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EESUMO

Foram realizados experimentos com a finalidade de se esiudar a detoxificagdo de milhn, nafuralmente contantingdo
com aflatoxings, através do processamento por extrusdo rermopldsiica, A quantificacdo foi realizada por Cremaiografio Li-
quida de Alto Desempenho (CLAD). O método de extragdo urilizado foi bastante eficiente pofs apresentou pereentuais de
recuperacdo de 104,0; 102,7; 92,5 ¢ 77,00% parg as aflatoxinas By, B2, G e G3 respectivamente, O processamento por ex-
trusdo termopldstica de farinha de milho a 35% umidede reduzin o teor dus aflaloxines contaminantes da amostra (B
Ba, G2) a niveis inferiores aos limites permitidos pela legisiapdo Americana (FDA ] que ¢ de 20 ppb. r

PALAVRAS-CHAVE: Aflatoxing, Aflatoxina-Mithe: Aflatoxine-Detoxificacio por extrusio termopldstica: Alimentos; Micro-

bLialogia,

1 — INTRODUCAO

MNa natureza existe uma grande variedade de fungps
gue se desenvolvem em sementes € grios, no campo ou
durante o armazenamento. Alguns deles ao interagirem com
o substrato, lomam-se capazes de produzir toxinas nocivas
i safide humana e animal, gquando ingeridas, inaladas ou
postas em contato com a pele (DIENER®, MOREAU'?,
NORTHOLT'®, PANG'®, STOLOFF?#).

As aflatoxinas sio metabolitos secunddrios sinteti-
zados por fungos, principalmente, do género Adspergilius,
destacando-se duas espéeies intimamente relacionadas A,
flavus A, paraisiticus (LIN®, MIROCHA'?),

Essas toxinas sdo responsdveis por graves intoxica-
goes ¢ tém se mostrado carcinogénicas, mutagénicas e tera.
togénicas a diversas espécies animais, inclusive o ser huma-
no (ALPERT', BAXTER?, BURG?, DVORACKOVA’,
PANG'®, PHILLIPS!®, SHANKZ®?). A ingestio prolon-
gada de produtos com niveis de contaminagio acima de
30 ppb tem efeitos fatais, caracterizados por alteragBes
anatomofisiologicas, tais como degeneragio gordurosa e
fibrosa do figado e hiperplasia das vias biliares, quadro
esse que pode evoluir para hepatocarcinomas (SHANK®?).

A contaminagiio de produtos agricolas tais como mi-
lho, amendoim, castanha do Brasil, sementes de algodfo,
arroz & outros, com aflatoxinas evidencia um perigo poten-
cial para a saiude animal e humana, decorrente da ingestiio
de raghes toxicas, grios, sementes e alimentos contamina-
dos (DIENER®, MOREAU'?). Essa contaminagiio atinge
diretamente consumidores, fabricantes de ragbes, produ-

tores de aves, criadores de suinos e produtores de leite
(STOLOFF*™).

Na Brasil, os fabricantes de ragSes animais s¥o direta-
mente atingidos pelo problema da contaminacio de produ-
tos apgricolas (grios e sementes) pelos fungos produtores
de aflatoxinas. Geralmente, as tortas ¢ farelos de alpodic
¢ amendoim, bem como o milho, matérias-primas utiliza-
das na fabricagio de ragGes, podem estar contaminadas,
cansando assim grandes perdas econdmicas para o pais.

Outro fator importante a ser considerado € a perda
de divisas econdmicas em termos de exportaghes de produ-
tos agricolas, caso estes estejam contamizados com afla.
toxinas, uma vez que os mercados compradores possuenm
rigido controle para a importagdo de produtos passiveis de
contaminagio por aflatoxinas.

