesquisar a
qualidade de amendoim e derivados atualmente comercializados no pais, incluindo a
pesquisa e quantificacdo de AFs é de grande relevancia, podendo-se desta forma
adquirir informagdes sobre a adequacdo dos produtos analisados em relagdo ao que
regulamenta a atual legislacéo, exercendo ainda um papel informativo & sociedade, e ao
mesmo tempo, incentivando a indUstria a melhorar continuamente a qualidade deste
produto.

Utilizar pesquisas sobre consumo de produtos que podem estar contaminados com
AFs através de questionarios de frequéncia alimentar pode revelar dados relevantes
referentes as possiveis causas de doencas crnicas ou agudas causados pelo consumo de
AFs. Estudar grupos de determinadas regides geram resultados pontuais necessarios
para compreender problemas que sdo especificos de determinada populagéo devido as

questdes culturais, localizagdo geogréafica, condicdo social e etc.



Ressalta-se que, no Brasil, importantes estudos sobre aflatoxinas estdo sendo
realizados, onde se pode observar grande interesse das instituicdes de pesquisa sobre o
tema associando com uma pesquisa de consumo alimentar a fim de avaliar o potencial
de risco que a populacéo pode estar exposta.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Gerail

Determinacdo de aflatoxina B;, B,, G;, G, e estudo de consumo em doce
derivado de amendoim “pagoca”.
2.2 Objetivos Especificos
= Analisar o perfil de consumo deste tipo de doce por IDH-M no Municipio de Rio de
Janeiro;
o Estabelecer a dose didria provavel (IDP) e comparar com a dose didria aceitavel
(IDA).



3. JUSTIFICATIVA DA PESQUISA

O sudeste brasileiro corresponde a 75% da producdo nacional de amendoim e
nesta regido a populacdo consome aproximadamente 85% pela producdo de doces e
salgados complementados pela exportacdo de amendoim com e sem pele, bem como a
exportacdo de 6leo cru de amendoim.

Seguindo um plano de amostragem conforme o regulamento (Unido Europeia)
N.°178/2010 de 2 de Marco de 2010, que apresenta menor limite de tolerdncia de
aflatoxinas em amendoins e derivados, tendo em vista que se o Brasil pretende aumentar
sua exportacdo, portanto ha necessidade de atender as exigéncias internacionais. Dessa
forma, o produto foi escolhido devido acessibilidade no contexto nacional e mundial, a
fim de atualizar os dados e promover uma discussdo sobre 0 consumo do mesmo e sua e
exportacao.

Esta pesquisa relaciona o consumo de produtos contaminados com aflatoxinas em
uma determinada populacéo da cidade do Rio de Janeiro, separada por grupos utilizando
o critério de Indice de Desenvolvimento Humano (IDH-M), a fim de avaliar se em um

mesmo municipio ha diferenca entre o indice de consumo dessa mesma regiéo.



4. REVISAO BLIBIOGRAFICA

4.1 Amendoim

O amendoim é uma planta dicotileddnea e a Unica espécie cultivada é Arachis
hypogaea L. sdo herbacea, anual, puberes, plantas eretas ou de baixo crescimento. Entre
suas peculiaridades estdo nas flores e frutos presentes em ambientes subterrdneos. ApGs
a fecundacho, formam flores gynophores que crescem para baixo do solo. O
desenvolvimento do fruto inicia-se no solo e dura cerca de 40 e 50 dias até a colheita
(FREITAS, 2003).

No processamento a etapa de colheita nas plantagdes comerciais, sdo observados
que uma vez que as plantas sdo arrancadas, as vagens sdo colocadas para secar ao sol
em uma leira (CORREA, 2002). Esta é uma das fases mais importantes de produgco,
dependendo da secagem é possivel provocar um aumento significativo na contaminacédo
fangica (FONSECA, 2010). O aumento do nivel de contaminacdo por fungos néo
apenas ocorre no plantio, mas também durante o processo: de formacdo de gréos,
colheita, secagem, transporte e armazenamento (MARTINS et al., 2012), bem como
durante a manipulacdo (SANTOS et al., 2001).

Um dos principais problemas causados pela contaminagdo por fungos além do
impacto econdmico ocorrem 0s seguintes problemas: reducdo de sementes germinadas,
descoloracdo, a perda de tecido seco de aquecimento, odor desagradavel, problemas no
cozimento, alteragbes quimicas e nutricionais, producdo de micotoxinas
comprometendo a qualidade do produto, podendo-o tornar impréprio para 0 consumo
(MARTINS et al., 2012).

Um dos principais ambientes onde podem ser encontrados os principais fungos do
género Aspergillus é o solo (DESPANDE, 2002), além de Penicillium, Rhizopus e
Fusarium principais géneros frequentemente detectados em grdos de amendoim. Além
disso, Alternaria, Nigrospora, Trichoderma, Dothiorella, Pestalotia também podem ser
identificados, porém, ainda existe muitas outras espécies (ROSSETTO et al., 2005).

A contaminacdo do amendoim por aflatoxinas, produzidas principalmente por
Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, ¢ um dos principais fatores que afetam a
qualidade do produto (HORN et al., 2005).

As aflatoxinas sdo resistentes ao calor (ponto de fusdo de AFB; é 269°C), no
entanto podem ser eliminada através de um tratamento térmico como a autoclave,

presenca de amoniacos e tratamento com sais hipoclorito (WHO, 2011).



AFB; é produzir exclusivamente por Aspergillus flavus, que é a forma mais toxica
para 0s mamiferos e apresenta propriedades hepatotdxicas, teratogénicos e mutagénicos,
causando danos como hepatite, hemorragia, edema, imunossupressdo e carcinoma
hepatico (SPEIJERS; SPEIJERS, 2004), causando hepatite tdxica, carcinoma
hemorragia, edema e imunossupressédo hepatica (SMITH E ROSS, 1991).

Esta toxina tem sido classificada como uma classe carcinogénica humana pela
Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer (IARC, 2010). O Ministério da Saude
do Brasil (Resolucdo RDC n° 7, ANVISA de 2011) estabeleceu um limite de 20 pg.kg™
(ppb) para a soma das aflatoxinas AFB;, AFB,, AFG; e AFG, em amendoim e seus
derivados (BRASIL, 1996, 2002, 2011).

4.2 Micotoxinas

Derivada da palavra grega mikes, que significa fungo, e da palavra latina toxicum,
que significa veneno. Portanto, micotoxina é a toxina produzida por fungos
(IHESHIULOR , ESONOU, CHUWUCA, 2011).

Entre as substancias produzidas por fungos estdo os metabdlitos primarios que séo
produzidos a partir de compostos como: carbono carbono, aglcares (frutose, galactose
ribose) s alcoois (etanol), aminoacidos (glutamato monossddico, lisina, treonina,
fenilalanina, triptofano), &cidos orgéanicos (acético, propiénico, fumarico, lactico),
poliois (glicerol, manitol, xilitol), polissacarideos (xantana), aclicares (frutose, ribose) e
vitaminas (riboflavina, cianocobalamina, biotina) (DEMAIN, 2000; RAJASEKARAN
et al., 2008)

,As micotoxinas sdo consideradas metabolitos secundarios toxicos, de baixo peso
molecular, produzidos por espécies flingos filamentosas, que esta presente em diveros
ecossistemas tais como diversos tipos de solos, locais de manejo e produgdo podendo
ser produzidas por diversos fungos que podem estar presentes em alimentos (tais como
cereais e amendoim) e demais produtos de alimentacdo (EMBRAPA, 2007).

