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DETERMINACAO DA AFLATOXINAS M1 EM QUEIJOS

COLONIAISCOMERCIALIZADOS NA REGIAO VALE DO TAQUARI -RS

Otavio Jaconi Saraiva

Alexandre Meneghello Fuentefria (Orientador)

RESUMO

A Aflatoxina M1 (AFM1) é um metabdlito téxico que pode ser secretado no
leite de animais contaminados com Aflatoxina B1 (AFB1). A ingestdo do produto
contaminado pode causar efeitos adversos de forma aguda ou crbnica, sendo
necessaria ndo somente sua deteccdo, mas quantificacdo para um consumo seguro
dos alimentos. Como 0s queijos coloniais sdo oriundos de pequenas propriedades
rurais, muitas sem uma efetiva fiscalizacdo e que sdo ndo somente consumidos pela
familia, mas também comercializados principalmente em  pequenos
estabelecimentos as margens de rodovias, este trabalho visa justamente avaliar o
indice de contaminacdo em queijos coloniais produzidos artesanalmente
comercializados em estabelecimentos as margens de rodovias de grande fluxo no
vale do Taquari. Foram analisadas 15 amostras de queijos comercializados em
estabelecimentos comerciais as margens das rodovias BR 386 e RS 287 na regido
do vale do Taquari, no estado do Rio Grande do Sul. A metodologia empregada na
analise de Aflatoxina M1 envolveu uma particdo liquido-liquido na etapa de extracao
e purificacdo e Enzimaimunoensaio em fase sélida (ELISA) para deteccdo e
quantificacdo. O limite minimo de deteccéo foi 16 ng/Kg (0,016 pg/Kg) e a avaliacdo

da eficiéncia do método foi superior a 90% no teste de recuperacdo. Todas as



amostras analisadas apresentaram niveis de AFM1, sendo que quatro delas
apresentaram niveis superiores ao limite maximo toleradoestabelecido pela
Comunidade Européia( 0,25ugKg). Nenhuma das amostras apresentou niveis
superiores ao limite maximo tolerado definido pela legislacdo nacional (2,5 pug/Kg).
Estes dados indicam a necessidade de um melhor controle na producdo de queijos
coloniais, principalmente das condi¢cdes em que foram obtidas a matéria prima para
0 seu manufaturamento.

Palavras chave: Aflatoxina M1, queijo colbnial, vale do Taquari, ELISA.



DETERMINATION OF M1 AFLATOXINS IN COLONY CHEESE MARKETED IN

THE TAQUARI VALLEY REGION -RS

Otavio Jaconi Saraiva

Alexandre Meneghello Fuentefria (Orientador)

ABSTRACT

Aflatoxin M1 (AFM1) is a toxic metabolite that can be secreted into the milk
of animals infected with Aflatoxin B1 (AFB1). Ingestion of the contaminated product
may cause acute or chronic adverse effects, requiring not only its detection, but
guantification for safe consumption of food. As the colonial cheeses come from small
rural properties, many without an effective inspection and that are not only consumed
by the family, but also marketed mainly in small establishments along roadsides, this
work aims precisely to evaluate the contamination index in produced colonial
cheeses traded in establishments along the banks of high-flow roads in the Taquari
valley. Fifteen samples of cheeses marketed in commercial establishments along the
BR 386 and RS 287 highways in the Taquari valley region in Rio Grande do Sul
State were analyzed. The methodology used in the analysis of Aflatoxin M1 involved
a liquid-liquid partition in step extraction and purification and solid phase enzyme
immunoassay (ELISA) for detection and quantification. The minimum detection limit

was 16 ng / kg (0.016 pg / kg) and the efficiency evaluation of the method was over



90% in the recovery test. All samples analyzed showed levels of AFM1, four of which
presented levels above the maximum tolerated limit established by the European
Community (0.25 ug kg). None of the samples had levels above the maximum
tolerated limit defined by national legislation (2,5 ug / kg). These data indicate the
need for a better control in the production of colonial cheeses, mainly from the
conditions in which the raw material was obtained for its manufacture.

Key words: aflatoxin M1, colony cheese, Taquari valley, ELISA.
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1.INTRODUCAO

As micotoxinas, produtos metabolicos secundarios de fungos filamentosos,
podem estar presentes em uma série de alimentos, tais como o amendoim, milho,
trigo, cevada, café, leite, arroz, farinhas, nozes, castanhas, frutas secas e outros.
Existem mais de uma centena de micotoxinas que podem contaminar 0S
alimentos,porém as de maior importancia sdo as aflatoxinas, ocratoxina A, 0s
tricocetenos, zearalenona, fumonisinas e a patulina.

As micotoxinas podem contaminar direta ou indiretamente os alimentos e
seus derivados, constituindo-se em um sério problema de saude publica e animal. A
contaminacdo dos alimentos pode se dar no campo, antes, durante e apds a
colheita, no armazenamento, no transporte, no processamento e estocagem do
produto final.

A deteccdo das micotoxinas € de suma importancia para a saude humana e
animal, assim como para a economia de um pais.

Do ponto de vista econbmico, a presenca das micotoxinas causa prejuizo aos
produtores, processadores e comerciantes de alimentos e, de forma geral, a
economia de um pais. As micotoxinas afetam o agronegdécio em diversos paises,
reduzindo ou inviabilizando a exportacédo de grdo e alimentos processados ou nao,
reduzindo a producdo animal e agricola.

Do ponto de vista de saude publica, a Organizacdo Mundial da Saude estima
ao redor de 40% da reducdo da expectativa de vida em paises cujos indices
elevados de micotoxinas estejam contaminando os alimentos.

As micotoxinas podem entrar na cadeia alimentar humana e animal de forma
direta ou indireta. A contaminacao diretaocorre quando o produto, alimento ou racao

sdo contaminados por um fungo toxigénico, com posterior formagédo de micotoxinas.



A contaminacao indireta se da quando um componente foi contaminado com um
fungo toxigénico e mesmo apds a eliminagdo do mesmo no processamento, as
micotoxinas estardo presentes no produto final.

O consumo de micotoxinas através de alimentos contaminados pode
ocasionar lesbes na pele, sintomas de hepatotoxicidade, nefrotoxicidade,
neurotoxicidade, hematotoxicidade ou genotoxicidade, podendo levar, inclusive, o
individuo a Obito. Podem, ainda, ocasionar efeitos mutagénicos, teratogénicos,
carcinogénicos ou imunossupressores O consumo direto por animais pode ocasionar
aumento na recusa da racdo, baixa conversdo alimentar, perda no ganho de
peso,imunossupressao e diminuicdo da capacidade de reproduzir, 0 que gera uma
perda econémica.

Entre as principais micotoxinas que contaminam os alimentos estdo as
aflatoxinas.As aflatoxinas sdo metabolitos secundarios, produzidos por algumas
cepas de fungos do género Aspergillus, principalmente das espécies A.flavus,
A.parasiticus e A. nomis, 0s quais podem desenvolver-se naturalmente em produtos
alimenticios, como amendoim, milho, feijdo, arroz e trigo, entre outros.Os principais
tipos de interesse médico-sanitario sao identificados como Bj, B,, G;, G2eM1.Em
saude animal, varias espécies domésticas e de experimentacdo sdo sensiveis aos
seus efeitos toxicos agudos, mutagénicos, carcinogénicos e teratogénicos, sendo o
figado o principal érgdo afetado.

A ocorréncia de aflatoxina M1 no leite de vacas lactantes € uma questao de
saude publica, pois o leite e seus derivados sdo consumidos por bebés, criancas e
adultos em todo mundo. Essa toxina é classificada como carcinogénica para o
homem. Portanto, a Organizacdo Mundial de Saude recomenda a reducdo do

consumo de aflatoxina M1 para um nivel que minimize o risco potencial de sua
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ingestdo. Para isso, muitos paises regulamentaram o limite maximo permitido de
aflatoxina M1 no leite e alguns derivados. Surge deste fato a importancia da
deteccdo de aflatoxina M1 em leite cru e ap0s a pasteurizacdo, além de seus
derivados, tais como queijos, iogurtes e outros.Cada pais tem tentado estabelecer
limites maximos de tolerancia para a AFM1.