O objetive deste trabalho foi o estudo da detoxifi-
cagio de grios de mitho, naturalmente contaminados com
aflatoxinas, através do processamento por extrusio rermo-
plastica. A avaliacio da eficiéncia do processo de detoxifi-
cacio empregado, foi feita atravds de andlises quantitativas
dos teores residuais de aflatoxinas no produto detoxili-
cado. Para essa quantificagdo utilizou-se come téenica ana-
litica a Cromatografia Liquida de Alto Desempenho
(CLAD).

2 - MATERIAL E METODOS
Os grios de milho naturalmente contaminados com

afllatoxinas faram triturados em meinho de martelo para se
obter um produto com granulometria semelhante ao fubd.
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Em sesuida o produio foi homogeneizado (misturador he-
licoidal de fita), pesado & acondicionado em barris de plds-
tico hermeticamente {echados.

Padros das Aflatoxinas — Os padries das aflatoxinas
B1. B2 Gy e G foram adquiridos dos Laboratérios Sigma
Co., USA, As solugfies padrio loram preparadas sepundo o
método Padrio de Testes de Materiais de Referéncia des-
crito pela WORLD HEALTH ORGANIZATION®? e de

acordo com as recomendagbes de RODRICKS ¢ STOLOFF!?.

As concentragies das solucles padrio das aflatoxinas
By, Ba, G & G foram caleuladas segundo o método re-
comendado pela WORLD HEALTH ORGANIZATION?7
utilizando-se para isso um espectrofotometro UV-Vis (mar-
ca Varan, modelo 634-5).

Extracio de aflatoxinas — O procedimento utilizado
para a extragio das aflatoxinas foi o mesmo descrito por
PARREIRAS'?, o qual é uma adaptagio do método T,
“Screening Methods for Corn™ da ADAC?, Neste procedi-
mento (Figura I} a precipitacio dos pigmentos do milho
foi feita pela adig@o de scolugdo saturada de sulfato de
amdnio ao filtrado extrator (acetona : dgua). A remogdo
dos pigmentos precipitados foi feila através de filtragio
em papel de {iltro (Framex 389) ¢ por minicoluna de si-
Hea (SEP-PAK), que removen pigmentos e lipidios.

Analise Qualitativa — A Cromatografia de Camada
Fina foi wlilizada para determinar qualitativamente as afla-
toxinas contaminantes da amostra. Utilizou-se placas de 5 x
10 cm de silica gel G-60 (0,2 mm de espessura) previa-
mente ativadas em estufa a 105°C, por uma hora e a fase
mdével constituiu-se de clorofdrmio; acetona (9+1, wiv).

Andlise Quantitativa — A determinagio do nivel de
contaminacio da amostra pelas aflatoxinas, bem como o
teor residuoal das mesmas no produto detoxificado fol
realizada por CLADL MNestas andlises atilizow-se o sistema
de bombeamento CG-430 C, com injetor Rheodyne 7125
2 Yloop™ de 100 & 1 acoplado a uma coluna Varian Micro-
pak 5i-5 com 4mm de didgmetro intermno e 300mm de
comprimente. O fluxo da fase movel foi de 0.9ml,/min e,
esta coostitti-se de tolueno: acetato de etila: metanol:
dcido formico bidestilade- acetonitrila (81 + 4.5 + 2,25 +
225 + 10, vhvfviviv). A separacio dos componentes foi
feita através de ecluigio isocrdtica. Para a detecgdio foi
utilizado o detector de fluarescéncia ( Fluorichrom, Va-
ran Assoe.), equipado com filiros C54-T6 e CR3-73 para
emissao de Cs7-060 para excitagio. Trabalhou-se com uma
atenuacio de 50. O registro dos pices e o cdleule de suas
respectivas areas foram feites em integrador processador
{modelo CG-2000 O método de cileulo adotadao foi o de
normalizacio de drea.

