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RESUMO

Umn recente relato da presenca de Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus em polpa de
tomate industrializada brasileira motivou preocupagdes quanto a possivel presenca de micotoxinas
em produtos de tomate nacionais. Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus s&o conhecidos
produtores de aflatoxinas, uma familia de toxinas com propriedades hepatotoxicas, mutagénicas,
teratogénicas e carcinogénicas.

No presente trabalho foi adaptado e avaliado um métode para determinacao de aflatoxinas
em produtos de tomate por cromatografia de camada delgada com detecgdo por comparacio
visual com padrbes. Para verificar a possivel contaminacao de produtos de tomate comercializados
com aflatoxinas foram analisadas 63 amostras de produtos de tomate (polpa, extrato, puré,
catchup, tomate desidratado e tomate seco conservado em oleo) provenientes de 5 Estados e uma
do exterior, compreendendo 29 marcas. A avaliagdo do método para determinagio das aflatoxinas
em produtos ;de tomate resuitou em uma recuperacdo média de 86%, para as quatro aflatoxinas,
em dois niveis de adigao. Os limites de detecc@o para as aflatoxinas By, B., G; e G, variaram entre
2 e 7 pg/Kg dependendo do tipo de produto. As aflatoxinas nao foram detectadas em nenhuma das

amostras analisadas .
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SUMMARY

A recent report on the presénce of Aspergiflus flavus and Aspergifius parasiticus in tomato
pulp from a Brazilian plant caused concern about the possible presence of mycotoxins in tomato
products from local plants. Aspergiffus flavus and Aspergillus parasiticus are known producers of
afiatoxins, a group of toxins with hepatotoxic, mutagenic, teratogenic, and carcinogenic properties.

In the present work a thin layer chromatographic method with visual detection for the
determination of aflatoxins in tomato products was adapted and evaluated. In order to verify a
possible contamination of tomato products with aflatoxins, 63 samples of fomato products (pulp,
paste, purée, catsup, dehydrated tomato and dried tomatoes in oil preserve} from 5 states and one
from abroad, totaling 29 brands, were analyzed. The method evaluation showed an average
recovery of 86%, for all four aflatoxins, at two levels of addition. The detection limits for the
aflatoxins By, Bz, G, @ G ranged from 2 and 7 ug/Kg depending on the type of product. Aflatoxins

were not detected in any of the samples analyzed.
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1. INTRODUCAOQO

Micotoxinas s&o metabdlitos secundarios tdxicos, produzidos por fungos,
quimicamente diversos e ocorrem em ampla variedade de substratos, incluindo
alimentos e racbes.

Os 1irés principais géneros de fungos produtores de micotoxinas sao
Aspergillus, Fusarium e Penicillium. Véarios sao os fatores que influenciam a
producdo de micotoxinas e incluem substrato, umidade, atividade de agua,
temperatura, pH e esiresse (como o causado pela seca, pela temperatura
inadequada para o fungo ou pela competicdc causada pelo crescimento
simultaneo de outros fungos, leveduras ou bactérias no mesmo substrato).

A presenga de micotoxinas em alimenios e ragbes é responsavel por
consideraveis perdas econdmicas em criagdes de animais, seja por causar
doencgas, mortandade ou por reduzir seu desempenho, além de representar um
risco & saude humana.

Os fungos produtores de micotoxinas podem invadir os alimentos ou ragéo
durante a produgdo, processamento, fransporte ou armazenamento. A melhor
forma para controlar a presenca de micotoxinas em ragdes e alimentos & prevenir
sua formacao em etapas criticas como ainda no campo, durante o processamento,
o transporte e 0 armazenamento.

Recentemente, o exame microbiolégico de 15 lotes de polpa de tomate
produzida em fabrica localizada no Estado de Sao Paulo, mostrou a presenca de
Aspergiflus flavus em 6 lotes e Aspergillus parasiticus em 5 lotes. Algumas
linhagens de Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus sio conhecidas

produtoras de aflatoxinas. As aflatoxinas constituem uma familia de toxinas que
1



inspiram preocupacao em 6rgaos de salde em qualquer parte do mundo devido a
sua ocorréncia em alimentos importantes e suas propriedades hepatotdxicas,
mutagénicas, teratogénicas e carcinogénicas.

A auséncia de dados sobre a incidéncia de aflatoxinas em produtos de
tomate em termos internacionais, exceto por um trabalho desenvolvido na ltalia, e
a presenca de fungos potencialmente produtores de aflatoxinas em polpa de
tomate nacional sugeriu os objetivos do presente trabalho:

a) Adaptar e avaliar uma metodologia analitica para a determinacéao de
aflatoxinas para produtos de tomate (fomate desidratado, tomate seco em
conserva, puré de tomate, polpa de tomate, extrato de tomate e catchup).

b) Verificar a incidéncia de aflatoxinas em produtos de tomate (fomate
desidratado,‘ tomate seco em conserva, puré de tomate, polpa de tomate, exirato
de tomate e catchup) comercializados nas cidades de Campinas-SP e Sao Paulo-

SP.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. AFLATOXINAS

As aflatoxinas (Figura 1) foram isoladas pela primeira vez diretamenie de
farelo de amendoim brasileiro, o qual era componente de uma ragdo gue se
mostrou letal para peruzinhos em fazendas inglesas nos anos 60 (Marasas e
Neison, 1987; Scott, 1891).

As aflatoxinas s&c produzidas pelo Aspergillus flavus e Aspergiflus
parasiticus (C.A.S.T., 1989) e pela rara espécie Aspergillus nomius (LAR.C.,
1993).

Trata-se de wuma familia de compostos heterociciicos altamente
fluorescentes e oxigenados, caracterizados por moléculas de dihidrofurano ou
tetrahidrofurano ligadas a uma molécula de cumarina substituida (Betina, 1985).

O Aspergillus flavus esta distribuido mundialmente, porém, alguns fatores
como umidade do substrato, umidade relativa do ar e temperatura ambiente,
restringem as &reas nas quais a contaminagdo por aflatoxinas ocorre. A
temperatura otima para crescimento do Aspergiflus flavus € 36°C a 38°C, mas a
produgéo maxima de aflatoxinas ocorre de 25°C a 27°C (Marasas e Nelson, 1987)
e a maioria das linhagens desta espécie ndo crescem abaixo de 13°C (Scott,
18@1). Evidéncias indicam que 40% das linhagens de Aspergillus flavus isoladas
da natureza s&o toxigénicas e que este produz somente as aflatoxinas By e B,. Ja
o Aspergillus parasiticus tem sido encontrado associado predominantemente com
amendoim e produz as aflatoxinas tanto B como G. Praticamente fodas as
linhagens isoladas de Aspergillus parasiticus ja testadas mostraram-se toxigénicas

(Pitt e Tomaska, 2001).



Aftatoxin L Afiatoxin Gg

Figura 1. Estrutura guimica das aflatoxinas.

No estado seco, as aflatoxinas s@o estaveis até o ponto de fusdo. Na
presenca de umidade, a destruigdo parcial ocorre quando temperaturas elevadas
sao mantidas por um longo periodo de tempo, como por exemplo, durante
autoclavagem ou cozimento em forno (Marasas e Nelson, 1987). Essas toxinas
sdo moderadamente estaveis durante processos de torracdo e, portanto sdo
enconiradas em produtos processados, como pasta de amendoim. Porém, a
presenca de aflatoxinas em oleos refinados é improvavel. Apenas uma pequena

porcentagem de aflatoxina B; presente nas sementes oleaginosas passa para o



dleo extraido ou prensado e as operagdes de refino e branqueamento a elimina
(Scott, 1991).