O leite existente no comércio € uma mistura de leites de diferentes
procedéncias. Devido a isso, 0s niveis de aflatoxina M; sdo, muitas vezes, inferiores
aos limites de deteccdo dos métodos de analise utilizados. A maioria dos resultados
negativos obtidos em estudos sobre incidéncia de aflatoxina M1 pode ser atribuida a
baixa sensibilidade dos métodos analiticos empregados. Portanto, um controle
eficiente da aflatoxina M;em leite requer métodos analiticos de elevada
sensibilidade, especificidade, precisdo e exatiddo, além de rapidez e custo
apreciavel.

Os métodos para determinagcdo de aflatoxina M; em leite utilizam, em sua
maioria, extracdo com cloroférmio e purificacdo cromatografica. Os métodos de
cromatografia em camada delgada (CCD) e a cromatografia liqliida de alta eficiéncia
(CLAE) constituem os mais convencionais para separacéo, deteccao e quantificacao
de aflatoxina M; em leite e derivados lacteos.Entretanto, nos ultimos anos outros
métodos sensiveis e especificos como as técnicas imunoenziméaticas,
tradicionalmente utilizados na deteccdo de analitos humanos ou animais, foram
validados para a deteccdo das micotoxinas e, em especial, da AFM1.Estas
técnicastém sido utilizadas principalmente em triagens para determinacdo destes
contaminantes, entretanto podem ser utilizados também como métodos

guantitativos, uma vez que sua sensibilidade € igual ou superior as técnicas



cromatograficas de alta eficiéncia O método imunoenzimatico mais utilizadona
analisedas aflatoxinasé o ELISA.

O Vale do Taquari, na regiao central do Estado do Rio Grande do Sul é a
segunda maior regido leiteira do estado, além de ser provida de uma rede de
rodovias por onde trafegam milhares de pessoas diariamente, as quais consomem e
compram esses produtos nos estabelecimentos de estrada. Neste sentido, esse
estudo objetivou analisar a incidéncia da AFM1 em queijos coloniais distribuidos e
comercializados nas principais rodovias que compdem a malha rodoviaria da regiao,
permitindo assim estimar o risco de consumo desta importante micotoxina na

populacao residente e turistica do estado do Rio Grande do Sul.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Avaliar a incidéncia e os niveis da Aflatoxina M1 em queijos
coloniaisproduzidos e comercializados no Vale do Taquari, regidao do

interior do Rio Grande do Sul.

2.2. Objetivos Especificos

e Determinar a incidéncia da aflatoxina M1 em queijos
coloniaisproduzidos e comercializados em estabelecimentos
localizados nas margens das principais rodovias do Vale do Taquatri.

e Utilizar um novo reagente ultrassensivel do método imunoenzimatico
ELISA a fim de melhorar a sensibilidade e especificidade na

deteccao da Aflatoxina M1 em amostras de queijo colonial.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Leite

O leite € considerado o melhor alimento natural,composto de uma quantidade
consideravel de nutrientes essenciais para 0 homem. Dentre esses nutrientes, o de
maior importancia é o calcio que é fundamental para a manutencéo da integridade
0ssea, participa no controle da excitabilidade nervosa e na contracdo muscular, na
coagulacdo do sangue e regulacdo de sistemas enzimaticos (AMIOT, 1991). O
consumo meédio individual de leite fluido e produtos lacteos no Brasil é de 172 litros
por ano, estando longe do consumo ideal que deveria ser na ordem de 250 litros por
ano (LEITEBRASIL, 2013). A importancia econdmica e cultural da producao leiteira é
fundamental para o Brasil.No Brasil, o estado de Minas de Gerais € o maior produtor
com 27% do total. O Rio Grande do Sul é o segundo produtor nacional, contribuindo
com cerca de 13% da producédo ou 4,6 bilhdes de litros em média no triénio 2013-
2015 de acordo com a tabela 1 ( pag. 8), ocupando o estado do Parana a terceira
colocacao, respondendo por cerca de 12 % da producdo. No Rio Grande do Sul a
producdo é bem distribuida pelo territério, sendo que as regides da Fronteira
Noroeste, Vale do Taquari, Serra, Norte, Rio da Varzea e Celeiro sdo responsaveis
pela metade da producéo gaucha, somando 2,4 bilhdes de litro em média no periodo

considerado (IBGE, 2016), como demonstra a figura 1 ( pag.10).

No primeiro trimestre de 2016, a aquisicéo de leite cru foi de 5,686 bilhdes de
litros, por estabelecimentos sob inspecao federal (92,5 %), estadual (6,7 %) ou

municipal (0,8 %) (IBGE, 2016).

Entretanto, o leite pode ser veiculo de diversos contaminantes, como

micotoxinas, residuos de antibioticos, antiparasitarios e pesticidas organoclorados
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(HECK et al., 2007, PICININ, 2013). A Portaria n°® 50, de 20 de fevereiro de 2006
(BRASIL, 2006), através do Plano de Controle de Residuos em Leite - PCRL,
estabelece o envio de amostras de leite pelos estabelecimentos sob Inspecao
Federal, para o Laboratorio de Referéncia Animal — LARA, para pesquisa de
antibioticos, aflatoxina M1, antiparasitarios e pesticidas organoclorados. A
contaminacdo do leite se da de forma indireta, através da metabolizacdo de
contaminantes pelo organismo animal e excrecdo sob a forma hidrossolavel no leite.
Assim, a dieta animal é a principal responsavel pelos contaminantes do leite, como
as micotoxinas. A alimentacdo do gado bovino é preferencialmente composta por
alimentos de grande volume (baixo teor energético, alto teor de fibra ou agua, como
as pastagens, silagem, feno), concentrados (alto teor energético, como milho, soja,
farelos, farinhas de origem animal), minerais e vitaminas. Em criacdes extensivas, as
pastagens respondem por uma grande propor¢cdo da dieta e a ingestdo de
concentrados € limitada. Em contraste, em criacfes intensivas, a propor¢do de

concentrado pode chegar a 70 % do consumo diério (ALONSO et al., 2013)



Tabela 1.Evolucdo anual da quantidade de leite produzida no
Brasil e no Rio Grande do Sul de 2000 a 2015.

Produgao de leite

{mil litros)
Brasil RS
2000 19.767.206 2.102.018
2001 20.509 953 2222 054
2002 21.642.780 2329607
2003 22 .253.863 2305758
2004 23474 694 2.364 936
2005 24 620859 2 467 630
2006 25.398.219 2625132
2007 26.137 266 2943 684
2008 27.585 346 3314573
2009 29.085.495 3400179
2010 30.715.460 3.633.834
2011 32.096.214 3.879.455
2012 32.304 421 4.049 487
2013 34.255.236 4 508518
2014 35.124 360 4 687 489
2015 35.000.227 4 599 925

Fonte: IBGE: Pesquisa Agropecuaria 2016

Uma consequéncia direta da complexidade e variedade dos componentes de
dietas para ruminantes é o risco a exposicdo de micotoxinas (FINK-GREMMELS,
2008). Em alimentos concentrados, as principais micotoxinas encontradas sao
aflatoxinas, fumonisinas, zearalenona e tricotecenos. A conservagcao de forragens
na forma de silagem é a pratica mais difundida pelo mundo para suplementagéo
volumosa de ruminantes nos meses em que a pastagem natural se torna escassa.
As plantas utilizadas para esse fim compreendem leguminosas e gramineas tais

como alfafa, capins tropicais e de clima temperado, cana de agucar, milho, sorgo,
8



entre outras (NOVINSKI, 2013). O processamento da silagem é determinado pela
conservacao em condi¢cdes anaerdbicas e desenvolvimento de bactérias produtoras
de &cido latico, que promovem uma fermentacéo natural, diminuindo o pH em niveis
onde ndo havera desenvolvimento de micotoxinas. As condi¢cfes associadas a uma
silagem bem preservada, ou seja, baixo pH e anaerobiose, também s&o
desfavoraveis ao crescimento da maioria dos fungos. A auséncia dear garante
gueos fungos serdo incapazes de crescer esobreviver sob essas condi¢cdes. Na
realidade, a presenca de fungos na silagem € indesejavel, j& que eles ndo apenas
degradamacucares e acidolatico, mas também metabolizam celulose e outros
componentes da parede celular vegetal e podem produzir micotoxinas
(SCUDAMORE; LIVESEY, 1998). Poucos fungos anaerdbicos e leveduras sao
capazes de se desenvolver na silagem. Aspergillus fumigatus, Byssochlamys nivea,
Monascus spp., Penicillium roquefortii e Trichoderma spp. sado os fungos isolados
com maior frequéncia em silagens (CRUZ, 2012). As principais micotoxinas
encontradas em silagens incluem aflatoxinas, especialmente AFB1, além de
ocratoxina A, fumonsinas B, tricotecenos como desoxinivalenol, e gliotoxina, entre
outros (ALONSO et al., 2013).