Recuperacio das Aflatoxinas — Para a determinaciio
do percentual de recuperagio do procedimento de extragio
uwtilizade, foram adicionadeos 4 amaostras de fubd, isentas de
contaminagio, [0 pph de cada vma das quatro aflatoxinas
(B, Ba, Gy e G2) Estas amostras artificialmente conta-
minadas, em triplicata, foram entdo submetidas 20 mesmo
procedimento de extracfo das toxinas, utilizado para a
amostra contaminada e produto detoxificade. A guanti-
ficago foi também por CLAD e, as condigbes de andlise

foram idénticas dquelas adotadas para a quantifica¢do das
toxinas na amostra contaminada e no produto detoxifi-
cado.

Processo de detoxificacio — Em um misturador
helicoidal de fita foi feitz a incorporacio da dgua destila-
da 4 amostra, para se atingir o nivel de 353% de umidade.
O tempo de homogeneizagio fol de uma hora.

Apds esse procedimento a amostra fol submetida
a0 processamento por extrusdo termoplistica (extrusor
Italmecinica, modelo MG 100), cujas condigtes foram as
sepuintes: velocidade da rosca extrusora 600 rpm; tempera-
turas atingidas 509, 759 1109 e 1400C no 19, 20 30 ¢
49 pstdpios do cilindro extrusor respectivamente; a pressio
final foi de 12 iﬂigt’.l'uc;:m2 e trafita com 10 prificios de Smm
de digmetre cada v,

O produto extrusado fol seco 4 uma temperatura de
20—909C em um secador de tinel ([talmecinica — modelo
MG 100) equipado com esteira rolante e circulagio forga-
da de ar quente. A vmidade final dos produtos fai de 9%,

Andlise de Aminodcidos — Foram feitas andlizes quan-
titativas dos aminodcidos do milho contaminada e do pro-
duto detoxificado. A técnica utilizada fol a cromatografia
de troca idnica, segundo o método de SPACKMAN et
alii® ¥, pelo uso de analisador automdtico.

A determinacio do triptofano foi feita através de hi.
drolise enximdtica ¢ ensaio colorimétrico conforme o mé-
todo descrito por OPIENSKA-BLAUTH et alii® ®,

3 — RESULTADOS E DISCUSSAD

0 extrato abtido ac final do procedimento de ex-
tragdo das aflatoxinas apresentou-se praticamente limpido
demonstrande assim a3 eficiéncia do método utilizado, na
eliminagdo de interferentes como pigmentos e lipideos.

Oz percentuaiz de recuperagdo para as aflatoxinas
By. Bo, Gp e Gy foram de 104,0; 102,7; 92,5 e 77.,0%,
respectivaments, evidenciando assim que o método de ex-
tragiio empregado foi adequado e eficiente para extragio
das toxinas (Figura II).

A gnidlise gualitativa da amosira, por cromatografia
de camada fina, identificou apenas a presenga das aflato-
xinas By e Bo. A aflatoxina Go estava presente na amos-
tra, em concentragdes muito baixas, pouco mais de 1.0
ppb. Essa observacio fol evidenciada na andlise quantita-
tiva por CLAD. A presenca da aflatoxina Gy ndo foi evi-
denciada em nenhuma das duas andlises.

Através da téenica de CLAD, conforme pode ser
observado na Figura 111, foram determinados os niveis de
contaminagio da amostra e os feores residuais das afla-
toxinas no prodoto detoxificado.

O nivel de contaminagdo da amostra, bem como o
teor residual das aflatoxinas no produto extrusado e, o
percentual de destruigio das mesmas pelo processamento
por extrusao termoplastica, ao qual a amostra contaminada
foi submetida, encontram-se no Quadro 1.

O percentual de destruigfo obtido, principalmente
para as aflatoxinas By e Bo, fioi satisfatdrio e, esses resul-
tados estfo de acordo com agueles obtidos por diversos
métodos de  tratamento térmico (MAN et alii’®,

7
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SEENAPPA & NYAGAHUNGU?!, TREVOR et alii*®,
LEE et alii¥, MARTH & DOYLE!'! ¢ DOYLE et alii®).
Estes autores, empregaram na detoxificagio de alimentos e
produtos apricolas contaminados com aflatoxinas, agentes
fisicos (calor, pressio e umidade) separadamente e associa-
dos,

Oz teores residuais das aflatexinas no produto deto-
xificado, pelo processamento por extrusio termoplistica,
estin a niveis infedores ao limite méximo de contami-
nagio, permitido pelas legislagfes Brasileiras (30pph) e
Americana (20pph).