De todas as micotoxinas atualmente conhecidas, as aflatoxinas s&o as que
causam maior preocupacio para salde publica devido a sua ampla ocorréncia em
varios géneros alimenticios {amendoim, leite e milho) e ao seu potencial como
carcinogeno humano. As aflatoxinas s&o foxinas hepaticas potentes e seus efeitos
em animais variam com a dose, tempo de exposicao, espécie, raca, dieta e estado
nutricional do individuo (C.A.S.T., 1989).

A contaminagdo de rag@o animal por micotoxinas pode resultar na
passagem destas para os produios comestiveis derivados do animal. A ocorréncia
da aflatoxina M4, um metabolito da aflatoxina B4, € a principal preocupacéo em
leite e outros produtos lacteos, incluindo queijo (Scott, 1991).

Os principais estudos epidemiologicos enfocando as aflatoxinas foram
conduzidos, primeiramente na Asia e na Africa, e alguns tém mostrado associacao
positiva, enquanto outros tém indicado uma falta de associag@o positiva entre
exposicéo a aflatoxinas e as doencas resultantes. A principal critica de muitos
destes estudos refere-se & hepatite B como um agente carcinogénico para células
do figado nas populacdes estudadas. Entretanto, a exata relagio das aflatoxinas
com o cancer nas ceélulas hepaticas ndo foi completamente estabelecida em
humanos. De toda forma, em 1988, a Agéncia Internacional de Pesquisa do
Céancer (IARC) colocou a aflatoxina B em sua lista de carcinégenos humanos
(C.AS.T., 1989).

Ha evidencias de que doengas humanas de etiologia desconhecida possam

estar associadas a uma condi¢do de aflatoxicose aguda ou cronica, dentre elas
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citam-se cirrose infantil na India, sindrome de Reye, “Kwashiorkor” e carcinoma
hepatocelular humano (Marasas e Neison, 1987).

Os primeiros sinais clinicos, nos surtos de campo, de aflatoxicose aguda
em gado, caes, aves e porcos, séo inapeténcia, redugdo no ganho de peso &
apatia generalizada. Em alguns animais ocorre evidéncia clinica de danos
hepéticos, manifestada por ictericia, hemorragia e edema. A mortalidade é
geralmente alta e pode ser precedida por sinais nervosos tais como ataxia e
convulsbes (Marasas e Nelson, 1987).

O consumo de baixos niveis de aflatoxinas por um longo periodo
provaveimente constitui um problema veterinario muito mais sério que o agudo
(Tabela 1). O principal impacto econémico da aflatoxicose & pouco visivel e é
manifestado principalmente como reducio da eficiéncia alimentar e uma taxa de
crescimento retardada. Animais afetados também podem estar predispostos a
doencas infecciosas secundarias devido aos efeitos imunossupressores das
aflatoxinas. As aflatoxinas também s3o um hepatocarcindgeno extremamente
potente em algumas espécies animais, e o consumo de baixos niveis destas por
um periodo longo pode resultar no desenvolvimento de cancer no figado, por

exemplo, em truta arco-iris (Marasas e Nelson, 1987).



Tabela 1 — Dose letal media para aflatoxina B4 (Marasas e Nelson, 1987).

Espécie Dlgo ™
Coelho 0,3
Pato 0,3
Gato 0.6
Porco 0,6
Truta 0,8
Cao 1,0
Porquinho da india 1.4
Ovelha 2,0
Macaco 2.2
Camundongo 9,0
Hamster 10,2
Pinto 11,5
Rato Macho 7,5
Rato Fémea 17.9

* Digg = dose letal em mg de aflatoxina B, / Kg de peso corpdreo e administragdo via oral,

2.2, TOMATE E PRODUTOS DERIVADOS
O tomate € a hortalica mais industrializada no Brasil e possivelmente no
mundo, tendo grande valor tanto em termos de produgio quanto econdmico
(Baglioni ef al., 1999).
De acordo com dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, no ano de 2.000 foram produzidas 3.073.000 toneladas de tomate

que representam uma area colhida de 57.600 hectares (rendimento de cerca de



53.377Kg/ha) e as exportacbes atingiram 21.470 toneladas. A disponibilidade para
consumo foi de 18,4Kg de tomate / habitante / ano (www.agricultura.gov.br).

Linhagens dos géneros Alfernaria, Aspergillus, Penicillium, Fusarium,
Botrytis, Rhizophus, Monilia, Geotrichum, e Cladosporium s&o os organismos
invasores predominantes em tomates armazenados a 10-12°C ou a temperaturas
amenas no verdo. O microorganismo mais comum na deterioracio de tomates é a
Alternaria (Ayres ef al., 1964; Harwig, ef al., 1979; Mundt e Norman, 1982; Senter
et al, 1985). Sendo a Alternaria um dos organismos mais comuns responsaveis
pelo apodrecimento de frutas e vegetais, a produgéo natural de micotoxinas nos
suprimentos de alimentos pode constituir um perigo potencial para a saude
~humana (Stinson ef a/.,1981).

Em estudo realizado nos Estados Unidos (Mislivec et al, 1987), foi
determinada a microbiota fungica em 146 amostras de tomates frescos
visivelmente mofados coletados a partir de esteiras de selecdo em plantas de
processamento de catchup. Os fungos encontrados em 141 das amostras
incluiram 22 géneros, principalmente Alfernaria, Aspergillus, Cladosporium,
Fusarium e Penicillium, e 51 espécies. No entanto, as espécies potencialmente
toxigénicas Aspergillus flavus (aflatoxinas e acido ciclopiazdnico), Penicillium
cyclopium (acido ciclopiazénico e acido penicilico) e Penicillium viridicatum
(citrinina, ocratoxina A e xantomegnina) nao foram detectadas.

No sudoeste da Nigéria, sete espécies de fungos associados com a
podridao de tomates foram isoladas incluindo Alternaria solani, Aspergillus flavus e
Aspergillus niger. Todos foram patogénicos para os frutos e menos podridéo foi

causada pela Alternaria solani (Oladiran e Iwu, 1993).



O tempo necessario para o desenvolvimento da deterioracdo em tomates
esta relacionado diretamente com a temperatura e umidade relativa do ar em
todas as etapas da cadeia de comercializagdo. Se a temperatura na qual o tomate
& mantido € muito baixa, ocorre dano pelo frio, aumentando a susceptibilidade
para ¢ apodrecimentoc. Quando a temperatura € muito alta, 0 apodrecimento &
favorecide e a maturagao da fruta leva a alteragtes indesejaveis de coloragéo. Em
altas umidades relativas do ar, os fungos crescem rapidamente, enquanto a baixas
umidades relativas do ar, a perda de peso do tomate é excessiva, resultando em
murchamento (Ayres ef af., 1964).

A Resoclugdo 12/78 CNNPA define alguns dos produtos de tomate mais
comuns:

- Polpa de tomate concentrada: possui concentracdo entre 18° e 33°Brix
(mais comum entre 22° e 26°Brix). A polpa é pasteurizada (90°C por 1 minuto) e a
temperatura de concentracdo & entre 65° e 70°C.

- Extrato de tomate: possui um minimo de 9%(p/p) de matéria seca menos
cloreto de sodio. Pode conter até 5% de sal e 1% de aglicar.

- Puré de tomate: possui de 9% a 17,9% de sélidos e ndo pode conter
acucar.

- Catchup: € considerado um condimento preparado. Consiste num molho
a base de polpa e suco de tomate acrescido de especiarias, sal e agucar,
contendo um minimo de 35% de residuo seco. E pasteurizado a 90°-95°C por 15

minutos.



2.3. A CONTAMINACAO DE TOMATES POR FUNGOS

Minami e Fonseca (1982) nos descrevem as principais etapas de
processamento de tomates e os pontos criticos para contaminagao por fungos.