O Vale do Taquari € uma das principais regidées produtoras de leite no estado do
Rio Grande do Sul, representando ao redor de 8,3 % da producéo total do estado.
Diariamente sdo produzidos nesta regido aproximadamente 500 mil litros de leite
(aproximadamente 15 milhdes de litros por més). Cerca da metade desta producéo é
destinada a agroindustria familiar. Houve, nos ultimos anos, um incremento de
producdo de derivados lacteos nesta regido em torno de 74 % (UNIVATES, 2016,

IBGE, 2017).
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Elaborag8o: SPGG/DEPLAN - 07/2017

Figura 1:Mapa da Producao de Leite no Rio Grande do Sul entre 2013 e
2015.

3.2. Queijo

A definicho dada para o queijo pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA) é de produto fresco ou maturado que € obtido pela
separacdo parcial do soro do leite ou leite reconstituido integral, parcial ou

totalmente desnatado, ou de soros lacteos, coagulados por agéo fisica do coalho,de
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enzimas especificas, de bactéria especifica, de &cidos organicos isolados ou
combinados, todos de qualidade apta ao consumo alimentar, comou sem agregacao
de substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos aditivos
especificamente indicados, substancias aromatizantes e corantes. A denominacao
gueijo esta reservada aos produtos em que a base lactea ndo contenha gordura e/ou
proteina de origem néo lactea (BRASIL, 1996).

A producdo de queijos se da de forma industrial e colonial. A producéo
colonialcomeca desde o processo de imigracdo nesta regido- Vale do Taquari-
principalmente por colonos de origem germanica, obedecendo uma tradicdo familiar
que é transferida através das geracdes. E um dos produtos que garantem o
abastecimento de alimentos ndo cultiviveis nas propriedades rurais, garantindo a
subsisténcia das familias através do seu consumo ou comercializacdo (UNIVATES,
2016).

Com o desenvolvimento proporcionado pelo aumento de interatividade entre
as localidades através da abertura de uma malha rodoviaria, a producédo deixou de
ser consumida localmente e teve uma maior amplitude. Porém, a producdo continua
seguindo uma tradicdo em termos tecnoldgicos através das geracdes, geralmente
nao acompanhando as necessidades impostas pela legislacédo vigente (UNIVATES,
2016). Esta proximidade derelagdes entre produtores e consumidores se da no
modelo de redes alternativas de alimentos- feiras, estabelecimentos na orla de
estradas, etc.- ou de cadeias curtas de producdo, caracterizadas em termos de
aproximacdo entre o produtor e o consumidor, baseando-se exclusivamente na
qualidade, confianca, transparéncia e localidade (UNIVATES, 2016).

O mercado de queijos apresenta uma forte caracteristica que € a existéncia de um

grande numero de pequenas propriedades agricolas familiares que atuam
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regionalmente e fora do ambito da fiscalizacédo realizada pelo Servigco de Inspecao
Federal-SIF. Devido a esta situacdo, se torna dificil a obtencdo de uma informacéo
oficial sobre a producdo de queijos no Brasil, uma vez que nao ha registros oficiais
do que € produzido informalmente, além de n&o haver uma correta fiscalizacao.
Uma estimativa realizada pelo SEBRAE em 2008 concluiu que aproximadamente 40
% da producao total de queijos era oriunda da informalidade(SEBRAE, 2008). A
producao total de queijos no Brasil no ano de 2016 foi de 812 mil toneladas, o que
leva a conclusdo que a producéo informal foi de cerca de aproximadamente 325 mil
toneladas (IBGE, 2016). Nos paises europeus, 0 consumo anual per capita chega a
13 kg, enquanto que no Estados Unidos é de 15 kg. Nos paises asiaticos- Japéo e
Coréia do Sul- o consumo € baixo, em torno de 1,7 a 2 Kg per capita (IBGE, 2013).
Mesmo com o aumento no consumo, este ainda é baixo no Brasil, cerca de 3,4 kg
per capita. Comparacao pode ser feita com a Argentina, onde o0 consumo é de cerca
de 11,8 Kg per capita(IBGE, 2016).

A fabricacao de queijos é conhecida desde a Grécia Antiga, tendo um crescimento
positivo na Idade Média (PERRY, 2004). Em varios locais, como na Franca,
tradicional produtora de queijos, sdo produzidos diversos tipos de queijos a partir do
leite cru. No Brasil, esta pratica € utilizada frequentemente nas producdes familiares,
onde o conhecimento empirico é repassado através de geracdes e acaba sendo
fortalecido através do comportamento do consumidor (PINTO et al., 2008).

Embora o aspecto cultural existente na fabricagcdo artesanal de queijos, ha uma
legislacdo especifica no Brasil que estabelece um regramento na sua producao
(BRASIL, 1996). No Brasil, a producéo de queijos artesanais e sua comercializacao
esta relacionada em grande parte a informalidade (IDE, BENEDET, 2001), tendo em

vista 0 habito dos brasileiros adquirirem estes alimentos sob o argumento de serem
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mais saborosos e nutritivos que os similares produzidos pelas industrias de laticinios

(ZAFFARI et al., 2007, ABIQ, 2011).

3.3. Queijos Coloniais

Uma relacéo de confianca empirica tem sido criada entre o produtor e o consumidor,
devido a uma proximidade entre eles, sendo fundamental para o comércio e
consumo dos queijos coloniais. Quando se pensa em alimentos tradicionais, como
0S queijos coloniais, as praticas de julgamento e os conhecimentos necessarios para
uma “boa escolha” do produto ‘parecem evoluir com a propria histéria de sua
producdo, de forma que os consumidores assumem importante papel na definicdo
de qualidade dos mesmos. Na auséncia ou ndo observancia dos critérios formais e
legais de padréo qualidade, os consumidores definem atributos que, de certa forma,
estabelecem um sistema importante de certificacdo (MENEZES et al., 2010). A figura

2 ( pag. 14) define o fluxograma de fabricacdo do queijo colonial.
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Pasteurizacao e resfriamento rapido a 32°C

N\

Adicao de cloreto de calcio e fermento lactico

N\

Adicdo do coalho

N\

Mexedura e posterior repouso

\Z

Corte da coalhada

\Z

Repouso da massa por 10 minutos

\Z

Mexedura por 10 a 15 minutos

\Z

Aquecimento até a temperatura de 45°C

N\

Dessoramento

N\

Enformagem e repouso por 14 horas

\Z

Salga a seco apos 24 horas

\Z

Cura sob refrigeracéo por 5 dias

\Z

Apbs o processo de maturacao, os queijos sdo embalados, retornando para

estocagem sob refrigeracdo. Validade de 90 dias sob refrigeracao entre 0°C e 8°C

Figura 2- Fluxograma de Fabricacédo do Queijo Colonial. Fonte: Bezerra, 2008

14




O queijo colonial possui producéo inteiramente artesanal e surgiu como uma
alternativa de pequenos agricultores para agregar valor a producao de leite bem
como um fator de aumento na renda familiar. Trata-se de um queijo que, apesar de
grande comercializacdo, ndo possui padrées legais de identidade e qualidade,
produzido de forma artesanal, usando leite cru como matéria prima (LUCAS et al.,
2012).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), conforme instrucéo
Normativa n°® 57 de 16 de dezembro de 2011, permite a producédo e comercializacéo
de queijos maturados em um periodo de 60 dias de maturacdo desde que o0s varios
requisitos determinados sejam atendidos (BRASIL, 2011). Apesar desta normativa
estabelecer critérios de qualidade, o que se observa em diversos trabalhos
realizados com queijos coloniais é que ainda existe uma quantidade consideravel de
gueijos de baixa qualidade microbiologica, o que gera risco em potencial para o
consumidor, conduzindo a um grave problema de saude publica (IDE e BENEDET,

2001; CELSO et al. 2004; ZAFFARI et al. 2007; LUCAS et al. 2012).