Para que seja formada uma micotoxina deve ser levado em consideragdo fatores
intrinsecos e extrinsecos que juntos podem proporcionar a susceptibilidade do substrato
a colonizacdo do fungo produtor, presenca de macro e micronutrientes; temperatura
ambiental, umidade relativa no substrato e do ar durante o armazenamento, pH do meio,
, aeracao, danos mecanicos e tempo de armazenamento. Deve se levar em consideracao
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0 potencial genético do fungo em produzir estas, quantidade de esporos viaveis,
interacdo de diferentes fungos existentes no mesmo substrato, interagdo de micotoxinas
e presenca de parasitas (insetos, roedores e acaros) (RASF, 2010). A suscetibilidade
humana a intoxicagdes por micotoxinas também é variavel e depende da dose da toxina
ingerida; e idade, frequéncia de exposi¢cdo e condicdo nutricional do hospedeiro
(MILLER, 1994)

Existem varios tipos de micotoxinas e 0s princpais encontrados séo: aflatoxinas,
ocratoxinas, tricotecenos, zearalenona, fumonisinas e os alcaldides de ergots,
representando um problema de salde publica e agricultura. Essas toxinas podem
comprometer a salde humana, animal e produtos agricolas causando prejuizos de
milhdes de délares a cada ano. Em relacdo aos alimentos estima-se que 5 a 10% do que
é produzido é descartado por causa da contaminacéo por fungos (FAO, 2004).

Atualmente, dentre as micotoxinas mais estdo as aflatoxinas (AFs), especialmente
a aflatoxina B; (AFB;), desoxinivalenol (DON), ocratoxina A, fumonisina By, toxina T-
2 (T-2), e zearalenona (ZEN, ou seja, F-2 toxina) (RASF, 2010).

Em 2010, a Agéncia Internacional para Pesquisa do Céancer da Organizacdo
Mundial da Sadde (WHO, 2010), avaliou o potencial cancerigeno das aflatoxinas,
ocratoxinas, trico tecenos, zearalenona e fumonisinas. Foi feito uma divisdo entre dois
grupos: grupo 1 estdo as aflatoxinas foram classificadas como cancerigenas para
humanos, grupo 2B as ocratoxinas e fumonisinas foram classificadas como possiveis
cancerigenos. Ja os Tricotecenos e zearalenona ndo foram classificados como
carcinégenos humanos.

A ocorréncia de doencas relacionadas ao consumo de micotoxinas em humanos e
animais sdo chamadas de micotoxicoses. Vérias organiza¢des internacionais, como a
Unido Europeia, o Comité Misto FAO/OMS e Peritos em Aditivos Alimentares
(JECFA), assim como muitos paises, criaram normas para limitar contaminantes de

micotoxinas em produtos alimenticios ao nivel ppb (ug.kg™) (FAO, 2006).



4.4 Aflatoxinas
4.4.1 Conceito

As aflatoxinas sdo 0s compostos mais toxicos e carcinomas-génico entre as
micotoxinas conhecidas YU. et al., 2004 e é produzida principalmente por Aspergillus
flavus e A. parasiticus (MCLAUCHLIN & LITTLE; RICHARD et al., 2007).
Aspergillus flavus produz a aflatoxina B1 e B2, enquanto A. parasiticus produz B, B,
G1 e G, (YU et al., 2005). Outras espécies produtoras de aflatoxinas sdo A. nomius que
produz aflatoxinas B e G (VARGA et al., 2003), A. pseudotamarii, A. bombycis e A.
ochraceoroseus (CARY, KLICH & BELTZ., 2004).

O conceito de aflatoxina foi formado a partir do nome do seu principal agente
produtor (toxina do fungo Aspergillus flavus). As principais aflatoxinas conhecidas séo
denominadas de B; (AFB;), B, (AFBy), Gi (AFG;) e G, (AFG;), com base na
fluorescéncia delas sob a luz ultravioleta e na sua mobilidade durante a realizagdo de
cromatografia de camada delgada. Duas outras micotoxinas M; (AFM;) e M, (AFM,)
foram detectadas no leite, urina e fezes de mamiferos, resultantes do metabolismo das
toxinas B; e By, respectivamente (FONSECA, 1999).

4.4.2 Estrutura quimica

As Afs sdo bisfuranocumarinas derivadas de decacetideos, pela via biossintética
dos policetideos, na qual a unidade C2 é perdida durante a formacdo dos anéis
bisfuranos (Figura 1) (SMITH; MOSS, 1985).
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Figura 1: Estrutura Quimica das aflatoxinas B;, B,, G; e G, Fonte: BROGERAS, 2006

Se for analisado as diferencas entre as moléculas das AFG com AFB, a primeira
apresenta um anel 3-lactona e a segunda um anel ciclopentanona. A diferenca entre
AFG;, AFB; para a AFG,, AFB, é que uma dupla ligacdo 8, 9 é encontrada na forma de
um éter vinil no anel terminal furano nas aflatoxina B; e G; e ndo na B, e G,. Essas
variagdes que diferem as aflatoxinas estruturalmente estdo associadas também as suas
atividades, sendo AFB; e AFG; carcinogénicas e consideravelmente mais téxicas que
AFB, e AFG; (JAIMEZ et al., 2000).

A estrutura da molécula interfere na fluorescéncia importante para algumas
metodologias de identificacdo e quantificacdo, assim como outros compostos
heterociclicos, sdo compostos fluorescentes com caracteristicas préprias. Tanto a
aflatoxina B; como a aflatoxina B, apresentam uma fluorescéncia azul (B=Azul),
enquanto que a AFG; e a AFG; apresentam uma fluorescéncia verde amarelada
(G=GVerde) sob luz ultravioleta (HUSSEIN; BRASEL, 2001).

11



4.4.3 Mecanismo de acdo das aflatoxinas

As AFs podem ser absorvidas principalmente no figado ou no trato
gastrointestinal. A biotransformacdo ocorre através de enzimas microssomais do
sistema de funcGes oxidases, associadas ao citocromo P-450 (BIEHL; BUCK, 1987). A
AFB; é considerada AF mais tdxicas para o figado (OSWEILER, 1990).

Em diversas espécies, 0s machos sdo mais susceptiveis do que as fémeas em obter
reacBes adversas j& em relagdo a faixa etaria jovens sdo mais sensiveis que os adultos
(LEESON; DIAZ; SUMMERS, 1995).

Os sinais da intoxicacdo por aflatoxinas dependem principalmente de sua
concentracdo no alimento, do tipo de aflatoxina e do tempo de ingestdo (DOERR;
HAMILTON, 1983).

A intoxicacdo causada por aflatoxinas esta relacionada com a quantidade de
alimento contaminado ingerido e do tipo e do tempo de ingestdo (OGIDO et al., 2004),
podem ser classificados no grupo de substancias potencialmente cancerigenas e
podendo causar toxicidade aguda quando em concentragdes elevadas (KHANAFARI et
al., 2007). Produzindo efeitos tais como: mutagénicos, teratogénicos e
imunossupressores (MURTHY et al., 2005). Devido aos seus efeitos nocivos para saide
humana e de animais gera grande preocupacao em relacdo ao controle desses alimentos

gue podem estar contaminados.