As principais fontes de contaminacgdo flngica nos produtos industrializados
derivados de fomate s&o a selegio ineficiente gue permita a passagem de tomates
fungados para o processo ou que nado remova as partes afetadas, e a
contaminagéo dos equipamentos da planta de processamento.

A contaminagéo do tomate por fungos do género Asperyilius tem origem no
solo onde fungos deste génerc séo facilmente encontrados. A contaminagao da-
se durante o desenvolvimento do fruto através do contato com particulas de solo e
torna-se mais efetiva durante o periodo das chuvas devido & facilidade dos
respingos de agua com particulas de solo aderirem aos frutos.

O acondicionamento do tomate para transporte & feito em caixas plasticas
ou de madeira que sdo geraimente carregadas com quantidades que excedem a
sua capacidade. Com o empilhamento, os tomates das camadas inferiores s3o
amassados e rompidos provocando n&o sé escoamento do suco como também a
fermentag@o parcial dos frutos. Além das perdas que ocorrem, a situacao propicia
uma maior contaminagéo fingica e bacteriana da matéria prima e das caixas.
Portanto, as caixas usadas para transporte podem tornar-se foco de contaminacao
dos tomates da remessa seguinte. A medida preventiva indicada & lava-las
sempre com agua fortemente clorada ou com jatos de agua fervendo ou vapor.

A espera na recepg@o, para descarregamento na indUstria processadora,
pode demorar longas horas, onde os tomates ficam expostos a altas temperaturas

(conforme a época do ano) acelerando seu metabolismo e com isso provocando
10



uma diminuicéo na consisténcia do fruto, que por sua vez ira refletir na qualidade
do produto final.

Qs tomates ao chegarém a planta de processamento ou s&o descarregados
diretamente na linha de producgdo ou, mais comumente, sdo armazenados nas
proprias caixas.

A pré-lavagem e a Javagem sao algumas das operagbes mais importantes
neste tipo de processamenio. A maioria dos tomates destinados a indastria &
cultivada sem estaqueamento, ou seja, os frutos ficam em contato ou préximos do
solo possibilitando uma grande contaminagdo, além de carregarem particulas de
solo quando coletados. E de suma importancia o uso de agua clorada nesta etapa
do processo. O monitoramento da dosagem de cloro livre na agua de lavagem é
um importante ponto de controle no processo.

A etapa de selecao consiste na remocgéao dos frutos verdes e defeituosos ou
de parte defeituosas dos frutos (areas deterioradas, tecidos necrosados, marcas
de ataques por insetos, etc.). A nado retirada das partes atacadas por fungos
acarretara em um produto final de qualidade inferior. Ha uma estreita relacéo entre
frutos estragados e o teor de hifas de fungos no produto final. Cerca de 1% de
tomates alterados ja & suficiente para dar, no exame microscépico de Howard, um
percentual de campos positivos (de fungos) néo inferior a 60%. Isto ocorre porque
o processamento divide a massa de hifas e a espalha durante o processamento.
Recomenda-se a rotagdo dos funcionadrios na atividade de inspecdo (vista
cansada) e higienizagdo periddica da esteira de selegio para eliminagdo de

fungos.
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O preparo de concentrados de tomate consiste na eliminacéo de uma parte
da agua do suco obtido pela trituragdo do tomate e extragdo e refinacdo do
triturado. A préatica da concentracdo, como técnica de conservacao do tomate,
justifica-se pela maior estabilidade a deterioracdo microbiana alcancada pela
reducdo da atividade de &gua e pela diminuicdo dos custos de elaboracéo,

armazenamento e transporte decorrentes da grande redug&o de peso e volume.

2.4. INDICE DE HOWARD

Um dos indicadores da qualidade microbioldgica dos produtos de tomate &
sua contagem de fungos ou Indice de Howard. Embora a presenca de fungos nao
seja necessariamente um problema de salde publica, sua quantidade em um
produto é indicativa da qualidade da matéria prima e das praticas de higiene na
planta de processamento. Pode também ser Util para apontar falhas na
manipulagdo da matéria prima, como por exemplo, no transporte, armazenamento
ou selegdo (Lendvai et al, 1976; Goulart e Carvalho, 1983).

A contagem de fungos pelo Método Howard ndoc faz distincdo entre as
especies presentes no produto, sendo baseada nas caracteristicas mais comuns a
todos os fungos freqientemente encontrados nos produtos de tomate (Minami e
Fonseca, 1982).

Em estudo realizado em Florianopolis — SC por Goulart e Carvaiho (1983),
foram analisadas 405 unidades amostrais de produtos derivados de tomate
provenientes do comércio local através do Método de Howard. A porcentagem de
amostras com o limite de campos positivos acima do permitido pela legislagcao

brasileira (40%) foi de 71,6%, ou seja, 290 amostras.
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Apesar do grande desenvolvimento e da importdncia da industria de
produtos derivados de tomate, os produtos por ela obtidos freqlientemente ainda
s&o de baixa qualidade, resultado este, em grande parte, devido a qualidade pobre
da matéria prima e das condicSes sanitarias do processamento.

Nos Estados Unidos, a regulamentacao limita o indice de Howard em 20%
para suco de tomate e 40% para catchup, puré e extrato (Basker et al, 1977). A
legislag&o brasileira tolera no maximo 40% de campos positivos com filamentos de

fungos em extrato e puré de tomate (Resolugao 12/78 CNNPA).

2.5. INCIDENCIA DE MICOTOXINAS EM PRODUTOS DE TOMATE A NiVEL
MUNDIAL
Em éstudo realizado por Scott e Kanhere (1980), 8 amostras de 6 diferentes
marcas de extrato de tomate disponiveis comercialmente nos Estados Unidos
apresentaram tragos (0,1ug/Kg ou menos) de acido tenuazénico, produzido por
espécies do género Alfernaria. O acido tenuazénico foi detectado em tomates
visivelmente mofados coletados em linhas de processamento de varios fabricantes
de catchup nos Estados Unidos. Stack ef al. (1985) analisaram 142 amostras de
catchup, sendo que 73 estavam contaminadas com acido tenuazénico em
concentragbes entre 0,4ug/Kg e 70,0ug/Kg. Resultado semelhante foi encontrado
por Mislivec ef al. (1987) que, dentre 146 amostras analisadas, verificaram 73
contaminadas com acido tenuazénico, em niveis de 0,4ug/Kg a 69,7ug/Kg.
Tomates inoculados com linhagens de Alfernaria foram capazes de produzir
em laboratorio acido tenuazénico, alternariol, alternariol metil éter e altenueno

(Harwig et a/., 1979; Stinson et al., 1980). Ozcelik et al. (1990), no entanto, nao
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detectaram acido tenuazénico em tomates inoculados com Alternaria alternata,
independente da temperatura de armazenamento ou tipo de embalagem,
contrariando publicages antériores que relataram que quantidades substanciais
de acido tenuazdnico foram produzidas por espécies de Alfernaria em tomates.

Patulina nao foi encontrada em 23 amostras de extrato de tomate
analisadas na Alemanha (Acar e Klaushofer, 1984).