3.4. Micotoxinas

Sao metabdlitos secundarios produzidos por alguns fungos filamentosos,
apresentambaixa massa molecular, formados por uma quantidade de compostos de
toxicidade diversas ao homem e ao animal. Podem estar presentes, sob certas
condi¢bes, em uma grande quantidade de alimentos, como o amendoim, o milho,o
trigo, a cevada, o café, o leite, o arroz, farinhas, nozes, castanhas, frutas secas e
outras. Existem cerca de duzentas micotoxinas, porém as mais estudadas sdo as
aflatoxinas, ocratoxina A, os tricocetenos, zearalenona, fumonisinas e a patulina

(BENNETT; KLICH, 2003). As micotoxinas podem estar presentes nos micélios e
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Nnos esporos ou ainda serem excretadas como exotoxinas no substrato de
crescimento (SERVARAJ et al., 2015).

As micotoxinas podem contaminar direta ou indiretamente os alimentos e
seus derivados, constituindo-se em um sério problema de saude publica e animal,
principalmente em paises onde o agronegocio € a principal fonte de riqueza
(BENNETT; KLICH, 2003). Estas toxinas provenientes dos fungos podem estar
presentes nos alimentos e derivados mesmo na auséncia aparente do seu agente
gerador ou no desaparecimento posterior do mesmo(SERVARAJ et al., 2015). Nem
todos os fungos contaminantes dos alimentos podem produzir micotoxinas e a
contaminacdo dos alimentos pode se dar no campo, antes e apos a colheita, no
armazenamento e até no transporte do produto final (BENNETT; KLICH, 2003;
SERVARAJ et al., 2015).

A gqualidade do leite, com relacdo aos contaminantes toxicos, esta relacionada
diretamente ao tipo e qualidade da alimentacdo do animal, seguido do metabolismo
da micotoxina e sua consequente excrec¢do (JOBIM et al., 2001). O nivel de
excrecao da micotoxina no leite € geralmente baixo e é afetado pelo peso molecular
e a caracteristica lipofilica de uma dada toxina. O nivel de transporte estd também
relacionado pelo gradiente de pH entre o plasma sanguineo e o leite, que varia de
acordo com as condi¢cdes de saude do animal (YIANNIKOURIS & JOUANY, 2002;
KALAC, 2011). A absorcdo da micotoxina pela glandula mamaria pode ocorrer por
filtracdo intracelular, difusdo passiva ao redor da membrana celular ou transporte
ativo (JOUANY, 2001; YIANNIKOURIS & JOUANY, 2002).

A primeira linha de defesa do animal ruminante saudavel, o fluido ruminal,
possui uma microbiota bacteriana e protozodria que é efetiva para a protecdo da
contaminagao por alguma micotoxinas, tais como a Zearelonona, Ocratoxina A e
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Toxina T2, porém ndo exerce um efeito protetor sobre outras micotoxinas- Aflatoxina
B1, Fumonisinas e Patulina (KIESSLING et al., 1984; OBREMSKI et al., 2009;
PRANDINI et al., 2009). Contudo a barreira ruminal pode estar alterada no animal
doente, trocas na dieta animal ou altos niveis de contaminacdo por micotoxinas na
sua dieta (PATTONO et al., 2013).

A deteccdo das micotoxinas é de maxima importancia para a saude humana
e animal, assim como para a economia de um pais. Os surtos sao geralmente
sazonais, devido as condi¢des climaticas que favorecem o crescimento fungico e/ou
a producéo de micotoxinas pelos mesmos. Sao considerados como fatores criticos a
umidade e a temperatura. Outros fatores, tais como fatores geogréficos,
suscetibilidade da variedade e condicbes de armazenamento também influenciam a
expressao das micotoxinas por estes fungos toxigénicos, que podem inclusive serem
expressas e secretadas simultaneamente no ambiente (GUO et al.,2013).

Do ponto de vista econémico, a presenca das micotoxinas causa prejuizo aos
produtores, processadores e comerciantes de alimentos e, de forma geral, a
economia de um pais. As micotoxinas afetam o agronegécio em diversos paises,
reduzindo ou inviabilizando a exportacédo de gréo e alimentos processados ou nao,
reduzindo a producéo animal e agricola (LEUNG et al., 2006; GUO et al., 2013).

Do ponto de vista de saude publica, a Organizacdo Mundial da Saude estima
um percentual ao redor de 40% da reducéo da expectativa de vida em paises pobres
cujos indices de presenca de micotoxinas na dieta alimentar esteja superior aos
limites maximos estipulados (KAWASHIMA, 2004, TOROVIC, 2015).

Por um outro lado, as micotoxinas podem entrar na cadeia alimentar humana
e animal de forma direta ou indireta. A contaminacao direta, como ja salientada

anteriormente, ocorre quando o produto, alimento ou ragdo sao contaminados por
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um fungo toxigénico, com posterior formacdo de micotoxinas. A contaminacgao
indireta se da quando um componente foi contaminado com um fungo toxigénico e
mesmo com a eliminacdo posterior no processamento, as micotoxinas estarao
presentes no produto final. A maioria dos alimentos e racbes podem permitir o
crescimento e o desenvolvimento de fungos toxigénicos tanto durante a producéo
como no processamento, transporte e o armazenamento (FRISVAD; SAMSON,
1992; SERVARAJ et al. 2015).

O consumo destas toxinas fungicas através de alimentos contaminados pode
ocasionar lesbes na pele, sintomas de hepatotoxicidade, nefrotoxicidade,
neurotoxicidade, hematotoxicidade ou genotoxicidade, podendo levar, inclusive, o
individuo a 6bito (ZHANG et al. 2015). Podem, ainda, ocasionar efeitos mutagénicos,
teratogénicos, carcinogénicos ou imunossupressores (JOINTFAO/WHOEXPERT
COMMITTE ON FOODS ADDITIVES, 2001, ZHAG et al. 2015). O consumo direto
poranimais pode ocasionar aumento na recusa da racéo, baixa conversao alimentar,
perda de peso, imunossupressdo e diminuicdo da capacidade de reproduzir, 0 que
gera uma perda econdmica (WU, 2004).

Muitos paises possuem regulamentos para o controle dos niveis de
micotoxinas em diversos alimentos, definindo valores maximos aceitaveis para 0s
mesmos, com a finalidade de reduzir os riscos de transmissdo e suas
consequéncias (RASTOGI et al., 2004).

A partir do ano de 2011, o Ministério da Saude, através da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria- ANVISA- estabeleceu novos limites para diversos grupos de
micotoxinas em alimentos e matérias primas destinados ao consumo humano, tais

como Ocratoxinas, Desoxivalenol, Fumonisinas, Tricocetenos, Patulina, Zearalenona

18



e Alfatoxinas, a maioria até entdo inexistentes na legislacdo brasileira (BRASIL,

2011), estando os mesmos listados na tabela 2 (pag. 19).

Tabela 2- Limites maximos tolerados para Micotoxinas em alimentos no Brasil.

. : . LMT
Micotoxinas Alimento Ik
(Ha/kg)
Leite fluido 0,5
Aflatoxina M1 |Leite em p6 5
Queijos 2,5
Cereais e produtos de cereais, exceto milho e derivados, incluindo 5
cevada maltada
Feijao 5
Castanhas exceto Castanha-do-Brasil, incluindo nozes, pistachios, 10
avelas e améndoas
Frutas desidratadas e secas 10
Castanha-do-Brasil com casca para consumo direto 20
Castanha-do-Brasil sem casca para consumo direto 10
Aflatoxinas Castanha-do-Brasil sem casca para processamento posterior 15
Alimentos & base de cereais para alimentagdo infantil (lactentes e
B1,B2, G1, G2 criangas de primeira infancia) 1
Formulas infantis para lactentes e férmulas infantis de seguimento 1
para lactentes e criancas de primeira infancia
Améndoas de cacau 10
Produtos de cacau e chocolate 5
Especiarias: Capsicum spp. (o fruto seco, inteiro ou triturado,
incluindo pimentas, pimenta em p6, pimenta de caiena e
piment&o-doce); Piper spp. (o fruto, incluindo a pimenta branca e a
pimenta preta) Myristica fragrans (noz-moscada) Zingiber 20
officinale (gengibre) Curcuma longa (curcuma). Misturas de
especiarias que contenham uma ou mais das especiarias acima
indicadas
Amendoim (com casca), (descascado, cru ou tostado), pasta de 20
amendoim ou manteiga de amendoim
Milho, milho em gréo (inteiro, partido, amassado, moido), farinhas 20
ou sémolas de milho
Patulina Suco de maca e polpa de maca 50
Ocratoxina A Cereais para posterior processamento, incluindo gréo de cevada 20
Desoxinivalenol Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo integral, farelo de
. ~ 1000
(DON) trigo, farelo de arroz, gréo de cevada




Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos de agua e sal, e
produtos de panificacdo, cereais e produtos de cereais exceto 750
trigo e incluindo cevada malteada.