Doengas associadas ao consumo de AFs tém sido associadas a etiologia de
neoplasias hepaticas em humanos, através da ingestao de alimentos contaminados. Vale
ressaltar que existem estudos que evidéncias as AFs podem estar associadas ao
desencadeamento de outras doencas, tais como: sindrome de Reye, causa de
encefalopatias e o Kwashiorkor, severa forma de desnutricdo (OLIVEIRA;
GERMANO, 1997;CAST, 26 2003; KABAK; DOBSON, 2006; KHANAFARI et al.,
2007).). Além de propriedades oncogénicas e imunosupressivas, induzindo infecgdes

em pessoas contaminadas com essas substancias.
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4.5 Legislacdo atual sobre B, By, G; e G, em alimentos

De acordo com a Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo
(FAO, 2004), definir normas para micotoxinas € uma atividade complexa, que envolve
muitos fatores das partes interessadas, incluindo principalmente o levantamento de
dados sobre os efeitos na saide humana e animal.

A presencga de AFB;, AFB,, AFG; e AFG; em amendoins e produtos derivados é
considerado principalmente um risco potencial a satde de recém-nascidos e criangas por
serem estes 0s maiores consumidores de tais produtos. Consequentemente, diversos
paises possuem limites regulatérios para a presenca de AFs nestes produtos.

A Unido Europeia estipula o limite de 4pg.Kg™(AFs totais) sendo que a atual
legislagdo brasileira determina o limite maximo de 20 ug.Kg™ (BRASIL, 2011). Até o
ano de 2010, vigorava no pais a Resolucéo de Diretoria Colegiada (RDC) n°274 de 15
de Outubro 2002, da ANVISA. Este regulamento estabelecia os limites maximos de
aflatoxinas admissiveis no leite fluido, em p6, amendoim e milho destinados ao
consumo humano (BRASIL, 2002) sendo que 0s outros grupos de micotoxinas nao
eram contemplados.

Em fevereiro de 2011 foi criado pela ANVISA o Regulamento Técnico sobre
limites maximos tolerados para micotoxinas em alimentos (BRASIL, 2011), o qual
revogou a RDC n°® 274 de 2002 e a Resolucdo CNNPA n°34 de 1976 (BRASIL, 1976).
Esta nova legislacdo contempla ndo somente aflatoxinas, mas também estabelece limites
méaximos para Ocratoxina A, Desoxinivalenol, Fumonisina B; e B,, Zearalenona e
Patulina em diferentes alimentos. A Tabela 1 apresenta os limites maximos de AFB1 e
AFs totais em alimentos estabelecidos pela legislacdo vigente em diversos pais inclusive
0 Brasil.

De acordo com a Tabela 1, nota-se, a existéncia de um déficit entre paises
relacionado com a padronizagdo sobre determinados aspectos da avaliagdo e gestdo de
riscos para micotoxinas.

Paises que possuem ha mais tempo legislacfes que imp&em limite de micotoxinas
em alimentos conseguem controlar de forma mais eficaz do que paises que
implementaram leis recentemente. Isto acontece devido ao tempo de estudo e adaptagdo
dos produtores em relagdo a BPF e andlise de ponto criticos de controle que interferem
na qualidade do produto, fazendo com que a determinacdo do limite e redugdo do
préprio seja gradativo, portanto € invidvel uma harmonizacéo de valores de limites entre
os principais paises (FAO, 2004).
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Tabela 1: Limites maximos de Afs para 0 consumo humano em varios paises.

Pais AFB; (ug.kgh) AFs totais (pg.kg™t)
Unido Europeia 2 4
Israel 5 15
Argentina 5 20
Japéo 10 -
Honduras - 1
Australia - 5
Egito - 10
Peru - 10
Canada - 15
Bahamas - 20
Barbadas - 20
Belize - 20
Brasil - 20
Colémbia - 20
EUA - 20
Filipinas - 20
Hong Kong - 20
México - 20
Siri Lanka - 30
Uruguai - 30
Costa Rica - 35

No Brasil, o limite de AFs totais para amendoim e derivados (20 pg.Kg™) é 400%
superior ao limite nos paises da Unido Europeia correspondente a 4 ug.Kg™.

De acordo com a EMBRAPA (2007), mesmo o Brasil possuindo limites para AFs,
falta no pais maior rigor no cumprimento das legislacdes, ja que as fiscalizagGes sdo
esporadicas e os laboratorios encarregados de realizar as analises encontram-se, em sua

grande maioria, desprovidos de material e de pessoal especializado.

4.6 Métodos de quantificacdo de Aflatoxinas

Existem diversas maneiras para quantificacdo de AFs entre elas estdo os métodos
qualitativos cromatografia em camada delgada (CCD) e metodos quantitativos tais
como cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Sendo estes utilizados acoplados
a detectores tais como: fluorescéncia (DFL) ou espectrdmetro de massa (MS) ((SOREN
etal., 2013).
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O método qualitativo CCD pode ser reproduzido de maneira simples, nao
apresentando muito custo para realizacdo do mesmo. A analise do resultado é obtido de
forma direta baseado na visualizagdo do perfil cromatogréafico baseado na banda que
apresenta uma cor fluorescénce relacionado com a corrida na placa. Entretanto, o ponto
negativo deste método é em relacdo a sensibilidade do método. Uma vez que necessita
utilizar limites baixos para determinados alimentos este método nao é eficaz (YOUNIS;
MALIK, 2003).

A CLAE entre todas as metodologias de quantificagdo é a mais usada,
apresentando alta eficiéncia, reprodutividade e apresenta a caracteristica de ser um
método sensivel. Porém é mais oneroso que CDD em relacdo ao custo da analise. Os
reagentes utilizados neste equipamento demanda alto grau de pureza, além precisar ser
utilizado com cautela e sempre que possivel estar sendo monitorado para ndo haver
problemas com o mesmo uma vez que sua manutencdo € muito custosa, tempo de
analise vai depender do tipo de amostra, coluna e fase mével (YOUNIS; MALIK,
2003; AFSAH-HEJRI et al., 2011).

4.7 Questionéario de frequéncia alimentar (QFA)

O Questionario de Frequencia Alimentar é uma forma prética e eficaz como
método de avaliacdo da ingestdo dietética, sendo por sua vez, muito utilizado em
estudos epidemioldgicos que relaciona o habito alimentar com a ocorréncia de doencas
cronicas ndo-transmissiveis (Fisberg, Slater, 2005; Lopes, Caiaffa, 2003; Slater,
Philippi, 2003; Zulkifli and Stella, 1992), sendo utilizado em prospectivos
internacionais (BLOCK et al., 1986; WILLETT, 1994).

Além disso, 0 QFA é um instrumento que associa 0 consumo de alimentos e
doengas cronicas, ja que prevé a medicdo da exposicdo e sua relacdo com o tempo
(WILLET, 1998).

Este questionario consiste em uma lista de alimentos, onde a partir desta é
possivel determinar uma frequencia média de consumo, correlacionado a um periodo de
tempo, que pode ser semanas, meses,anos..., podendo contemplar fracionamentos desta
unidades (Zulkifli and Stella, 1992). Esta lista de alimentos é apresentada ao
entrevistado em forma de questionario, para saber com que frequencia cada item é

consumido em termos de vezes por dia ou semana (Cade, Thompson, 2002).
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O QFA ja foi bastante utilizado nas décadas de 60 e 70 em estudos sobre
algumas doengas, como por exemplo, o cancer. Porém nessa ep6ca, muitos
epidemiologistas acreditavam que por conta da variagéo da dieta de um individuo para o
outro seria dificil uma medicéo concreta, 0 que acarretou em maiores estudos sobre os

métodos de inquéritos dietéticos, e em especial aos estudos de validacdo dos QFAs.