Atée o presente, apenas na ltdlia foram realizadas pesquisas sobre a
ocorréncia de aflatoxinas em produtos de tomate. Em um levantamento realizado
por um laboratorio de Salde Pulblica de Roma, onde foram analisadas 14
amostras de tomate em conserva e 14 amostras de extrato de tomate nao foram
encontradas afiatoxinas em nenhuma amostra (limite de deteccdo do método
1ug/Kg). Nas mesmas amostras também ndo se detectou patulina e ocratoxina
(Gelosa, 1983). Também nao foram detectadas aflatoxinas em outras 70 amostras
de produtos de tomate (40 de suco de tomate, 20 de extrato de tomate 28% de
solidos, e 10 de extrato de tomate 36% de sélidos) igualmente analisadas (Mutti et
al, 1992 a). No entanto, Lucisano et a/ (1972) inocularam a linhagem de
Aspergillus flavus (NRRL A-16100) em suco de tomate e obtiveram uma
concentragdo de 12 pg/g de aflatoxinas e Mutti et al. (1992 a) inocularam a
linhagem de Aspergillus parasiticus (NRRL2999) , comprovadamente toxigénica,
em 3 substratos diferentes: suco de tomate, extrato de tomate com 28% de solidos
e extrato de tomate com 36% de sélidos, obtendo uma concentragio maxima para
as aflatoxinas B1+Bp+Gi+G; de 380 ug/Kg, 164 ug/Kg e 33 Hg/Kg,

respectivamente, apos 20 dias de incubagéo a 25°C.
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2.6. INCIDENCIA DE MICOTOXINAS EM PRODUTOS DE TOMATE A NiVEL
NACIONAL

No Brasil, 80 amostras de produtos de tomate foram analisadas para acido
tenuazbnico, acido ciclopiazdnico, alternariol e alternariol monometil éter (11 de
sucos, 22 de polpas, 22 de purés, 24 de extratos € 1 de tomates inteiros em
conserva). O acido tenuazdnico foi encontrado em 7 amostras de polpa de tomate
(39 -111 ng/g) e 4 amostras de puré de tomate (29 -76 ng/g). O acido
ciclopiazdnico foi encontrado em 6 amostras de poipa (64 -178 ng/g) e 2 amostras
de puré (36-117 ng/g). A co-ocorréncia de acido tenuazonico e ciclopiazénico foi
observada em 2 amostras de puré e uma de polpa. O alternariol e o alternariol
monometil éter nao foram detectados em nenhuma das amostras (Motta e Valente
Soares, 2001).

Kawashima ef a/ (2002) ndo detectaram a presenca de patulina e
verruculogeno em 84 amostras de polpa de tomate provenientes de 2 indGstrias
brasileiras processadoras de tomate.

Recentemente, o exame microbioldgico de 15 lotes de polpa de tomate
produzida em uma indGstria localizada no Estado de Sao Paulo, mostrou a
presenca de Aspergillus flavus em 6 dos lotes e Aspergillus parasiticus em 5 dos
lotes (Massaguer, P.R., dados nao publicados), indicando a possibilidade da
presenga de aflatoxinas em produtos de tomate e a necessidade de uma

investigac&o sobre este perigo potencial.



2.7. AGAO DE COMPOSTOS INIBIDORES NA SINTESE DE AFLATOXINAS

Os flavondides s&o um grupo de metabdlitos secundarios, geralmente
pigmentos, que ocorrem somente em uma ampla variedade de produtos vegetais.
Fles possuem uma estrutura -Cg-Cs-Cs- sendo que as duas partes da molécula
com seis carbonos sdo anéis aromaticos (Bobbio e Bobbio, 1992; Mallozzi et al,
1996). Estes compostos formam uma barreira quimica contra microorganismos
invasores e, portanto, tém sido considerados como uma possivel alternativa no
controle de fungos em graos armazenados.

Mallozzi et al (1896) realizaram um ftrabalho com quatro flavondides
(kampferol, naringinina, quercetina e kampferitrina) no crescimento de Aspergillus
flavus e na producao de aflatoxina B4. Obtiveram inibicdo de crescimento entre
36% (quercetina) e 60,5% (naringinina), e a inibicdo maxima de 99% para
producao de aflatoxina By na presencga de kampferitrina na concentracéo de 100
ppm.

Na Espanha, nove variedades comerciais de tomates foram avaliadas para
o seu teor de licopeno e compostos fendlicos que foram caracterizados como
flavondides (quercetina, kampferol e naringinina) e acidos hidroxicinamicos (acidos
caféico, clorogénico, ferulico e p-cumarico). A quercetina foi o flavondide
encontrado em concentragées mais elevadas, entre 7,19 e 43,59 mg/Kg
(Martinez-Valverde et al, 2002).

Na Franca, Fleuriet (1976), estudou de uma forma semiquantitativa a
variagdo nos teores de compostos fendlicos ndo flavondides no crescimento e
maturagdo de tomates cereja. Observou que os compostos, acido clorogénico,
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rutina, p-cumarilgiucose, acido p-cumarilquinico, e derivados nao identificados do
acido cumarico e do acido sinapico, diminuem em concentragéo com o decorrer da
maturacio do fruto.

Hua ef al (1999) verificaram que os compostos fendlicos acetosiringona,
siringaldeido e acido sinapinico sdo capazes de inibir a biossintese de aflatoxina

B1 pelo Aspergillus flavus.

2.8. METODOS ANALITICOS PARA DETERMINACAO DE AFLATOXINAS
EM ALIMENTOS
Em 1979, o banco de dados do “US Food and Drug Administration” continha
mais de 1300 metodos analiticos para micotoxinas, 38% destes referiam-se as
aflatoxinas (Scott, 1981). O estudo de novos métodos continua e, atuaimente,
mefodos estudados colaborativamente, aceitos pela Association of Official
Analytical Chemists (AOAC Internacional) e referendados pela International Union
of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) estdo disponiveis para aflatoxinas
(incluindo aflatoxina My), ocratoxina A, esterigmatocistina, patulina, zearalenona,
tricotecenos e fumonisinas (AOAC Int, 1998). Os métodos para toxinas de
Alternaria, citrinina, acido ciclopiazénico, alcaldides do ergot e tricotecenos em
geral, sao atualmente objeto de estudo pela AOAC (Scott, 1995).
Apods os procedimentos de amostragem e preparo da amostra, um método
analitico € geraimente composto de extragao, limpeza, prova qualitativa (ou teste

de triagem), determinacéo quantitativa e passos confirmatérios (Scott,1991).

17



2.8.1. EXTRACAO E LIMPEZA

As micotoxinas séo extraidas de alimentos através da mistura ou agitacao
da amostra com solventes orgénicos como metanol, acetonitrila, acetato de etila,
acetona, cloroférmio e diclorometano, geralmente junto com agua e algumas
vezes em presenca de acidos (para ocratoxina A) ou em pH alcalino (para
alcaléides do ergot) (Scott, 1991; Betina, 1985). Os principais procedimentos para
limpeza dos extratos de amostras sdo partico liquido-liquido, adigao de sais
metalicos (técnicas de precipitagéo), extracdo em fase sélida, cromatografia em
coluna, cromatografia de permeagdo em gel, cromatografia em coluna de
imunoafinidade, e uso de colunas de limpeza multi-funcionais (Betina, 1985;
Gilbert, 1993; Scott, 1995). Nestes procedimentos, co-extrativos como lipidios,
acidos graxos, proteinas e pigmentos sao removidos dos extratos das amostras de
alimentos. O desengorduramento pode ser realizado com hexano ou isococtano.
Outra forma seria a aplicacdo do extrato bruto em uma placa de cromatografia de
camada deigada (CCD) e seu desenvolvimento em benzeno-hexano (3:1, viv). No
altimo caso, muitos dos contaminantes movem-se com a frente de solvente,
enquanto as micotoxinas permanecem na base, sendo desenvolvidas usando

outro sistema de solvente (Betina, 1985; Scott, 1991).

2.8.2. DETECCAO E DETERMINACAO
2.8.2.1. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)
O passo de deteccao e quantificacdo na determinacido de micotoxinas tem

classicamente sido a CCD usando determinacao visual ou densitométrica. A CCD
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& uma tecnica simples que geralmente é realizada em uma dimensio em uma
camada de silica gel com desenvolvimento Unico em solvente ou sistema de
solventes. Porém, quando € necessaria uma melhor separagdo, a CCD
bidimensional € uma técnica mais poderosa, porém com a desvantagem de
somente poder ser utilizada para uma amostra de cada vez (Scott, 1991; Scott,
1995).