L Farinha de milho, creme de milho, fubd, flocos, canjica, 1500
Fumonisinas |canjiquinha

(BL+B2) |

Amido de milho e outros produtos a base de milho 1000

Farinha de trigo, massas, crackers e produtos de panificacao,

cereais e produtos de cereais exceto trigo e incluindo cevada 100
malteada.

Arroz beneficiado e derivados 100

Arroz integral 400

Zearalenona |°2"™M® O

Farelo de arroz 600

Milho de pipoca, canjiquinha, canjica, produtos e sub-produtos a 150

base de milho

Trigo integral, farinha de trigo integral, farelo de trigo 200

Fonte: RDC 07/2011 (ANVISA 2011)

3.5. Aflatoxinas

Vérias micotoxinas contaminam os alimentos, sendo que entre as principais
encontram-se as Aflatoxinas. As aflatoxinas sdo metabdlitos secundarios,
produzidos por algumas cepas de fungos do género Aspergillus, principalmente das
espécies A. flavus, A. parasiticuse A. nomis, os quais podem desenvolver-se
naturalmente em produtos alimenticios, como amendoim, milho, feijao, arroz e trigo,
entre outros(SCUSSEL, 2004).Sao conhecidos, atualmente, 17 compostos similares
designados pelo termo aflatoxina, porém, os principais tipos de interesse médico-
sanitario sao identificados como B, By, G; e G, (HUSSEIN & BRASEL, 2001). Em
salude animal, varias espécies sdo sensiveis aos seus efeitos toxicos agudos,
mutagénicos, carcinogénicos e teratogénicos, sendo o figado o principal 6rgao

afetado (HUSSEIN & BRASEL, 2001).
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As principais aflatoxinas recebem a denominacdo por letras, devido a
fluorescéncia emitida pelas mesmas, sendo observadas, sob luz ultravioleta nas
cores azul (blue — B) e verde (green — G) (ELLIS et al., 1991).

O Aspergillus é um dos principais géneros fangicos relacionados aos casos de
intoxicagdo por micotoxinas (OGA, 1996). As espécies A. flavus, A. parasiticus e
mais recentemente A. nomis, as principais produtoras das aflatoxinas, sédo de grande
importancia na agricultura e na saude humana e animal, sendo conhecidas por
contaminar varias culturas, tanto antes como depois da colheita
(RAHIMI,2014).Estas espécies apresentam uma grande afinidade por grédos e
sementes de oleaginosas (OGA, 1996). A producdo de aflatoxinas, na maior parte
das vezes, estd associada as condicbes inadequadas de secagem e
armazenamento dos graos, além de fatores estressantes ao fungo, sendo que
producdo dos mesmos depende de varios fatores, tais como atividade da agua, pH,
temperatura e substrato dentre outros fatores (KABAK et al.,2006). Eles séao
importantes na ocorréncia de aflatoxinas em é&reas Umidas e tropicais, embora
também haja o desenvolvimento das mesmas em &reas temperadas, estando as
condicdes de estresse ao fungo causado pela secura, a transmissdo através de
insetos vetores e a umidade do solo associados ao desenvolvimento flngico e

consequente producao de aflatoxinas antes da colheita (KALAC,2011).

3.5.1. Aflatoxinas — Estrutura Quimica

As aflatoxinas apresentam estruturas quimicas relacionadas entre si, formando um
grupo unico de compostos heterociclicos altamente oxigenados (furocumarinas),
representando um nadcleo central cumarinico ligado a uma estrutura bi-furandide
sendo quea diferenca entre elas é o fato de as Aflatoxinas B (B1 e B2) apresentarem

anel ciclopentona e as do grupo G (G1 e G2)um anel lactona em suas moléculas
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(GOURAMA & BULLERMAN, 1995). As aflatoxinas que possuem uma dupla ligacéo
no carbono terminal do anel diidrofurano, como a aflatoxina B1, aflatoxina G1 e
aflatoxina M1 sdo mais susceptiveis a acdo de agentes oxidantes (HUSSEIN;
BRASEL, 2001). A figura 3 abaixo mostra a estrutura quimica da principais

aflatoxinas toxigénicas.

OMe C 0 Ot I OMe

Ao Bl Afleocina G1 Aflatosma M1

OMe oo OMe

Aflsocna B2 Afeona G2 Aflwoona M2

Figura 3: Estrutura quimica das principais aflatoxinas
encontradas em alimentos (Me = CH3).
Fonte: HUSSEIN & BRASEL, 2001

3.5.2. Biotransformacao da aflatoxinaB1 em aflatoxina M1

A absorcdo das aflatoxinas se da no trato gastrointestinal de varios animais,
incluindo o homem, sendo que sua biotransformagédo se da no figado através da
acdo de enzimas microssomais relacionadas ao Citocromo P 450 num processo
complexo apresentando multiplas vias, entre as quais a epoxidagéo e a hidroxilacdo
(NEAL et. Al,, 1988). A ativacdo da AFB1 leva a formacéo do derivado AFB1-8,9
epoxido, o qual apresenta dois estereoisdmeros, a endo-epoxi e a exo-epoxi, sendo
esta Ultima a responsavel pelos efeitos téxicos agudos, mutagénicos e

carcinogénicos da AFB1 (NEAL et al., 1998; JECFA, 2002). A hidroxilagdo do
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carbono terciario do anel di-furanocumarinico, processo que pode ser reversivel ou
irreversivel, resulta na formacéo de derivados menos téxicos e hidrossolluveis, como
a AFM1 (NEAL et al.,, 1998; FALETTO et al., 1998). Devido ao grupo hidroxila
formado, este composto € muito solivel em agua, o que possibilita a sua secrecéo
em diversos fluidos corporais, como, por exemplo, o leite (OLIVEIRA; GERMANO.
1997).As aflatoxinas B1 e M1 sdo analogas em suas estruturas, sendo que a
diferenca se da pela presenca de uma hidroxila entre os anéis furano, indicando que
as vias de transformacdo podem ser as mesmas, podendo a AFM1 sofrer
epoxidacéo e assim ser ativada para formar derivados mutagénicos (MIDIO, 1999).

A taxa de conversdo de AFB1 que ¢é ingerida pelo ruminante e
biotransformada em AFML1 é variavel, sendo descritos varios niveis de conversao por
diversos autores, variando de 0,5 a 5,0 % (CREPPY, 2002; JECFA, 2002; GALLO et
al., 2015). Alguns autores citaram valores de até 6,2% (VELDMAN, 1992).Essa
variabilidade é atribuida as condicbes dos animais que ingeriram essa aflatoxina
(CREPPY, 2002; GALLO et al., 2015). O consumo de racdo contaminada por AFB1
pelo gado leiteiro pode levar a excrecdo de AFM1 no leite, assim como a ingestao de
AFB2 promove a metabolizacdo a AFM2, sendo que parte da AFB1 é degradada no
rimem, resultando na formacdo de aflatoxicol. A fracdo restante é absorvida pelo
trato digestivo por difusdo passiva, sendo biotransformada através da hidroxilacdo
no figado em AFM1. A AFM1 é entdo conjugada com o acido glicurénico e excretada
na bile ou transferida para o sistema circulatério, sendo entéo eliminada na urina ou
no leite (FINK-GREMMELS; 2008).