No Brasil, diversos estudos foram realizados utilizando como base o QFA, que
foi desenvolvido para descrever padrdes ou habitos alimentares e ndo ingestdo de
nutrientes (Castro, Kac, 2006; Sichieri, 2002).

O QFA exige uma menor especializagdo do entrevistador podendo ser aplicado
em entrevista pessoa a pessoa. Esta vantagem se traduz em um baixo custo e uma maior
rapidez na analise dos resultados (Fisberg, Slater, 2005; Zulkifli and Stella, 1992). Ou
ainda podem ser administrados por um entrevistador usando um computador (NELSON,
1997).

Ainda que o QFA apresente algumas vantagens, as informacgdes obtidas a partir
desse método dietético podem apresentar erros, e estes podem estar relacionados ao
préprio instrumento, aos entrevistados ou a efeitos externos (Beaton GH, Burema J,
Ritenbaugh C, 1997).

Deste modo o QFA pode ser utilizado como uma ferramenta em estudos
epidemiolégicos desde que seja planejado. Deve ser feita uma escolha minuciosa do
alimento e a frequencia que ele é consumido, para uma maior garantia na confiabilidade

e preciséo dos dados (Slater, Philippi, 2003).

Para que se possa fazer uma estimativa da frequéncia de consumo, utiliza-se a

imagem mental que os individuos fazem do consumo habitual (Fisberg, Slater, 2005).

Aspectos como étnicos, grau de escolaridade e idade do entrevistado podem
influenciar na fidedignidade das informagdes colhidas por meio de um QFA (KRISTAL
et al., 1997).

Ao elaborar um Questionario de Frequéncia Alimentar, deve ser levado em
consideracdo quais sdo 0s objetivos a fim de evitar que o préprio questionario contenha
informagBes necessarias sobre o ponto de interesse. O consenso sobre a elaboracgdo,
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validacéo e uso de QFAs recomenda amostras de no minimo 50 ou 100 individuos
(Burley and Cade,2000).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Amostragem

Durante o periodo de Abril & Setembro de 2012 foram coletadas amostras de
pagocas em estabelecimentos em regides com diferentes indice de desenvolvimento
Humano Municipal (IDH-M). As mesmas foram dividas em tercis: IDH-M (Alto >0,90;
Médio entre 0,80 a 0,89; Baixo entre 0,70 a 0,79). Para defini¢do das regibes de coleta
de dados, foi utilizado o banco de dados com as informagdes IDH-M, segundo bairros
disponibilizados no portal da Prefeitura do Rio de Janeiro, referente ao ano de 2012.

A partir destas informag6es, foram selecionados os seguintes bairros para coleta:
Santa Cruz, Jacarepagud e Realengo, para os IDH-M Baixo. Foram coletadas amostras
nos bairros de Campo Grande, Centro e Madureira para os IDH-M Médio. Realizou-se
coleta nos bairros da Barra da Tijuca, Tijuca e Botafogo referentes ao IDH-M Alto.

Na figura 2 estdo apresentados 0s pontos de coleta das amostras.

Bais g Sepetita

{ Oceano Alantico o) )

&
1-PORTUARIA 10 - RAMOS 19 - SANTA CRUZ 28 - JACAREZINHO
2-CENTRO 11 -PENHA 20 -ILHA DO GOVERNADCOR 29 - COMPLEXO DO ALEMAQ
3-RIO COMPRIDO 12 - INHAUMA 21 - PAQUETA 30 - COMPLEXO DAMARE N
4-BOTAFOGO 13-MEIER 22 - ANCHIETA 31 -VIGARIO GERAL 0 25 5 10 Km A
5 - COPACABANA 14 - IRAJA 23 - SANTATERESA 33 - REALENGO
6-LAGOA 15 -MADUREIRA 24 - BARRA DA TIJUCA 34 - CIDADE DE DEUS
7 -SAO CRISTOVAOQ 16 -JACAREPAGUA 25 - PAVUNA
8-TWUCA 17 -BANGU 26 - GUARATIBA ARA32 ndo consta pois ndo fo
9 - VILA ISABEL 18 -CAMPO GRANDE 27 -ROCINHA aprovada pels camara munigipal.

Figura 2: Pontos de coletas no Rio de Janeiro. O simbolo “0” representa os bairros onde foram coletadas

as amostras.

Para cada um destes tercis, foram coletadas 12 diferentes marcas. Desta forma,

totalizaram-se 36 diferentes marcas amostradas.
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Para cada marca avaliada, foram adquiridas aleatoriamente embalagens contendo
1 Kg do produto, sendo entdo armazenadas a temperatura de congelamento (-18 °C) até
0 momento da analise.

5.2 Extracéo e purificacéo

Para a determinagdo dos indices de aflatoxinas totais, utilizaram-se 50 gramas de
pacoca de amendoim homogeneizadas. A extragdo e purificacdo foram realizadas de
acordo com a metodologia proposta por Soares e Rodriguez-Amaya (1989), através de
extracdo com metanol e cloreto de potéssio, clarificacdo com sulfato de cobre e particdo
liquido-liquido com cloroférmio e hexano. O extrato cloroférmico foi evaporado em
banho-maria a 65 °C até secura sob fluxo de N,.

Os solventes e reagentes utilizados para extracdo foram de grau analitico, obtidos

da Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil).

5.3 Detecc¢éo e quantificacdo por CCD

Apds a extracdo, o residuo foi reconstituido com 300 pL de cloroférmio e
submetido a banho de ultrassom por 30 seg, sendo entdo aplicados em triplicatas 15 uL
do extrato em cromatoplaca de Silica Gel 20x20 cm (CCD, Merck), a qual foi
desenvolvida na fase mével cloroférmio: acetona (9:1, v/v).

Apos desenvolvimento cromatografico, a revelagdo foi realizada com o auxilio de
lampada ultravioleta em comprimento de onda a 366 nm. Para a quantificacdo, aliquotas
de 15 pL de solugdes de trabalho contendo um pool das aflatoxinas (Bi, Bz, G1 € G,
Sigma-Aldrich) em diferentes concentragdes (0,40; 0,35; 0,30; 0,25; 0,20; 0,15; 0,10 e
0,05 pg.mL™Y) foram aplicadas na cromatoplaca, juntamente com os extratos das
amostras positivas e novamente foi desenvolvida a corrida cromatografica em
cloroférmio: acetona (9:1, v/v), sendo entdo comparado o tamanho e intensidade de
fluorescéncia das amostras com as solucgdes de trabalho contendo as quatro aflatoxinas.

Observou-se também os fatores de retencdo (Ry) de cada aflatoxina,
correspondendo a 0,46; 0,55; 0,61 e 0,70 para AFB;, AFB;, AFG; e AFG,,
respectivamente. Para determinar o limite de deteccdo e de quantificagdo foram
aplicadas em cinco replicatas as solucfes de trabalhos acima citadas na cromatoplaca,
em concentragdes variando de 0,40 a 0,025 pg.mL™, sendo entdo desenvolvidas na fase
mavel cloroférmio: acetona (9:1, v/v). O limite de quantificacéo (LQ) e deteccdo (LD)
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foram de 5 e 2 pg.Kg™ respectivamente, podendo ser considerado adequado quando
comparado com o método proposto pelo 1AL (2008).

5.4 Preparo de solugBes para curva analiticas

Os padrBes das AFB; (5 mg), AFB,, AFG; e AFG, (1 mg) foram obtidos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) e ressuspendidos em benzeno: acetonitrila (98:2, v/v) e
as solucbes estoque e de trabalho foram preparadas em metanol, de acordo com
metodologia da AOAC (1990).