O adsorvente mais comumente utilizado para micotoxinas ¢ a silica gel. A
espessura da camada é freqUentemente de 0,1 mm a 0,3 mm para uso analiticos
e 0,5 mm a 2,0 mm para uso preparativo (Betina, 1985). Os sistemas de solventes
utilizados para desenvolvimento, inicialmente, consistiram de diversas proporgdes
_ de metanol em cloroférmio. Posteriormente, a acetona substituiu o metanol devido
a grande sensibilidade do sistema cloroférmio-metanol & umidade e outras

alteracdes ambientais (Betina, 1985).

2.8.2.2. CROMATOGRAFIA EM COLUNA

As tecnicas de cromatografia liquida em coluna s&o usadas na area de
micotoxinas com trés objetivos principais: limpeza dos extratos contendo
micotoxinas para determinagles posteriores por outros métodos, separagdes e
purificagdes em larga escala e determinagbes qualitativas ou quantitativas de

micotoxinas (Betina, 1989).
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2.8.2.3. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

Em geral, ndo existem diferencas significativas na exatiddo e na preciséo
entre laboratorios utilizando CLAE e agueles usando CCD para a determinagao de
aflatoxinas, porém, até o final da década de 80 ocorreu um aumento na pesquisa e
aplicacgdo de CLAE que apresentou como vantagens um aumento na
sensibilidade, preciséo e potencial para automacao (Scott, 1991).

A CLAE para a determinagdo de aflatoxinas pode ser realizada sob
condicdes de fase normal ou reversa com detecgdo por absorgdo ultravioleta (UV)
ou fluorescéncia. Para CLAE fase reversa, € necessaria a derivagdo das
aflatoxinas B¢ e G, para se medir a fluorescéncia destas (Scott, 1991).

A fluorimetria € a técnica de detecgdo mais comumente usada para as
aflatoxinas B1, B2, Gy e G devido a sua fluorescéncia nativa apresentando Ag=
360nm para as quatro aflatoxinas e Aem= 440nm para B, e B; e 470nm para G, e
G, (Betina, 19889).

Embora a detecgdo por fluorescéncia seja o meio preferido para
monitoramento de aflatoxinas por CLAE, a fluorescéncia das aflatoxinas By e G4 é
dependente do solvente, e esta pode ser suprimida em certos eluentes
importantes empregados na CLAE. Este problema foi solucionado através da
utilizacdo de uma derivagao pré-coluna. Derivados hemiacetal das aflatoxinas sdo
obtidos pela reagao com acido trifluoroacético (TFA). No entanto, estes derivados
séo sensiveis a tragos de metanol, e possuem baixa estabilidade em longo prazo
como, por exemplo, quando deixados por longos periodos em um amostrador

automatico (Gilbert, 1993).
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2.8.2.4. CROMATOGRAFIA GASOSA (CG)

Historicamente, a cromatograﬁa gasosa foi introduzida no campo das
micotoxinas no inicio dos anos 70.

A cromatografia gasosa pode ser utilizada para a determinacio de
micotoxinas se estas forem suficientemente volateis a temperatura da coluna, ou
se as toxinas hidroxiladas puderem ser convertidas em derivados volateis (Betina,
1989). As micotoxinas n&o sdo volateis e a derivagio é quase sempre necessaria
para sua determinagéao por cromatografia a gas (Scott, 1991; Scott, 1995). Relatos
recentes tém descrito métodos para sua determinagio por cromatografia gasosa —
espectrometria de massas (CG-EM) para esterigmatocistina em graos,
zearalenona em flocos de milho, acido tenuazdnico em polpa de tomate, patulina
em suco de magad e para confirmacéo de aflatoxinas By e B, em extratos de

amendoim (Scott, 1991).

2.8.2.5. IMUNOENSAIOS

ELISA (Enzyme Linked Immuno Assay) é a base de diversos “kits” de testes
comerciais. Eles s&o especificos, sensiveis, rapidos e faceis de usar assim como a
limpeza do extrato, se necessaria, é minima (Scott, 1995).

Imunoensaio € uma técnica importante para a deteccdo de micotoxinas.
Depende da interaggo de uma dada micotoxina com um anticorpo especifico
obtido a partir de um animal de laboratério. O animal, como um coelho, por
exemplo, é previamente inoculado com um conjugado micotoxina-proteina
provocando a produgdo de anticorpos, os quais s&o isolados para preparagéo do

imunoensaio. O tipo ELISA competitivo é utilizado na determinagdo de
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micotoxinas. O teste pode ainda usar um dos dois sistemas seguintes: (a)
competicio direta de anticorpos especificos e incubacdo da amostra com um
conjugado micotoxina-enzima e (b) competicdo indireta, onde um conjugado
micotoxina-proteina (ou polipeptidio) é colocado nas células de uma placa na qual
a amostra € incubada com o anticorpo especifico (Scott, 1991).

Mutti ef af (1992 b) avaliaram quatro kits imunolégicos disponiveis no
mercado para determinacéo de aflatoxinas totais (B1+B,+G¢+G,) em produtos de
tomate. As amostras analisadas foram suco de tomate (8% de sdlidos) e extrato
(28% e 36% de solidos) artificialmente contaminados com uma mistura de
aflatoxinas na faixa de 0 a 100 ug/Kg. O limite de detecgao encontrado foi de 10ug

. de aflatoxinas / Kg de produto de tomate.
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3. ADAPTACAO E AVALIACAO DE UM METODO ANALITCO PARA
DETERMINAGAO DAS AFLATOXINAS B., B, G; E G, EM PRODUTOS DE

TOMATE.

O método descritoc por Soares e Rodriguez-Amava (1988) para
determinacac de aflatoxinas B4, B;, Gy e G; por cromatografia em camada
delgada em cereais e leguminosas foi testado, adaptado e avaliado para produtos

de tomate.

3.1. MATERIAL E METODOS

3.1.1. REAGENTES, SOLVENTES E MATERIAIS DIVERSOS

» Padrdes: aflatoxinas B4, By, G1e G, marca Sigma, dissolvidas
em benzeno.

» Solventes para extragdo: metanol p.a., cloreto de potassio p.a.
e cloroférmio p.a.

+ Agentes clarificantes: solucao de sulfato de aménio 30%, terra
diatomacea (Celite, Lompoc, Califérnia, EUA).

o Fase moével: cloroférmioc-acetona (9:1, v/v).

¢ Cromatofolhas de silica gel (Merk 20x20) sem indicador.

» Cuba cromatografica, marca Desaga, Alemanha.

» \idraria comum de laboratério.

* Papel de filtro qualitativo.
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3.1.2. EQUIPAMENTOS

e Espectrofotdmetro uliravioleta / visivel para determinar a
concentracdo dos padrdes de aflatoxinas. Modelo Lambda 6, Perkin
Elmer, EUA.

» Banho-maria, modelo 100, Marca Fanem, Brasil.

o Liquidificador doméstico.

e lLampada U.V., multibanda 254/366nm, modelo UVGL 58,
marca UVP, San Gabriel, California, EUA.

« Micropipetadores digitais com volumes regulaveis 100-1000puL
e 10-100 pl, Marca Finnpipette, Finlandia.

+ Microseringa de 10 pL, marca Hamilton, EUA.

¢« Banho ultra-som, SX-20, marca Microssonic, EUA.

3.1.3. PADROES

Os padrboes das aflatoxinas By, By, Gy e G, foram obtidos da Sigma
Chemical Co. (EUA) e preparados de acordo com o descrito no método 970.44,

Official Methods of Analysis, AOAC International (1998).