QUADRO | — Nivel de contaminacio da amostra, teor residual
das aflatoxings no produto detoxiticado e percentual do destruicio
das toxinas pelo processo de detoxificagio cmpregado
{extrusio termoplistica)

Nivel de conta-  Teor residual no Percentoal de

Aflatoxina minagao da produto extrusa-  destruicfio ( % )
armaostra sado
[ ppb +dp™) (ppb +dp?|
By 2o0t1.8 12,9 %0,19 85.5
B 148%1.8 1,510,725 ag,n
Go 1.4 *0,1 1,072 £0.04 236

dp? = Desvio pedric de trés repeticdes
b =Valor corrigido e fungdo do pereentual de reouperacio
do método de extragio, para Go ter side de 779,

A composicio dos aminodcidos obtida no milho
contaminado e no produto detoxificado pela extrusio ter-
mopldstica encontra-s¢ no Quadro 2.

0& aminceicidos gque sofreram maiores reducbes nos

seus teores percentuais foram: dcido aspdrtico, dcido
glutimico, prolina, valina e leucina. Essas redugtes veri-
ficadas, podem estar relacionadas com as reagfes de escu-
recimento ndo enrimiatico { Beagio de Maillard) entre os
agucares redutores e os aminodcidos do milho. No pro-
cessamento por extrusdo existem dois fatores gue favore-
sem tais reaches: a umidade e temperaturas elevadas,

4 — CONCLUSAO

O método utilizado para a extragdfo das aflatoxinas
contaminantes do milho apresentou percentuais de recu-
peragdo de 104,0; 102,7; 92.5 ¢.77,0%, para as aflatoxinas
B1, B2, Gy ¢ Gz, respectivamente, indicando assim ser esse
método de elevada eficincia na extragio das toxinas.

A técnica de processamento por extrusio termoplis-
tica 4 um nivel de 35% de vumidade, utilizada como meio
para detoxificago do milho naturalmente contaminado
com aflatoxinas, mostrou-se bastante eficiente, pois o8
percentuais de destruigdo das aflatoxinas By e By foram
superiores a 30 e 90% respectivamente.

Embora tenham ocorrido redugdes nos teorss dos
aminodeidos do milho contaminado, essas redugdes ndo fo-
ram muito dristica e, geralmente ocorrem em qualquer pro-
cessamento de graos por extrasdo lermaopldstica.

0z resultados obtidos neste trabalho, vishilizam a
utilizacio do processamento por extrusio termoplistica
comn um processo de detoxificagio de farinha de milho
contaminada com aflatoxinas e, a utilivacio dos produtos
extrusados detoxificados para alimentagiio humana ou
anirmal,

QUADRD 2 — Composigio de Aminodeidos do Mithe Contaminade e do Produto Detoxificado

% de Aminodcido no Material Matural

W de Aminodcido na Proteina (g de aa/l6 g M)

Amincacidos Milho Contaminado — Produto Extrusado Milho Contamimado — Produto Extrusado
Lisina 0,11 3,08 1,12 075
Histidina 0,08 0,08 0,94 0,75
Arginina 0,11 0,07 1,12 0,66
Triptofana ™ 0,09 0,09 0,94 0,94
Ae, aspértico 0,53 042 5 25 4327
Trecnina 0,28 0,20 2.8 1.27
Sering 0,41 .34 4,03 3,37
Ao glutimico i.24 1,01 12,28 10,03
Prolina 0,81 0,49 5,09 4.87
Glicina 0,36 0.3 3,56 3048
Alamina 3,459 0,41 4 87 417
Cistinas 0,07 0,03 L5 0,25
Walina 0,27 17 272 1,69
Metionina 014 .11 .41 2
leal@ucinag Q18 12 1,78 1 .,22
Leucing 0,75 063 .40 5,28
Tirosina 0,18 o115 1,78 1,50
Fenilalanira 0,26 0,21 262 206