Para a obtengdo das solucdes estogque em concentracdo préximas de 5 pg.L™?
foram coletas aliquotas da solucdo padrdo e evaporadas sob atmosfera de nitrogénio,
sendo entdo ressuspendidas em metanol grau CLAE. Para a confirmagdo das
concentracdes esperadas, foi realizado a quantificacdo por espectrofotometria de
ultravioleta (Shimadzu UV-1201, Kyoto, Japan) sob comprimento de onda de 362 para
AFB; e 360 para as demais aflatoxinas, conforme método AOAC (1990), que emprega a

seguinte formula:
AF pg.mL™ = A X PM x 1000)/
Onde:
A: Absorbancia obtida,

PM: Peso molecular,

X Absortividade molar

5.5 Derivatiza¢do das aflatoxinas

Para derivatizacdo das AFB; e AFG; ressuspendeu-se 0s extratos secos em 600
uL de acetonitrila e adicionou-se 1,2 mL do agente derivatizante (Agua Milli-Q, Acido
Trifluoracetico e Acido Acético Glacial, 7:2:1, v/iv/v) , segundo AOAC (2005). O meio
reacional foi mantido a 65 °C por 9 min. As amostras derivatizadas foram filtradas em
membrana MILLIPORE (0,45 um) analisadas no sistema de cromatografia liquida de

alta eficiéncia com detector de fluorescéncia (CLAE-DF).
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5.6 Quantificacdo de aflatoxinas por CLAE

As AFs foram quantificadas por padronizacéo externa, utilizando curva analitica
composta por 7 pontos em diferentes concentracbes de cada aflatoxina e entdo
quantificadas utilizando um sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Agillent 1100 Series (Waldbron, Alemanha) composto por detector de fluorescéncia
(365 nm de excitagdo e 450 nm emissdo), injetor manual com loop de 20 uL, coluna
Ace Cig (250 mm x 4,6 mm, 5 um), e fase movel constituida por agua: metanol:
acetonitrila 60: 30: 10 (v/v/v), em fluxo de 0,6 mL.min?,

Para identificacdo de cada AF foram comparados os tempos de retencdo dos picos
das amostras com os dos padrdes de referéncia na curva analitica e, a partir do célculo
das areas dos picos foram obtidos os niveis das toxinas presentes nas amostras
analisadas. Todos os solventes utilizados nas analises cromatogréaficas foram de grau

CLAE (Tedia, Sdo Paulo, Brasil) e a agua ultrapurificada pelo sistema MILLI-Q.

5.7 Testes de recuperacdo, repetitividade e limites de detecgdo e
guantificacao

Para o estudo da recuperagdo foram adicionadas nas amostras, aliquotas pré-
determinada contendo as solugdes padrdo de cada aflatoxina. Apds a evaporacdo dos
solventes dos padrdes nas amostras fortificadas, estas foram submetidas & extracéo pelo
método proposto por Soares e Rodriguez - Amaya (1989) e o coeficiente de recuperacéo
obtido foi expresso em porcentagem.

Os testes de recuperacdo foram feitos utilizando-se dois niveis de fortificacdo (20,
10 e 5 pg.kg™) em triplicatas. O coeficiente de variacdo entre as triplicatas foi utilizado
para representar a repetitividade do método.

Os LD e LQ foram calculados através da adicdo em concentracdes decrescentes
da solucdo padrdo contendo as quatro aflatoxinas nas amostras de pagoca que nédo
continham aflatoxinas. Tais amostras foram entdo submetidas a extracdo e posterior
quantificacdo por CLAE-DF, até a menor concentracdo detectavel (LD) e quantificavel
(LQ) sob condigBes adequadas de repetibilidade (n= 5, DP <15%). Os limites de
detecco e quantificacdo encontrados foram de 0,6 e 1,2 g.Kg™, respectivamente, para

as 4 aflatoxinas.
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5.8 Levantamento de dados de consumo e caracterizacdo do habito
alimentar de pacgoca

Para obter o levantamento dos dados de ingestdo e caracterizacdo dos habitos
alimentares dos individuos entrevistados foram aplicados questionarios, sobre consumo
e frequéncia de consumo de pacoca (QFA).

Inicialmente, foi realizado um levantamento sobre a frequéncia de consumo de
pacoca, através de um questionario piloto com intuito de verificar a eficiéncia e
abrangéncia do questionario e também validar o questionario. O mesmo contemplou de
forma clara e objetiva pontos relevantes para os objetivos da pesquisa. Este questionério
foi submetido a conselho de ética da Universidade Rural do Federal do Rio de Janeiro,
esse se refere a aquisicdo alimentar destinada ao consumo individual do participante
conforme apresentado no, ANEXO I.

Através do questionario piloto, foram realizados os ajustes necessarios para
obter-se 0 modelo definitivo utilizado nesta pesquisa. Os itens do QFA foram:
identificacdo do sexo, peso, altura, frequéncia de consumo, quantidade consumida, faixa
etaria, se o individuo Ié a rotulagem antes de consumir o produto, sabe o que significa
aflatoxina e quando consomem pagocas se preocupam com a presenca de AFs.

A aplicacdo dos questionarios foi realizada na saida dos estabelecimentos
comerciais de médio e grande porte distribuidos em vérios pontos da cidade de Rio de
Janeiro - RJ, que comercializam principalmente, entre varios outros produtos, produtos
alimenticios destinados ao consumo humano.

Através destas analises, do consumo de produtos de amendoim, estimou-se a
ingestdo de aflatoxinas pelo consumo de pagoca.

A estimativa da ingestdo diaria das aflatoxinas, foi realizada através de um
cruzamento dos dados de contaminagdo média de aflatoxina encontrados nos produtos
amostrados com o0s dados de consumo de produtos de amendoim obtidos no
questionario do QFA. O consumo de amendoim pela populacdo brasileira, reportado
pela literatura, também foi utilizado visando fazer uma andlise comparativa com os
dados gerados pela andlise de consumo da populacdo amostral, obtidos neste trabalho.

Para o calculo da Ingestdo Diaria Provavel (IDP) de aflatoxinas, o valor do
consumo diério foi multiplicado pela contamina¢do média e dividido pelo peso médio

de uma pessoa. E somente na categoria de consumo estipulada pela faixa de peso.
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A partir das diferentes IDP geradas foi realizada uma anélise de risco da
exposi¢do as aflatoxinas, comparando-se as IDP com as ingestBes diérias aceitaveis
(IDA) reportadas para as aflatoxinas (KUIPER-GOODMAN, 1998).
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1.1 Determinagdo de aflatoxinas em Cromatografia em Camada
Delgada

Os resultados da determinagdo das aflatoxinas AFB;, AFB,, AFG;, AFG; por
CCD nas amostras de pacoca estdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2: Resultados da determinacédo de aflatoxinas B;, B,, G; e G, por CCD separadas por IDH-M

comercializadas no Rio de Janeiro.