3.1.4. CONTAMINAGCAO ARTIFICIAL DAS AMOSTRAS DE PRODUTOS
DE TOMATE
As amostras foram artificialmente contaminadas pela adicdo de quantidades

definidas de cada padrdo com uma pipeta automatica, seguida de

24



homogeneizacdo manual para distribuicdo da tfoxina na amostra. As

determinacdes foram realizadas em duplicata para cada matriz em cada nivel de

adicao.

3.1.5. ADAPTAGAC DA METODOLOGIA ANALITICA

A seguir estdo apresentados, como fluxogramas, os quatro procedimentos
testados para se chegar & adaptacao do método descrito por Soares € Rodriguez-
Amaya (1989) para determinacao das aflatoxinas B+, By, Gy e G; para produtos de
tomate. As modificacdes realizadas foram introduzidas devido ao alto teor de agua

nos produtos de tomate.

Procedimento 1

Pesar 50g de produto de tomate

A
Extrair com 270mL metanol e 1,2g de KCI, por 5 min.

+
Filtrar

1)
Recolher 150mL do filtrado

!
Clarificar pela adicgo de 150mL sol. Sulfato de amonia 30% e 50cm® de
Celite
|
Filtrar

!
Recoiher 150mL do filtrado

{1
Adicionar 150mL de agua destilada ao filtrado em funil de separacao

}

Realizar particao liquido-liquido duas vezes utilizando cloroférmio

i
Coletar o extrato cloroférmico (5mL de cada particéo)

i

Realizar a cromatografia em camada delgada (silica gel)




Procedimento 2
Pesar 50g de produto de tomate

l
Extrair com 270mL metanol e 1,2g de KCI, por 5 min.

i
Filtrar

i
Recolher 150mLl. do filtrado

Clarificar pela adigdo de 150mL. sol. Sulfato de aménia 30% e 50cm® de
Celite

i
Fiitrar
a

Recolher 150?11[. do filtrado

!
Adicionar 150mL de agua destilada ao filtrado em funil de separagao

Desengordurar utilizando 50mL de hexano

!

Realizar particao liquido-liquido duas vezes utilizando cloroformio

!
Coletar o extrato cloroférmico (5mL de cada partigio)

Realizar a cromatografia em camada delgada (silica ge!)
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Procedimento 3
Pesar 50g de amostra de produto de tomate

!
Extrair com 200mL metanol + 1,2g de KCI, por 5 min.

i
Filtrar

i
Recolher todo o filirado

Lavar os residuos do papel de filtro com 50mL de metanol (anotar o volume
final do filtrado para calculos posteriores)

Homogeneizar o filtrado (quando volume for maior que 200mL)
i’
Medir uma aliquota de 200mL

Clarificar pela adicdo de 150mL de solugdo de Sulfato de aménia 30% e
50cm® de Celite

!
Filtrar

:
Recolher 150mL do filtrado

d
Adicionar 150mL de agua destilada ao filtrado em funil de separacéo

1)
Desengordurar utilizando 50mL de hexano
Realizar particao liquido-liquido duas vezes utilizando cloroférmio
Coletar o extrato cloroférmico (5ml de cada particao)

l

Realizar a cromatografia em camada delgada (silica gel)
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Procedimento 4
Pesar 50g de amostra de produto de tomate

i
Extrair com 270mL metanol + 1,2g de KCI, por 5 min.
)

Filtrar
Recolher todo o filtrado

Lavar os residuos do papel de filtro com 50mL de metano! (anotar o volume
final do filtrado para calculos posteriores)

Homogeneizar o filtrado (quando volume for maior que 200mL)

i
Medir uma aliquota de 200mL

Clarificar pela adi¢cdo de 150ml. de solugéo de Sulfato de aménia 30% e
50cm® de Celite

l
Filtrar
!
Recolher 150mL do filtrado
Adicionar 150mL de dgua destilada ao filtrado em funil de separacéo
Desengordurar utilizando 50mL de hexano

&

Realizar particdo liquido-liquido duas vezes utilizando cloroférmio

l
Coletar o extrato cloroférmico (5mL de cada particéo)

|
¥

Realizar a cromatografia em camada delgada (silica gel)

3.1.6. AVALIACAO DO METODO MODIFICADO

A recuperacao das aflatoxinas B+, B, G1 € G; em produtos de tomate
pelo método modificado foi avaliada adicionando as toxinas ac mesmo tipo de

produto que estava sendo analisado. Desta maneira o método foi avaliado para
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recuperacidc ao mesmo tempo em gue um controle de qualidade das analises

de produtos de tormate foi realizado.

Os limites de deteccdo para o método modificado foram estabelecidos
utiizando-se o extrato de cada um dos tipos de produtos de fomate avaliados.
10pL do extrato foram aplicados em varios pontos na placa para cromatografia
em camada delgada e sobre estes foram aplicados volumes diferentes das
solugbes padrao das aflatoxinas By, B, Gi e G; correspondente a
concentragbes que variaram de cerca de 2ug/Kg de amostra a cerca de
20ug/Kg de amostra. Apds desenvolvimento das placas em cloroformio:acetona
(9:1, viv) foi considerado como limite de detecgdo a concentracio abaixo da

qual as aflatoxinas ja nao eram mais visiveis a olho nu sob luz ultravioleta.

3.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Quanto aos procedimentos 1 e 2, verificou-se que apds o desenvolvimento

cromatogréfico, os interferentes da amostra localizaram-se em Rfs (raz@o entre a

distancia percorrida pela substéncia teste e a distancia percorrida pela frente da

fase moével) menores que os das aflatoxinas ndo interferindo na analise. Portanto,

o desengorduramento da amostra ndo contribuiu para aprimorar a limpeza da

amostra.

Nos testes de recuperagdo, com uma contaminacao artificial de 5,07 ng de

aflatoxina B+ / g de amostra; 4,30 ng de aflatoxina B, / g de amostra; 6,08 ng de

aflatoxina G4 / g de amostra e 4,43 ng de aflatoxina G, / g de amostra observou-se

a mesma taxa de recuperagdo para os procedimentos com e sem
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desengorduramentc com hexano (95,98%). Optou-se entdo pelo uso do
procedimento 2 para continuagao dos testes.

Entao foram diminuidas as quantidades de toxina adicionadas para
extragdo (3,38 ng aflatoxina B, / g de amostra; 2,86 ng aflatoxina B, / g de
amostira; 4,05 ng aflatoxina Gy / g de amostra e 2,96 ng aflatoxina G, / g de
amostra) e obteve-se uma série de resultados com recuperacdo acima de 100%.
Foram entdo realizadas alteragdes referentes ao volume de metanol empregado
na extragdo, ao volume de filtrado colhido e lavagem de material na filtragao
(Procedimento 3).

O mesmo ocorreu guando foi adicionada uma enzima (Citrozym uitral, em
diluicdo 1:10000) para facilitar a extragdo das toxinas. As amostras que foram
hidrolisadas por 10 minutos antes da extracdo com metanol:KCl n&o apresentaram
diferengas na cromatografia, apenas ficaram menos viscosas na transferéncia da
amostra do béquer para o copo do liquidificador.

Apds a alteracdo descrita no procedimento 3, obteve-se alguns resultados
de recuperagido abaixo de 76% indicando que o volume de solvente (metanol)
utilizado nao era suficiente para a extragdo completa das aflatoxinas . Desse modo
foi realizada uma nova alteragdo na metodologia (Procedimento 4) com aumento
no volume do solvente de extragdo para realizar a extracdo do contetido total de
aflatoxinas da amostra.