A concentracdo de AFM1 encontrada no leite esta direta e intimamente
correlacionada com os niveis de AFB1 ingeridos na racdo pelo animal produtor

(BAKIRCI, 2001). Niveis de 300 mgc/Kg de AFB1 na racdo podem resultar na
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excrecao de 1 mcg/Kg de AFML1 no leite, podendo ser encontrada no leite entre 12 e
24 horas ap0s a ingestéao de racado contaminada com AB1, independente dos niveis,
atingindo niveis indetectaveis de 4 a 5 dias apds a remocédo da racdo contaminada
(STOLOFF, 1980). Porém, em um recente trabalho produzido por HAN et al. (2013),
ao analisar amostras de racdo destinado ao gado leiteiro, todas elas com nivel de
aflatoxina B1 abaixo do limite maximo toleravel pela Comunidade Européia (5,0
mcg/Kg), verificaram que 3 de 200 amostras de leite obtidas dos animais
alimentados com esta racdo apresentavam niveis de aflatoxina M1 acima do limite
maximo permitido (0,05 mcg/L)( HAN et. al., 2013). Achados semelhantes foram
encontrados por BATTACONE et al. (2009), levando a conclusédo que o achado de
limites aceitaveis de aflatoxina B1 nos alimentos para o gado ndo garantem que 0S
niveis de aflatoxina M1 estejam dentro dos limites normais permitidos (BATTACONE

ET. AL., 2009). A figura 4 propde as principais vias do metabolismo da aflatoxinas
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Figura 4: Vias do metabolismo de AFB1 e AFML1.

Fonte: NEAL et al., 1998 co. A Aflatoxina B1 (AFB1) é

0 agente hepatocarcinogénico mais potente conhecido em mamiferos, sendo
também a aflatoxina mais frequente. A toxicidade manifesta-se pela mutagenicidade,
carcinogenicidade e teratogenicidade, dependendo da dose e tempo de exposicéo
(TURNER et al., 2002). Efeitos agudos causam danos estruturais e funcionais no
figado devido a necrose celular, hemorragia, lesdes, fibrose e cirrose.
Adicionalmente, desencadeiam imunossupressdo, infeccdo no trato respiratério
inferior, hemorragia gastrointestinal, indisposicdo e febre. Exposicdo crbnica a
aflatoxinas pode resultar em céancer hepéatico, bem como carcinomas em rim,
pulmao, cdlon e sistema 30 RBINEFM&hBbligdd/deinRxisidadaidas aflatoxinas
segue a seguinte ordenroRie>NEAP & hI1> Bsbs G2 = M2 (JAY, 2005). O figado € o
orgdo-alvo da acdo das aflatoxinas, e o Carcinoma Hepatocelular, por sua etiologia
multifatorial, pode ser influenciado pela co-exposicdo as aflatoxinas e ao virus da
hepatite B - VHB. Estudos epidemiologicos e modelos em animais tém demonstrado
evidéncias de que estes dois fatores atuam conjuntamente, aumentando o risco de
desenvolvimento de Carcinoma Hepatocelular (OLIVEIRA &GERMANO, 1997,
TURNER et al., 2002; YANG et al.; 2014).

O mecanismo molecular para a indugcdo do Carcinoma Hepatocelular,
induzido por AFB1, tem sido intensamente estudado e demonstrou-se estar
associado a mutacao especifica do cédon 249 do p53, um gen supressor tumoral
gue acredita-se regular a expressdo do microRNA (YANG et al., 2014). A exposicao
as aflatoxinas durante o desenvolvimento intrauterino foi avaliada pela quantificacao

do aduto aflatoxina-albumina (Af-Alb) em gestantes na Gambia, Africa, onde foi
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observado um forte efeito da exposicdo materna durante a gestacéo, no crescimento
(peso e altura) das criangas durante o primeiro ano de vida (TURNER et al., 2007).

Em revisdo publicada por KHLANGWISET, SHEPHARD E WU (2011), os
autores associam o consumo de alimentos contaminados por aflatoxinas, entre
outros fatores, ao retardo no crescimento de criancas, especialmente em paises da
Africa e da Asia. Contudo, o mecanismo exato pelo qual aflatoxinas causam
prejuizos no desenvolvimento de criangcas ainda ndo esta esclarecido. Em geral,
ruminantes sdo menos suscetiveis que outras espécies animais aos efeitos toxicos
associados a exposicdo a micotoxinas (YANNIKOURIS et.al.; 2002). Isto ocorre
devido a capacidade da microbiota ruminal em converter uma série de micotoxinas
em compostos menos potentes ou mesmo biologicamente inativos a certos niveis de
exposicao. O consumo de racdo contaminada por AFB1, pelo gado leiteiro, pode
levar a excrecdo de aflatoxina M1 no leite, um produto de biotransformacéo
hepética. A ingestdo de aflatoxina B2 (AFB2) promove a metabolizacdo a aflatoxina
M2 (AFM2). Segundo Fink-Gremmels (2008), parte da AFB1 é degradada no limen,
resultando na formacdo de aflatoxicol. A fracdo restante é absorvida pelo trato
digestivo por difusdo passiva, sendo hidroxilada no figado, em AFM1. Por sua vez,
AFML1 é conjugada com &cido glicurdnico e excretada via bile ou transferida para o
sistema circulatério. A AFM1 circulante pode ser excretada na urina ou no leite.

De acordo com BANDO et al. (2007), AFM1 pode ser considerada um
biomarcador da exposicdo humana a AFB1, sendo que niveis urinarios de AFM1
possuem boa correlacdo com a dose de exposicdo de AFB1l. Em Piracicaba-SP,
ROMERO et al. (2010) avaliaram os niveis de AFM1 na urina de 69 doadores e
detectaram esta toxina em 65% dos pacientes, em niveis variando entre né&o

detectado e 0,04 pcg/L, indicando a exposicdo desta populacdo a AFM1. A
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concentracdo de AFM1 encontrada no leite esta altamente correlacionada com o
nivel de AFB1 na racao (BAKIRCI, 2001).

Estudos realizados com oito rebanhos diferentes, contendo entre uma e dez
vacas, indicam que niveis de 300 pg/kg de AFB1 na racdo podem resultar em 1 pg/L
de AFM1 no leite. AFM1 pode ser encontrada no leite entre 12 e 24 h apos a
ingestado de AFB1 e atinge niveis ndo detectaveis de 4 a 5 dias apds a remocao da
racdo contaminada, independente dos niveis iniciais (STOLOFF, 1980). A
carcinogenicidade de AFM1 é quase tdo elevada quanto a de AFB1l e suas
propriedades toxicolégicas sdo comparaveis (CREPPY, 2002). AFM1 foi inicialmente
classificada pela International Agency for Research on Cancer - IARC como
possivelmente carcinogénica para humanos (Grupo 2B, IARC, 1993), mas foi
reclassificada no Grupo 1: agente carcinogénico para humanos (IARC, 2012). Por
essa razao, diversos paises tém estabelecido limites maximos aceitaveis para
presenca de AFM1 em leite e produtos lacteos.

A legislacéo brasileira, através da Resolugdo RDC n° 7, de 18 de fevereiro de
2011 (BRASIL, 2011), limita a presenca de AFM1 a 0,5 pg/kg em leite fluido, 5 pg/kg
em leite em p6 e 2,5 pg/kg em queijos. A preocupacdo sanitaria acerca da
contaminacao do leite por AFM1 se deve ao fato de que o leite pode constituir o
principal nutriente de criangas em desenvolvimento, estagio mais vulneravel para
inducdo de carcinogénese, assim, a exposicdo aos carcindgenos inevitaveis deve
ser mantida nos menores niveis possiveis. Os efeitos tOxicos e carcinogénicos
foram demonstrados em diversas espécies, principalmente nos animais jovens,
incluindo os humanos (MIDIO et al.,1999). Existe, como resultante deste fato, uma

preocupacdo muito grande com relacdo a saude das criancas, devido ao alto
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consumo de leite e produtos derivados, seu baixo peso corpéreo e uma maior

susceptibilidade as aflatoxinas (IARC, 2002).

3.5.3. Efeitos de processamento das aflatoxinas

Diversos estudos concluem que a AFM1 esta associada a fracdo proteica do
leite (caseina), ficando nela retida mesmo apds tratamento térmico e nos seus
derivados. Consequentemente, a concentracdo de matéria prima, como no leite em
po, leite condensado, queijos e outros, pode aumentar a propor¢cdao de AFM1 no
produto final, devido a diminui¢do do teor de agua (PITT et al, 2000; JECFA, 2002).
No exemplo do queijo, sédo necessarios 10 litros de leite para produzir 1 kg de queijo,
dai que se estima a concentracdo em amostras contaminadas dez vezes 0s niveis
de AFM1 do leite (UNIVATES, 2016). Sendo a AFM1 insolavel na gordura do leite,
no processamento de seus produtos derivados, a desnaturacdo afeta a distribuicao
da micotoxina no produto final, ficando a AFM1 retida na fracdo desnatada
(BAKIRCI, 2001).