Aflatoxinas (em pg.kg™)

n* AFB: AFB; AFG: AFG, n* AFB: AFB; AFG, AFG,
1 >10 <15 <5 >5<10 >5 19
2 <5 <5 >5<10 >5 20 >25<30 >5<10 >20 <25 >5<10
IDH- 3 <30<40 >10<15 >5 >5 21 >5<10 >5<10 >5<10 <5
B:,a\i/lxo 4 <5 <5 >5 >5 22 <5 <5 >5<10 <5
5 <5 <5 >5 >5 23 <5 <5 <5 <5
6 >10 <15 >10 <15 >10 <15 <5 24 <5 <5 <5 <5
7 <5 <5 <5 <5 25 <5 <5 <5 <5
8 <5 <5 <5 <5 26 >10 <15 >5<10 >5<10
IDH- 9 >25 <30 <5 >5<10 <5 27 <5 <5 <5 <5
M'év(ljio 10 <5 <5 <5 <5 28 >10 <15 >5<10 >5<10 <5
11 <5 <5 <5 <5 29 <5 <5 <5 <5
12 >15<20 <5 <5 <5 30 <5 <5 <5 <5
13 <5 <5 <5 <5 31 <5 <5 <5 <5
14 <5 <5 <5 <5 32 <5 <5 <5 <5
IDH- 15 >30 <25 >10<15 >20 <25 >10<15 33 <5 <5 <5 <5
A'\I/Ito 16 >10 <15 <5 >10 <15 <5 34 <5 <5 <5 <5
17 <5 <5 <5 <5 35 <5 <5 <5 <5
18 <5 <5 <5 <5 36 <5 <5 <5 <5

*n= numero de marcas avaliadas. Limite de quantificagdo: 5 pig.kg?, Limite de detecéo 2 pg.kg™

De acordo com a Tabela 2, verificou-se que das marcas de pagoca de amendoim
comercializadas em regides de IDH-M alto, 16,6% (2 marcas) encontravam-se acima
do limite méaximo de 20 pg.kg™® de aflatoxinas totais, estipulado pelo Ministério da
Saude (BRASIL, 2011), e, portanto, improprias para consumo humano. J4 em IDH-M
médio, 25% (3 marcas) das amostras apresentaram quantidades acima do permitido. Nas
regides de IDH-M baixo 41% (7 marcas) das amostras estavam acima dos limites
estabelecidos pela legislagdo. Nas regies de IDH-alto ndo foi observado

estabelecimentos que comercializam pagocas sem selo de qualidade, em funcdo da
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caracteristica do publico alvo sdo consumidores com alto poder aquisitivo 0s quais

optam por produtos de maior qualidade.

6.2 Determinagd@es de aflatoxinas por CLAE
6.2.1 Linearidade

Os valores de coeficientes de correlagdo calculados a partir da equacdo da
regressdo linear para as curvas analitica testadas foram de 0,996; 0,999; 0,998 e 0,993
para AFG,, AFB2, , AFG, , AFB, respectivamente. As curvas anliticas estdo

representadas na Figura 3.

4000 A |l 10000 B

3500 9000 P

3000 8000
7000
2500
6000

2000 5000
S 4000 /

3000
1000
2000 /
309 1000
0 e 04
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
2
7000 C 12000 D
6000 10000 P
5000 / //
8000 b
/
/ Pd
4000 8
6000 o
3000 | 2 3
4000 |
2000 > P4
/ 2000 >
1000 Y. ‘ oY
A i
ol e s P ¢

0 50 100 150 200 0 S0 100 150 200

Figura 3: Curva analitica para quantificagdo de AFG; (A), AFB, (B), AFB; (C) , AFG, (D) em pagoca.

Cabe ressaltar ainda, que a ANVISA (2003), AOAC (2000), recomenda um
coeficiente de correlagcdo seja maior que 0,99. Dessa forma, os resultados obtidos estéo

de acordo com ambas as resolugdes.

6.2.2 Recuperagédo

Na Tabela 3 sdo mostrados o cromatrograma de uma amostra fortificadas com 20,
10 e 5 pg.kg™ das 4 AFs, e um outro cromatrograma de uma amostra na qual néo foi
observada a presenca de nenhuma aflatoxina. Os resultados de recuperacdo estdo de
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acordo com os exigidos pela AOAC (2002) e EU (2006) para analise de tragos, 0s quais
situam-se entre 70 e 120%, (CV de no maximo 20% para o nivel entre 10 a 100 pg.kg™)
(AOAC, 2002), e entre 80 e 110%, (CV de no maximo 15% para o nivel entre 10 a 100
ug.kg™) (COMUNIDADE EUROPEIA, 2006). Portando a recuperagéo feita esta dentro

dos padrées estabelecidas pelas duas principais referencias mundias.

Tabela 3: Ensaios de recuperagdo de Aflatoxinas em matriz de pagoca no nivel de 20 e 10 5
ug.kg™* respectivamente

Ensaio AFB; (%)  AFB,(%)  AFG (%)  AFG,(%)

R1 104 107 94 93
R2 93 97 103 97
20 pg.kg* R3 99 105 105 105
Média 98,66 103 101 98,33
CV (%) 5,58 5,14 5,84 6,11
R1 90 98 90 91
R2 99 103 102 94
10 pg.kg™ R3 92 95 95 98
Média 93 98 95 94
CV (%) 4,23 3,35 5,54 3,55
R1 94 87 103 85
5 ug.kg R2 101 105 92 82
' R3 89 90 90 95
Média 94,56 94,00 95,00 87,09
CV (%) 6,37 10,61 7,31 7,79

Os resultados da determinacéo das aflatoxinas By, By, G, G, por CCD nas amostras de pagoca estdo
apresentadas na Tabela 3.

w () W (8)

25 1 7 10 125 15 175 il 75 10 1 il

Figura 4: Cromatrograma Branco (A) amostra de pagoca contaminado com 20 pg.kg™ (B). AFG,a: forma
derivatizada de AFG,. AFB,a: forma derivatizada de AFB;.
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6.2.3 Quantificagdo de Aflatoxinas por HPLC-DF
Os resultados referentes ao monitoramento de aflatoxinas nas amostras amendoim

(pagoca) estdo demonstrados na Tabela 4.

Tabela 4: Resultado da determinacdo de Aflatoxinas por CLAE-DF em amostras de doce de
amendoim comercializados no Rio de Janeiro, Brasil *Nd = abaixo do limite de detecgéo.

. IDH-M
Faixas (em
-1
He-Kg?) Alto Médio Baixo
Nd-10 8 (66,6%) 5 (41,6%) 6 (50%)
10-20 3 (25%) 4 (33,3%) 1 (8,3%)
Maior que 20 2 (16,6%) 3 (25%) 5 (41%)
Total 12 (100%) 12(100%) 12 (100%)

Deve ser considerado ainda que, a época de coleta das amostras abrangeu o
periodo das festas Juninas e Cosme Damido, onde, por questdes culturais, ocorre o
aumento do consumo de pagoca e outros derivados do amendoim, consequentemente
aumentando os valores de ingestao diaria de aflatoxinas.

Os resultados encontrados nesta pesquisa sdo similares aos apresentados por
outros autores, 0s quais evidenciam a contaminacdo do amendoim e produtos derivados
por aflatoxinas (SABINO et al. 1999; WANG E LIU 2007; NAKAI et al. 2008).

Sabino et al. (1999), pesquisando a ocorréncia de aflatoxinas em 137 amostras
de amendoim e derivados, verificou que 45% das amostras foram positivas para
aflatoxinas e 27% excederam os limites da legislagéo brasileira (30,0 pg.Kg™) (BRASIL
1996).

Wang e Liu (2007) analisaram a contaminacéo de aflatoxinas em diferentes tipos
de alimentos da China e encontrou 0 mais alto nivel de contaminacéo correspondendo a
28,4 pg.kg™ em amendoim.