Os resultados obtidos para recuperacéo e limites de detecgio empregando-
se o procedimento 4 (Tabelas 2 e 3) o indicaram como adequado para ser usado

para produtos de tomate. O método € o descrito por Soares e Rodriguez-Amaya



(1989) com as modificaces descritas a seguir e que foram introduzidas devido ao
elevado teor de agua nos produtos de tomate:

Cinguenta gramas de amostra foram extraidos com 270mL metanol e 1,2g
KCl em um liquidificador por 5 minutos em velocidade baixa. No caso de tomates
desidratados e de tomates secos conservados em o6leo, foram usados 30mL de
solugéo 4% KCl em vez de 1,2g KCl. O extrato resultante foi filtrado através de um
papel de filtro qualitativo frisado e o filirado recolhido em uma proveta. O residuo
presente no papel de filtro foi favado com 50mL de metanol e o filtrado recolhido
na mesma proveta. O volume obtido foi registrado para os célcuios posteriores. Os
tomates secos e os tomates secos conservados em 6leo nao foram lavados com
metanol.

Uma aliquota de 200 ml. do filtrado (150mL no caso de tomates
secos e de tomates secos conservados em 6leo) foi recolhida e clarificada com
150mL de uma solugao de 30% (NH.),SO4 e 50 cm® de terra diatomacea (Celite).
Apoés agitagdo com um bastdo de vidro a mistura foi filtrada através de papel
qualitativo frisado. Uma aliquota de 150 mL foi transferida para um funil de
separagao. Ao funil de separagéo foram adicionados 150 mL de agua e 10 mlL de
cloroférmio. Apos agitagdo suave e inversdes sucessivas do funil por 3 minutos as
fases foram deixadas em repouso para haver uma separagdo e a fase do
cloroférmio foi drenada. Desta primeira separacdo 5 mL da fase do cloroférmio foi
reservado em bequer de tamanho apropriado. Uma segunda particéo foi realizada
com 10 mL de cloroférmio e outra aliquota de 5 mL foi recolhida e adicionada a
primeira. Os exiratos cloroférmicos reunidos foram levados & secura em um

banho Maria a 80°C sob uma corrente de nitrogénio. O residuo foi suspenso em
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200 pL benzeno e agitado em ultra-som por 30 segundos para assegurar completa
dissoluggo. Em uma placa de silica-gel de 0,25 mm para cromatografia em
camada delgada (Merck) foram aplicados os padrdes quantitativos das aflatoxinas
B4, Bz, Gy & G2 (Sigma) e os exiratos das amostras. A placa foi desenvolvida em
uma cuba nao-saturada com cloroférmio-acetona (9:1, viv). Apos

desenvolvimento as manchas foram comparadas sob luz ultravioleta 366 nm.



Tabela 2 — Recuperagéo (%) das aflatoxinas Bs, By, G e G, pelo método
Soares e Rodriguez-Amaya (1989) modificado para produtos de tomate.

Produto Nivel de adicdo I * Nivei de adigido Il **
B B G, G, B4 B, Gy G,
catchup 84 84 84 84 84 84 84 84
84 84 84 84 93 93 93 93
Polpa 78 79 79 79 94 94 94 94
87 87 87 87 97 97 97 97
Pasta 75 75 75 75 84 84 84 84
77 77 77 77 92 92 92 92
Puré 94 94 94 94 91 91 91 91
82 82 82 82 09 99 97 89
Tomate 79 79 79 79 96 96 96 96
desidratado 83 83 83 83 85 85 85 85
Tomate seco| 88 88 88 88 79 79 79 79
em oleo 80 80 80 80 80 80 80 80

Recuperagao fotal media (%): B1 = 86; B, =86; G, =86; G, = 86

*Nivel de adiczo | - Aflatoxina B, — 6,76 ug/Kg; Aflatoxina B, — 5,73 ug/Kg; Aflatoxina G, —~
8,10 ng/Kg e Aflatoxina G, — 5,91 pg/Kag.

“*Nivel de adigao Il - Aflatoxina B, — 16,91 ug/Kg; Aflatoxina B; ~ 14,33 ng/Kg; Afiatoxina
G, — 20,27 ug/Kg e Aflatoxina G; ~ 14,78 ug/Kg.



Tabela 3 - Limites de detecgao (ug/Kg) para o método Soares e Rod riguez
Amaya (1989) modificado para aplicagio em produtos de tomate.

AMOSTRA By | By | Gy | G, | Total
Tomate Desidratado 55146 /66|48 215
Tomate Seco em Conserva | 27 | 233224 | 106
Catchup 1811512216 7,1
Extrato 1.7 15121115 68
Puré 20171241171 78
Polpa 20117124 : 18| 7.9




4. LEVANTAMENTO DA INCIDENCIA DE AFLATOXINAS EM PRODUTOS DE

TOMATE COMERCIALIZADOS NA REGIAO DE CAMPINAS E SAO PAULO.

4.1. INTRODUGAO

Um recente relato da presenca de Aspergillus flavus e Aspergillus
parasiticus em polpa de tomate industrializada brasileira motivou preocupacdes
quanto a possivel presenca de aflatoxinas em produtos de tomate nacionais.
Sendo assim, apos adaptacao e avaliagdo de metodologia analitica para deteccéo
de aflatoxinas em produtos de tomate foi realizada a avaliacdo da incidéncia
destas em produtos comercializados nas cidades de Sao Paulo-SP e Campinas-

SP.

4.2. MATERIAL E METODOS
4.2.1. AMOSTRAS

Amostras de produtos de tomate, em embalagens de metal, vidro e papeldo
(7 de puré, 14 de polpa, 15 de extrato, 15 de catchup, 4 de tomate desidratado e
8 de tomate seco em conserva de 6leo) foram adquiridos em lojas e mercados
durante o periodo de margo a noverbro de 2001, nas cidades de Campinas e Sao
Paulo, Estado de Sao Paulo.

As amostras (Tabela 4) foram mantidas a temperatura ambiente nas suas
embalagens originais até realizacdo das analises quando a embalagem foi aberta
e homogeneizada manualmente antes da retirada da por¢do para analise,

respeitando-se 0s prazos de validade dos produtos.



Tabela 4 — Identificacdo das amostras de produtos de tomate adquiridas

nas cidades de Campinas-SP e Sao Paulo-SP, utilizadas para avaliar a incidéncia

de aflatoxinas.

Produto

Marca

Nimero de
Amostras

Ingredientes especificados na
embalagem

localizagao
Da Fabrica

Catchup picante

Tomate, aglcar, vinagre, glucose, sal,
cebola,pimenta vermelha, pimenta do
reino, glutamato monossédico e canela

SP

Catchup picante

Vinagre, polpa de tomate, agtcar,
amido de mitho, sal, condimentos e
benzoato de sédio

SC

Catchup picante

Tomate, actcar, sal pimenta vermeiha,
condimentos e especiarias

SP

Catchup picante

Polpa de tomate, aglicar, xarope de
glicose, vinagre, sal, pimenta vermeiha,
glutamato monossédico e aroma
natural composto

RS

Catchup picante

Tomate, acucar, vinagre, glucose,
pimenta vermelha, sal, cebola, alho,
conservante sorbato de potassio e
condimento

GO

Catchup picante

Tomate concentrado, vinagre destilado,
acucar, xarope de mitho, molho de
pimenta tabasco, calda de milho, sal,
aroma natural, cebola em po,
especiarias

EUA

Catchup tradicional

Vinagre, polpa de tomate, aglcar,
amido de milho, sal, condimentos e
conservador benzoato de sodio

sC

Catchup tradicional

Tomate concentrado, agucar, vinagre,
sal, condimentos, conservantes sorbato
de potassio

GO

Catchup tradicional

Tomate, aglcar, vinagre, xarope de
glucose, sal, pimenta, salsa, cebolg,
alho e aromatizantes naturais

GO
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Tabela 4 - ldentificacdo das amostras de produtos de tomate adquiridas
nas cidades de Campinas-SP e Sao Paulo-SP, utilizadas para avaliar a incidéncia
de aflatoxinas (continuacio).