Em relacdo aos efeitos dos tratamentos térmicos (pasteurizacdo e processo
UHT), na reducdo de AFM1 os resultados sdo bastante conflitantes quanto a
percentagem de reducdo ou ndo dos niveis de AFM1. PEREIRA et al. (2005)
encontraram, apoOs pasteurizacdo de suas amostras, uma reducdo de até
aproximadamente 15% nos niveis de AFM1, concluindo que esta reducdo nao foi
estatisticamente significativa, concluindo que o tratamento térmico ndo reduz
apreciavelmente a concentracdo de AFM1. Outros pesquisadores também chegaram
a esta mesma conclusédo (ROUSSI et al.,, 2002; MARTINS & MARTINS, 2000;
SASSAHARA et al. 2005; GARRIDO et al. 2003; PRADO, 1999; ASSEM et al.,2011).

Processamentos como resfriamento e congelamento também nédo afetaram de modo
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significativo a concentracdo de AFM1(GALVANO, 1996; STOLOFF, 1998).
Tratamentos térmicos, por sua vez, ndo se revelam muito eficaz na detoxificacdo da
AFM1, devido a resisténcia desta aflatoxina as altas temperaturas (SASSAHARA et
al., 2005). Seus pontos de fusdo sao de 268-269 °C para a Aflatoxina B1 e 244-246°
C para a Aflatoxina G1. A Aflatoxina M1 possui um ponto de fusdo de 299 ° C, razéao
pela qual ela é resistente ao processo de pasteurizacdo (SASSAHARA et al.,2005).

Este composto pode ser parcialmente eliminado através de tratamentos
fisicos ou quimicos. Adsorventes, peréxido de hidrogénio e radiacdo ultravioleta
podem ser utilizados, embora ndo sejam recomendados. A radiacdo ultravioleta
deve ser aplicada com muita cautela, visto que sua utilizacdo em altas intensidades
pode alterar as caracteristicas organolépticas do leite . Estes tratamentos,
entretanto, ndo sdo de facil aplicacdo na industria, pois sua seguranca ainda nao foi
testada eficazmente, além de gerar um elevado custo, fazendo com que nao seja
recomendavel sua utilizagdo em larga escala (JECFA, 2002).

Devido a alta estabilidade da AFM1, as acdes para seu controle devem ser
orientadas no sentido da prevencédo ou reducdo da concentracdo da sua aflatoxina
precursora, AFB1, nas racOes fornecidas aos ruminantes. A aplicacdo de boas
praticas no campo, na fabricacdo, no armazenamento e no transporte podem
diminuir o risco de contaminac¢édo fungica (CREPPY, 2002; JECFA, 2002; OLIVEIRA;
GERMANO, 2003; TAJKARIMI et al., 2008; DASTHI et al., 2009). A reducdo da
concentracdo de aflatoxina B1 nas racdes pode ser obtida com a utilizacdo de
tratamentos fisicos, como o uso de adsorventes, calor, micro-ondas e luz ultravioleta,
bem como de agentes quimicos, como a amonia, bissulfito de sodio e hidroxido de

sadio. (CREPPY, 2002; JECFA, 2002).
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Tem sido demonstrado que o leite “produzido durante a estacdo de calor &
sujeito a menor contaminacdo que o produzido nos meses de mais frio. A maior
incidéncia nesses mesesse da devido a estocagem prolongada do alimento para o
gado, o que favorece as condicdes ideais ao crescimento de fungos produtores de
aflatoxinas (GHIAZIAN et al., 2007; PENG& CHEN, 2009; DASHTI et al., 2009).
Além disso, fatores ambientais como temperatura e umidade, produtos agricolas
utilizados nas pastagens e efeito sazonal em diversos paises podem afetar os niveis
de contaminacdo de aflatoxina B1 em alimentos (DASHTI et al., 2009; XIONG et
al.,2013) avaliaram amostras contaminadas de leite de vaca por AFM1 durante
diferentes estacdes e observaram que a ocorréncia foi significativamente mais alta
durante o inverno ( 0,123 pg/L; p<0,05) quando comparadas com outras estacdes (
primavera 0,029 ug/L; verdo 0,032 pg/L; outono 0,032 pg/L; p < 0,05).

BILANDZIC et al.(2010), na Croacia, verificaram que as concentracfes de
AFM1 no leite de vaca variavam durante as diferentes estacfes. Niveis
significativamente mais altos foram encontrados entre os meses de janeiro e abril
(0,036 a 0,059 pg/L), correspondentes ao inverno e primavera do que nos meses
entre junho e setembro (0,012 a 0,015 pg/L) correspondente ao verdao e outono. A
conclusdo foi de que este fato se da pela disponibilidade de pastagens frescas
durante a primavera e o verdo. Durante os meses de frio, pastagens secas e racdes
concentradas séo frequentemente utilizadas (BILANDZIC et al., 2010). Em amostras
de leite cru coletadas em Minas Gerais, PICININ et al. (2013) analisaram os niveis
de AFM1 em trés diferentes periodos do ano: seco (precipitacao pluviométrica de 7,9
mm e temperatura média de 19,3 °C), transicdo (100,3 mm e 20,3 °C) e chuvoso
(187,6 mm e 22,3 °C). Os autores observaram niveis de AFM1 superiores no periodo

seco (0,036 pg/L), seguido pelo periodo de transi¢do (0,017 ug/L) e periodo chuvoso
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(0,006 pg/L). Os autores justificaram as diferencas em razdo da alimentagéo
fornecida aos animais nos diferentes periodos. Durante o periodo seco, racdes
suplementares foram fornecidas para o gado em confinamento. Durante o periodo
de transicdo, o gado era mantido sob confinamento e sob pastoreio. No entanto,
durante o periodo chuvoso, quando os animais sao geralmente livres para a

pastagem, o risco de contaminacao diminuiu (PICINI et.al., 2013).

3.5.4. Aflatoxinas- Legislacao

A ocorréncia de Aflatoxina M1 no leite de vacas lactantes é uma questéo de
saude publica, pois o leite e seus derivados sdo altamente consumidos por adultos,
criancas e bebés em todo o mundo (GALLO et al.,, 2015). Devido a isto, muitos
paises regulamentaram o limite maximo permitido de Aflatoxina M1 no leite (GALLO
et al., 2015). No Brasil, o limite maximo de Aflatoxina M1 permitido segue a defini¢cao
do Mercosul, GM/RES n° 56/94, que estabelece a concentracdo maxima de 0,5
ug/L(ppb) em leite fluido, 5,0 ug/Kg (ppb) para o leite em p6 e 2,5 ug/Kg (ppb) para

queijos (BRASIL, 2002; BRASIL, 2011).

Cada pais tem tentado estabelecer limites méximos de tolerancia para a
AFML1. A Unido Européia adotou o limite de tolerancia maximo de 0,05 pg/L para o
leite fluido e 0,25 pg/Kg para queijos( EC, 2006). O regulamento técnico do
MERCOSUL sobre limites maximos de aflatoxinas em leite estabeleceu os niveis de
0,5 pg/L e 5,0 pg/kg para leite fluido e em pé e 2,5 pg/kg para queijos sendo estes
os limites internalizados pelo Brasil (BRASIL, 2011), mesmos valores adotados pelo
FDA(FDA,1996). Outros oOrgdos normativos, como Institute of Standards and
Industrial Research of Iran (ISIRI, 2002) e Turkey Food Codex também adotaram

estes mesmos valores como limites maximos aceitaveis.
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3.5.5. Aflatoxina M1 no Brasil e no mundo

Indmeras pesquisas sobre a incidéncia de aflatoxina M; em leite e produtos
lacteos ja foram realizadas no Brasil. Devido a sua grande extensao e diversidade
climatica, foram encontradas uma grande variacdo na ocorréncia (30,7 a 100 %),
assim como nos niveis de contaminacéo (0,0018 a 4,1 ug/L) (OLIVEIRA et al., 2013;
PEREIRA et al., 2015).