* Determinado, separadameénts, por bidrdlise enzimdtics,
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50 g de milho moido/ferlenmever

e—L130mL de acetonafigua destilada(85+15)

Agitagio constante por 30 minutos/agitador magnético

filtrar {papal filtro {framex 389)

Coletar 50 ml de filtrado e adiciconar: 20 ml solugac saturada {1\1114}29..':_21:1

130 ml Zgua destilada
REgitar por alguns segqundos
Filtrar (papel filtro framex 389)

coletar 100 ml 4o filtrado & transferir para um funil de separa¢dso
‘,_madicicnar 10ml de benzeno

agitar wigorosamente por algens segundos o dsscartar fase aguosa

benzens
‘fﬁ.adicinnar 50ml e dgua destilada
agitar wigorosamente e descartar fase aguosa

henzano

filtrar com Ha2504 anidoo

Medir o wolume do benzenc filtvade para efeito de calculas 40 tesr das

aflatonixas na anosora
Benzeno filtrado
mini-coliuna de silica {Sep-Pak)

‘##_Z;Dml e hiexano

descartar o hexano e—" ‘,F2;D ml de Eter dietilico

dascartar o étar e— ‘gﬁ—5,0ml de glorcfirmicometanal (9 + L}

colatar a fragic clorocformica contendo as aflatoxinas
secar em nitrogénic atd residuo

redissolvar o residuec com 200 ul de bentenoracetonitrila (%,8+40,2)

FIGURA 1 — Diagrama do Procedimento de Extracdo das
Aflatoxinas em Amostras de Milho
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FIGURA 2 — Cromatogeartas: (1) Mistura de padriies das aflotoxi-
nas By, By, Gy e Go, volume aplicado 1.5 015 (2} Adigio de 10 ppb
de cada uma das aflatoxinas a amostra de milho isenta de conta-
minagin (recuperacio do método de extragio), volume aplicado
204, Condigles de andlise; coluna Micropak Si-5, 300 x 4mm;
fase movel — tolueno: acetato de etila: metanol: dcido formico:
acetonitrila (81 + 4,5 + 2,25 + 10, v/v/v/viv); fluno =09 mifmin ¢
detector de fluoresceéncia.
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FIGURA 3 — Cromatogramas: (13 Amostra de Milho contaminada
(2} Produto detoxificado pelo processamento por extrusio. Volus-
me aplicado 208 Condiges de andlise: Coluna Micropdk 5i-5,

300 x dmm: fase mével: tolucno: acetato de etila: metanol: dcido
farmico bidestilado: acetonitrila (81 + 4.5 + 2,25 + 10, vivfvfvivl;

fluxo 0,%9mlimin; fluxe = 0.9ml/min ¢ detector de fuorescéncia

ABSTRACT

Experiments were conducted to study the efficiency af the thermoplastic exirusion process in reducing aflutoxin levels
on naturally contaminated yellow dent corn. Quantification was accompliished by high performance liguid chromatography
(HPLC) The extration method used was efficient, since recovery of added aflatoxins By, 83, G e G (10 ppb each) was
T04.0; 102, 7- 92,5 and 77.0% respectivaly, Subjecting contaminated vellow com flour samples at 35% moisture the thermo-
plastic extrusion process reduced aflatoxin By, By and G 3 levels below the FDA guideline af 20 ppb rodal aflatoxin,

KEY WORDS: Afiwtoxin: Corn-aflatoxin, Aflatoxin-detoxification by thermoplestic extrusion process; Food: Microbialogy,
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