NGmero de | Ingredientes especificados na | Localizagéo
Produto Marca

Amostras embalagem Da Fabrica

Tomate, agtcar, vinagre, glucose, sal,
Catchup tradicional A 1 cebola, pimenta vermelha, pimenta do | SP
reing, glutamato monossédico e canela

Tomate, acucar, vinagre, sal,
Catchup tradicional C 1 condimentos, especiarias eiSP
conservante sorbato de potassio

Tomate, acticar, vinagre, glicose, sal
Catchup tradicional H 1 pimenta, cebola, atho e aromas naturais | GO
de noz moscada e canela

_ Tomate, agucar, vinagre, glucose, sal e
Catchup tradicional I 1 . GO
condimentos

Polpa de tomate, agucar, vinagre, sal,
Catchup tradicional J 1 . o GO
condimentos e especiarias

Tomate, vinagre, sal, acUcar, pimenta

Catchup tradicional . K 1 do reino, cravo e canela. Conservante | SP
Cl e amido
Extrato L 2 Tomate, agticar e sal MG
Extrato J 2 Tomate, sal aglcar e agua cle]
Extrato M 1 Polpa de tomate, agua, sal e acucar GO
Extrato N 2 N&o consta Néo consta
Extrato C 1 Tomate, sal e aglicar SP
Extrato H 1 Tomate e sal GO
Extrato b 1 Polpa de tomate, sal e aglicar RS
Extrato O 1 Tomate, agticar e sal GO
Extrato 1 1 Tomate e sal GO
Extrato A 1 Tomate, sal e agucar GO
Extrato P 1 Tomate, agtcar e sal GO
Extrato Q 1 Tomate, sal e actcar sSP
Poipa Q 1 Tomate, sal e agUcar SP
Polpa | 1 Tomate ¢ sal GO
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Tabela 4 - Identificagdo das amostras de produtos de tomate adquiridas
nas cidades de Campinas-SP e Sao Paulo-SP, utilizadas para avaliar a incidéncia
de aflatoxinas (continuagso).

Nimero de | Ingredientes especificados na | Localizacio
Produto Marca
Amostras embalagem Da Fabrica

Polpa D 1 Polpa de tomate e sal refinado RS
Polpa A 1 Tomate, sal e agtcar GO
Polpa O 1 Tomate, sal e agticar GO
Polpa J 2 Tomate e sal SP
Polpa R 2 Tomate, aclcar e sal GO
Polpa c 2 Tomate, sai, agtcar SP
Polpa S 1 Tomate e sal GO
Polpa T 2 fomate GO
Puré N 1 Tomate & acgucar GO
Puré | 1 Tomate e sal GO
Puré H 2 tomate GO
Puré C 3 Tomate, sal e agua SP
Tomate desidratado U 1 Tomate maduro desidratado SP
Tomate desidratado Vv 1 tomate SP
Tomate desidratado X 2 Tomate SP
Tomate seco em conserva | Y 1 A granel SP
Tomate seco em conserva | W 1 A granel Sk
Tomate seco em conserva | Z 1 A granel SP

Tomate, dlec de milho, sal, orégano,
Tomate seco em conserva | AA 1 _ _ SP

pimenta do reino

Tomate, sal, aclcar, dleo de girassol,
Tomate seco em conserva | AB 1 ) o SpP

azeite e especiarias

Tomate, ag¢ucar, sal, orégano, alho,
Tomate seco em conserva | AC 1 . . Sp

Oleo de girassol

Tomate, oleo de girassol, sal e
Tomate seco em conserva | AD 1 o SP

especiarias

Tomate, 6leo de milho, sal, orégano e
Tomate seco em conserva | AE 1 . ) sp

pimenta do reino

Tomate, oleo, aglcar, sal, pimenta do
Tomate seco em conserva | AF 1 i . sSp

reino e especiarias
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4.2.2. METODO ANALITICO

Foi empregado o método adaptado e avaliado no item 3 (Procedimento 4).

4.2.3. CONTROLE DE QUALIDADE ANALITICO

Um teste de recuperagéo foi incluido em cada série de produtos analisada
sempre utilizando a mesma matriz. Cada série de analises continha de 1 a 4
amostras, todas do mesmo tipo de produto.

Os niveis de adicdo utilizados foram:

- Nivel de adigéo | - Aflatoxina B ~ 6,76 ug/Kg; Aflatoxina B, — 5,73 ng/Kg;
Aflatoxina G — 8,10 ng/Kg e Aflatoxina G, — 5,91 ug/Kg.

- Nivel de adigao Il - Aflatoxina By — 16,91 pg/Kg: Aflatoxina B, — 14,33
ug/Kg; Aflatoxina Gy - 20,27 ug/Kg e Aflatoxina G, — 14,78 ug/Kg.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Alem da presenga de fungo potencialmente toxigénico em um alimento, o
volume de infecgdo pelo fungo (nimero de unidades formadoras de colbnias) é
outro aspecto determinante para o aparecimento de quantidades detectaveis da
toxina. Portanto, a selec&o dos frutos e seu armazenamento adequado na etapa
pre-processamento s&o cruciais para garantir um produto livre de toxinas.

Qutro aspecto importante na produgdo de micotoxinas em um alimento é a
presenga ou ndo de compostos capazes de inibir a sintese da toxina. Os inibidores
por sua vez, devem estar presentes em concentragdo suficiente para serem
parcial ou totalmente eficientes. Os tomates apresentam em sua composicao uma

gama de fendis, flavondides ou nao, que sio potencialmente capazes de inibir a
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sintese destas toxinas. Nao se sabe, porém, se estio em concentracio suficiente
para esta tarefa.

Foi demonstrado que aflatoxinas séo produzidas em tomates quando estes
sao inoculados com linhagem toxigénica. Nao foram encontradas, no entanto, até
o presente aflatoxinas em produtos de tomate naturaimente contaminado com os
fungos produtores.

No presente trabalho foi realizado um levantamento de incidéncia de
aflatoxinas em produtos de tomate onde foram analisadas 6 amostras de catchup
picante, correspondendo a 6 marcas, provenientes dos Estados de SC,SP,RS, GO
e uma amostra de marca importada dos EUA. Do catchup tradicional foram
analisadas 9@ amostras (8 marcas, proveniéncia: SC, SP, GO). Foram ainda
analisadas 15 amostras de extrato de tomate (12 marcas, proveniéncia: MG,SP,
GO), 14 amostras de polpa de tomate (10 marcas, proveniéncia: SPRS, G0O), 7
amostras de puré de tomate (4 marcas, proveniéncia: SP, GO), 4 amostras de
tomate desidratado (3 marcas) e 8 amostras de tomate seco em dleo (8 marcas, 3
comercializadas a granel). Em todas as amostras de produtos de tomate
analisadas n&ao foram detectadas aflatoxinas By, B,, G: e G, considerando-se os
limites de detecgao do método avaliado para cada tipo de produto. Ao todo foram
examinadas amostras de 29 marcas provenientes _de 5 Estados e uma do exterior.
Os resultados indicam n&o haver perigo para a satde do consumidor com relagao

a possivel presencga de aflatoxinas nos produtos de tomate analisados.
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5. CONCLUSOES

Foi adaptado e avaliado um método para determinacao de aflatoxinas B,
Bz, G1 e Gz em produtos de tomate por cromatografia em camada delgada. O
metodo apresentou uma recuperagdo média de 86% e limites de deteccdo entre 2
e 7 ng/g, dependendo do tipo de produto.

Foi realizado um levantamento da contaminagdo por aflatoxinas em
produtos de tomate comercializados nas cidades de Campinas —-SP e Sao Paulo —
SP. Foram analisadas ao todo 63 amostras e as aflatoxinas n&o foram detectadas

em nenhuma amostra dos produtos analisados no estudo realizado.
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