Nakai et al. (2008) estudaram somente a casca do amendoim e mostraram que
6,7% das amostras estavam contaminadas com AFB; e AFB,, os grdos, 33,3% das
amostras estavam contaminadas com AFB; e 28,3% estavam contaminadas com AFB..

Outros estudos realizados no Brasil e em demais paises também evidenciam a
contaminacdo do amendoim e produtos derivados apresentando valores acima do que
encontrado neste trabalho, conforme apresentados por (MALLMANN et al. 2003;
CRAUFURD et al. 2006; HUANG et al., 2010; EZEKIEL et al 2012; HOELTZ et al.,
2012 IQBAL et al 2013).

Mallmann et al. (2003) avaliaram 664 amostras de amendoim e produtos de
amendoim disponiveis no Estado do Rio Grande do Sul. Foram encontradas aflatoxinas
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em 31,3% das amostras, com niveis médios de contaminacio 92,1 pg.Kg™ e um teor
maximo de 5476,0 pg.Kg™.

Craufurd et al. (2006), estudaram de contaminagdo por aflatoxinas em
amendoins provenientes da Nigeria, encontrando valores que variam entre 34,0 e 208,0
Hg.kg™.

Os teores de contaminacdo por Aflatoxinas em “pagoca” no presente
estudo foi comparavel como relatado de Huang et al., (2010) que documentavam um
total de 73 amostras coletadas aleatoriamente de diferentes areas na provincia de
Zhejiang (China). Os resultados mostraram que 31 amostras de manteiga de amendoim,
14 amostras de amendoim fresco e 5 amostras de amendoim foram contaminadas com
Aflatoxinas.

Ezekiel et al (2012) analisaram 29 amostras de bolo de amendoim recolhidos de
mercados em cinco estados da Nigéria. Foi encontradas amostras com Aflatoxinas que
excederam o limite maximo USDA de 20 pg.kg™, em cerca de 90% das amostras.

De acordo com a pesquisa de Hoeltz et al (2012) foi analisado a ocorréncia de
aflatoxina B, em amendoim e produtos de amendoim comercializados no Estado do Rio
Grande do Sul, Brasil; Aflatoxina B, estava presente em 14% das amostras analisadas,
em concentracdes na faixa entre 24,0 a 87,5 pg.kg™ nas amostras de amendoim entre
22,0 a 84,6 pg.kg™ nas amostras de produtos de amendoim. Estes valores excederam o
limite regulador brasileiro.

Igbal et al (2013) estudaram a determinacéo de aflatoxinas em com amendoins e
produtos de amendoim, comercialmente disponiveis nas principais cidades do Punjab no
Paquistdo. Revelaram que 59% de amendoins cru com casca, 55% de amendoins crus
sem casca, 61% de amendoim torrado com casca, 68% de amendoim torrado sem casca,
manteiga de amendoim 50%, biscoitos de amendoim 42% e 20% de amendoim nimko
foram encontrados contaminados com o Afs.

Neste trabalho provalvemente a contaminagéo apresentada na pagoca, apresente-
se em niveis acima dos permitidos pela legislacdo, deve-se ao fato de que a matéria
prima utilizada pode ser de qualidade inferior, proveniente de uma triagem inicial para
amendoins in natura que sdo utlizados para exportacdo e comercializacdo no pais. A
pacoca pose ser considerada como um subproduto do amendoim. Este fato apresenta um

problema para saude publica.
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Do total de 36 marcas analisadas, 27,7% (10) marcas foram positivas para
aflatoxinas (Tabela 2), estipuladas pelo Ministério da Salde do Brasil (BRASIL, 2011),
e, portanto, imprdprias para consumo humano.

A regido com menor indice de contaminagéo foi a de IDH-M alto, onde nenhuma
marca apresentou-se em desacordo com a legislacdo (Tabela 2).

A amostra que apresentou maior nivel de contaminacgdo teve o valor maximo
encontrados de 39,6 pg.Kg™ de AFs totais, sendo 19,36 pg.Kg™ correspondete a By, Tal
fato reflete que que ainda ha comercializacdo de doce de amendoim distribuidos em
algumas regiGes do Rio de Janeiro, assim deve-se aumentar a fiscalizagdo destes
produtos para ndo ser comercializados para a populacéo em especial a infatil.

Analisando os resultados somente por IDH-M, verifica-se que, das marcas de
pacoca de amendoim comercializadas em regides de IDH-M alto, 16,6% (2 marcas)
encontravam-se acima do limite maximo permitido. JA& em IDH-M médio, 25% (3
marcas) das amostras apresentaram quantidades acima do permitido. Nas regiGes de
IDH-M baixo 41% (7 marcas) das amostras estavam acima dos limites estabelecidos
pela legislacdo.

Deve ser considerado ainda que, a época de coleta das amostras abrangeu um
periodo de festas culturais, onde o consumo de doce de amendoim ocorre com grande
frequéncia, consequentemente, aumentando os valores de ingestdo diaria de aflatoxinas

durante este periodo.

6.1.2 Estimativa de consumo
6.1.2.1 Questionario aplicado em adultos.

Foram entrevistadas 69 e 89 pessoas do sexo masculino e feminino (Figura 5)
respectivamente, totalizando 158 pessoas. Do total de entrevistados, 49%, tinham entre
25-40 anos (Figura 6), 15% consomem pagoca pelo menos 3 vezes por semana (figura
7). Ainda entre este grupo, 80% ndo leem a rotulagem nutricional dos produtos que
consomem (Figura 8), 32% desconhecem o que sdo aflatoxinas (Figura 9) e apenas 17%
se preocupam com a presenca de aflatoxinas no produto (Figura 10), quando consomem
pacoca. Portanto, existe falta de conhecimento dos consumidores de pagoca em relacdo
as aflatoxinas e os seus danos & salde. Isso pode ajudar a agravar o risco de
contaminagdo por ingestdo de alimentos que estejam potencialmente contaminados com

aflatoxinas.
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W Masculino

W Feminino

Figura 5: Percentual Sexo dos individuos entrevistados.

W 18-25anos

W Acimade 25-
40anos

[ Acimade 40 anos

Figura 6: Percentual de faixa etaria individuos entrevistados

W sempre (acima de
3 unidades por
semana)

M Frequentimente (
até 3 passocas por
semana)

m Ocasionalmente
(até 1 por
semana)

Figura 7: Percentual de frequéncia de consumo de doce de amendoim pelos individuos entrevistados.
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Wsim

M ndo

Figura 8: Percentual de individuos que analisam a rotulagem nutricional do produto antes de consumir.

WSim

M Nao

Figura 9: Percentual de Pessoas que conhecem os efeitos das aflatoxinas.

mSim

mNdo

Figura 10: Percentual de Pessoas que se preocupam com aflatoxinas em pagoca.

A pacoca de amendoim é um dos produtos amplamente consumidos pela

populagdo jovem do |pais entre 8 a 17 anos, sendo comercializados a baixo custo. [ [E1] Comentario: Qualafaixaetéria?o]
que seria jovem?
Avaliando os valores de [IDP, gerados a partir dos dados de consumo obtidos a partir - ([E2] Comentario: O que ¢ sso? )
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deste trabalho, observa-se que 28,9% (44) dos entrevistados podem estar expostos a
niveis bastante diferentes dependendo do consumo semanal.

Esse valor encontra-se na faixa superior dos valores de ingestdo considerados
seguros baseado no limite maximo estipulado pela legislacéo brasileira para a presenca
de aflatoxinas totais em pacoca, e, considerando o consumo de 1 unidade de 25 g do
doce, o limite diario toleravel situa-se em 0,006 pg.Kg™ de peso corporal/dia. Podendo
ser ainda maior se for associado a outras fontes de exposi¢do, como o amendoim cru e

outros derivados, como o milho e castanhas.

6.2.2.1 Question&rio aplicado na publico infantil.

Foram entrevistadas 80 e 77 pessoas (Figura 11) do sexo masculino e feminino,
respectivamente. Sendo que do total, 21% tinham 15 anos e 9% consomem pagoca
diariamente (Figura 12). Dentre os entrevistados, 99% n&o leem a rotulagem nutricional
dos produtos que consomem (Figura 13), 99% desconhecem o que sdo aflatoxinas
(Figura 15) e apenas 1% se preocupam com aflatoxinas (Figura 16) presentes no
produto quando consomem pagoca. Levando em consideracdo que todas as criangas
entrevistadas sdo alfabetizadas. Mesmo com o fato de todas as criangas serem
alfabetizadas, ainda assim, espera-se que as mesmas ndo apresentem como o esperado,
criangas ndo apresentam o conhecimento sobre a importancia de ler as embalagens de
alimentos que os proprios consomem. Durante a entrevista foi perguntado
informalmente as criancas se 0s seus pais tem tém habito de ler a rotulagem, e a maioria
disse informou que ndo vem veem os pais fazerem isso. Portanto, a falta de informacéo
pode ajudar a agravar o risco de contaminacgdo por ingestdo de alimentos que estejam
potencialmente contaminados com aflatoxinas e futuramente causar doengas cronicas

ndo transmissiveis.
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Figura 11: Percentual de sexo dos individuos entrevistados.
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Figura 12: Percentual da faixa etaria individuos entrevistados.
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Figura 13: Percentual de frequéncia de consumo de doce de amendoim por individuos entrevistados entre
8 e 17 anos.
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Figura 14: Percentual de individuos que analisam a rotulagem nutricional do produto antes de consumir.
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Figura 15: Percentual de pessoas que conhecem os efeitos das aflatoxinas.
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Figura 16: Percentual de pessoas que se preocupam com aflatoxinas em pagoca.

De acordo com os resultados, 36 criancas podem estar na zona de risco de
doencas ndo transmissiveis por contaminagdo, por consumirem pagoca em quantidades
superiores ao permitido pela legislagdo. Esse valor encontra-se na faixa superior dos
valores de ingestdo considerados seguros baseado no limite maximo estipulado pela
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legislagdo brasileira para a presenga de aflatoxinas totais em pagoca, e, considerando o
consumo de 1 unidade de 25 g do doce, o limite diario tolerdvel situa-se em 0,006
png.Kg™ de peso corporal/dia.

Durante o levantamento foram coletados dados de peso e altura das criangas sendo
foi possivel calcular o IMC de cada individuo entrevistado relacionando-o com os
individuos que estdo na zona de risco. Desses individuos, 27%, 31%, e 40% sdo de IMC
alto, médio e baixo, respectivamente apresentado na Figura 17. O interessante é que foi
levantada uma hipotese antes das entrevistas que pessoas com IMC alto demonstrariam
maior porcentagem entre individuos que podem consumem teores elevados de

aflatoxinas, porem de acordo com os resultados.

W IMC Alto
mIMC Médio
IMC Baixo

Figura 17: Porcentagem de individuos com possivel risco de ingestdo diéria de aflatoxinas acima da
média.

Em consequéncia, o risco da populacdo jovem decorrente da exposicdo crbnica a
aflatoxinas pela dieta, pode aumentar significativamente o aumento de pessoas que
fazem parte da estatistica de individuos portadores de doencas crénicas néo
transmissiveis.

A aflatoxina é cancerigena, e ha evidéncias consideraveis que a aflatoxina
desempenha um papel importante no desenvolvimento de carcinoma hepatocelular nas
regides com exposi¢do frequente a aflatoxina (IARC, 2002).

Tendo em vista que 0os maiores contribuintes para a infec¢do de hepatite B e C

sdo causados por virus ]da hepatite B, virus da hepatite Ce também carcinoma

hepatocelular, o papel das aflatoxinas ndo pode ser descartado, uma vez que

consumida de maneira elevada e rotineiramente. Assim, outros estudos sobre a
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prevaléncia e nivel de exposi¢do na populagdo com uso de biomarcadores de aflatoxina,
incluindo a aflatoxina-albumina em adultos, poderia ser incluido neste aspecto. Os
primeiros anos de vida é crucial para o crescimento e desenvolvimento na vida adulta.
Uma série de estudos sugere que a susceptibilidade para a aflatoxina é maior nos jovens
e nas intoxicagbes agudas relatadas (Barret, 2005; Ngindu et al, 1982;. Serck-
Hanssen1970).

Kuiper-Goodman (1997) estabeleceu uma dose diaria toleravel (TDI) para
aflatoxina B; de 0,15 ng.kg™ por peso corporal/dia. Consid79drando-se que o peso
médio da populacdo adulta é de 70 kg e a concentracdo média de aflatoxina B;, neste
estudo, foi de 0,73 pg/kg, a ingestdo Diaria Provavel Média (IDP) seria de 0,44 ng.kg™
de peso corporal/dia. Portanto, o consumo médio estimado de aflatoxina B; foi elevado
nos produtos alimentares derivados de milho analisados.

Esta pesquisa demonstra que o consumo de pagoca de amendoim contaminada
com aflatoxina pode oferecer risco a salde publica, pois 26,1% (81) dos entrevistados
podem ser considerados individuos expostos a teores de aflatoxinas que estdo acima da

legislagdo vigente .
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo nos permite concluir que o Rio de
Janeiro tem diponibilizado em seu comércio produtos com concentragdo de Aflatoxinas
acima do nivel permitido pela legilacdo. Os resultados demostraram que 27,7% das
marcas avaliadas foram positivas para AFs. Em relacdo a consumo deste produto por
IDH-M, a regido de IDH-M alto apresentou menor numero de marcas com produtos fora
da qualidade, nestes locais sdo vendidos produtos mais caros e de melhor qualidade. A
“pagoca” ¢é considerada um alimento que tem baixo custo e se encontra em diversos
estabelecimentos da cidade, assim esse doce que contenha Aflatoxinas acima do
permitido pode ser considerado um problema de salde publica, pois, pode causar
doengas cronicas ndo transmissiveis, e pela estimativa de consumo, cerca de 26% dos

individuos entrevistados podem correr este risco.
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ANEXO



Anexo | — (QCFPA) Exemplo do Questionario de Consumo e Frequéncia de Consumo

de doce derivado de amendoim “pagoca”.

Questionario

Consumo de doce de amendoim “pagoca”.

Entrevistado: Local:

Data: Hora: Idade: Peso: Altura:

Sexo:

M ] FL]
Com que frequéncia vocé consome pagoca?

Peso Ingerido por unidade?

Quantidade de consumida Tipo
Frequéncia | o | » | 3|4 |5 |6 |7 8|9 |10/ % urF:ie;gée
pacoca

Diéaria

1 vez/semana

2 vezes/sema

3
vezes/semana

1 vez/més

1 vez/ano

2 vezes/ano

3 vezes/ano

QOutros:

Antes de consumir o alimento vocé Ié a rotulagem nutricional?

[ ] sim

|:| Néo

Vocé sabe o que sdo aflatoxinas?

[ ] sim

|:| Nao

Quando vocé consome pagoca se preocupa com isso (aflatoxinas)?
I:l Sim

|:| Néo
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