PEREIRA et al. (2005) detectaram AFM1 em 38 % das amostras de leite
pasteurizado com uma média de concentracdo de 0,059 ug/L, bem abaixo do limite
maximo aceitavel pela legislacdo brasileira (0,5 pg/L- BRASIL, 2011). Outro estudo
realizado por OLIVEIRA et al. (2013) demonstrou um percentual de 31 % das
amostras contaminadas, apresentando niveis entre 1,0 e 4,1 pg/L, bastante acima
do limite maximo permitido pela legislacéo brasileira.

Outros estudos no Brasil detectaram a presenca de AFM1 no leite de vaca em
95% das amostras analisadas, com variagdo de concentragao entre 0,01 a 0,2 pg/L
(SHUNDO et al., 2009); 40 % das amostras contaminadas, variacao entre 0,009 e
0,69 ug/L (JAGER et al., 2013); 24% das amostras contaminadas, com média de
0,680 pg/L (SASSAHARA et al., 2005), tendo estas amostras sido originarias de leite
de vaca das regides sul e sudeste do Brasil

Em estudos mais antigos realizados, verificou contaminacdo em duas das 38
amostras de leite cru do Estado de Minas Gerais (PRADO et al.,, 1994). Um
estudodemonstrouresultados positivos para 11 das 240 amostras de leite cru
analisadas no Estado do Rio Grande do Sul (MALLMANN et al., 1997). Em outro, foi
detectada a contaminacdo em uma das 100 amostras de leite pasteurizado e em

nove das 50 amostras de leite cru analisadas no Estado de Sdo Paulo (SABINO et
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al., 1989). Varios estudos ja foram publicados no mundo, sobre a presenca de

aflatoxina M1 em queijos, inclusive no Brasil, como pode ser observado nas tabelas

3 e 4, entretanto inexistem informacfes sobre a presenca dessa micotoxina em

derivados lacteos como queijos coloniais no Brasil, principalmente no estado do Rio

Grande do Sul.

Tabela 3: Estudos envolvendo pesquisa de AFM1 em queijos no mundo

Maior que
Referencia Ano Pais Amostras Amo-s-tra LMT* —
positiva
Ha/kg

Barrios et al. 1996 | Espanha | 35 16 (45%) -
Pietri et al. 1997 | Italia 223 219 (89%) 1 (0,5%)
Elgeberi et al. 2004 | Libano 20 15 (75%) -
Aycicek et al. 2005 | Turquia 220 202 (90%)
Oruc et al. 2006 | Turquia 57 51 (89%) 7 (12%)
Fallah et al. 2009 | iran 210 161 (76%) 51 (24%)
Amer & Ibrahim 2010 | Egito 150 50 (33%) 0
Fallah et al. 2010 | Iran 72 59 (82%) 30 (22%)
Kavi et al. 2011 | Turquia 127 36 (28%) 13 (10%)
Fallah et al. 2011 | Iran 75 49 (65%) 7 (9%)
Elkak et al. 2012 | Libano 111 75 (67%) 13 (12%)
Tavakoliet et al. 2012 | iran 50 30 (60%) 3 (6%)
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Anfossiet et al. 2013 | Italia 102 84 (83%) 1 (1%)

Santini et al. 2013 | Italia 24 10 (42%) 0

Igbal & Asi 2013 | Paquistdo | 119 93 (78%) 18 (15%)

Temomogullari et | 2014 | Turquia 50 10 (20%) 0

al.

Chavarria et al. 2015 | Costa 70 36 (52%) 10 (14%)
Rica

*= LMT: limite maximo tolerado pela Unido Europeia para AFM1 em
queijos= 0,25 pg/kg (EC, 2003).

Tabela 4: Estudos envolvendo pesquisas de AFM1 em queijos no

Brasil.
Referéncia | Ano | Amostras | Amostra positiva Malor que
LMT* - pg/kg

Sylos et al. 1996 | 36 0 0
Prado etal. |2000 |75 56 (75%) 20 (27%)
Prado etal. |2001 |23 22 (96%) 6 (26%)
Prado et al. | 2007 | 88 40 (46%) 2 (2%)
Iha et al. 2010 | 58 49 (89%) 4 (7%)
Oliveira et al. | 2011 | 24 6 (25%) 2(8%)

*=~LMT: limite maximo tolerado pela Unido Européia para AFM1 em

gueijos= 0,25 ug/kg (EC, 2003).

Como observado nas tabelas, os estudos realizados no mundo, inclusive o

Brasil, demonstram uma diversidade de valores encontrados, mas que referendam

um alto indice de contaminagdo das amostras analisadas- 20% até 90%; os indices

34



de amostras contaminadas acima do limite maximo aceitavel pela Unido Européia

também séo variaveis, abrangendo niveis de contaminacédo de 0,5 % até 27%.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Amostras de queijos

Foram analisadas amostras de 15 diferentes queijos coloniais adquiridos em
estabelecimentos comerciais as margens de rodovias da regido do vale do Taquari
(Figura 5). O periodo de coleta das amostras foi entre 0s meses de setembro de
2016 e janeiro de 2017. Somente foram consideradas amostras de queijos coloniais
produzidos pela agricultura familiar local. A quantidade de cada amostra coletada
variou entre 200 e 250 gramas, sendo as mesmas colocadas em recipiente térmico
com temperatura variando entre 5 e 8°C durante o transporte até o local das
analises. Este periodo de armazenamento ndo ultrapassou 3 horas. Ao chegar no
local das analises- Laboratorio de Imunologia da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul - as amostras foram trituradas com o

auxilio de um multiprocessador e homogeneizadas em liquidificador. Apés foram
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embaladas em recipiente plastico estéril e foram colocadas em freezer a -20°C até o

momento das analises.

DOIS LAJEADOS

ERS-130

Figura 5. Imagem destacando o Vale do Taquari e as principais rodovias da
regido. Fonte: Google Mapas - Vale do Taquari/Rodovias.

De acordo com informagOes obtidas nos locais onde os queijos foram
adquiridos, todos eles foram fabricados com leite pasteurizado e com tempo de
fabricacéo inferior a 30 dias. Todas as amostras encontravam-se sob refrigeracao a
4°C em refrigeradores comerciais ou domésticos. Os locais onde as amostras foram

obtidas encontram-se no anexo 1.

4.2. Critérios de incluséo e exclusdo da amostragem
Foram aceitas como amostras todas aquelas que seguiram 0S seguintes
critérios:

¢ Provenientes da agricultura familiar do vale do Taquari
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e Comercializadas em estabelecimentos situados as margens de
rodoviasdoVale do Taquari.

e Periodo de fabricacdo entre primavera e veréao

e Prazo de fabricacao inferior a 30 dias

e Mantidas sob refrigeracdo no momento da aquisi¢cao

e Nao ser produto industrializado

4.3. Método de deteccdo e quantificagdo da aflatoxina M1

A analisequantitativa de Alflatoxina M1 nos materiais foi realizada através do
método de ELISA.( Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), utilizando-se um
imunoensaio competitivo- AGRAQUANT AFLATOXIN M1 SENSITIVE TEST 25/500-
COKAQ7-100, Romer Labs Singapore Pte Ltda, conforme protocolo estabelecido por
ROMER LABS METHODS (2004). Este kit utiliza um principio de ELISA competitivo
gue determina quantitativamente niveis de aflatoxina M1 e é validado para amostras
de leite, leite em po e queijos.

O ensaio é um ELISAdireto competitivo, onde anticorpos anti-aflatoxina M1
estdo distribuidos na superficie de po¢cos de uma microplaca. Padrées de aflatoxina
M1 e amostras sao pipetados na placa e misturados com aflatoxina M1 conjugada
com uma enzima. Alfatoxina M1 presente nos padrdes e amostras competem com o
conjugado enzimatico (Aflatoxina M1-Peroxidase) pela ligacdo aos anticorpos anti-
aflatoxina M1 distribuidos nos pocos da placa. ApGs etapa de incubacéo e lavagem,
um substrato enzimatico é adicionado e ocorre o desenvolvimento de coloragao azul.
A intensidade de coloracdo € inversamente proporcional a concentracdo de

aflatoxina M1 presente nos padrbes e nas amostras. Apds incubacédo, um reagente
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de parada é adicionado, havendo troca de coloracdo de azul para amarelo. As

microplacas sdo medidas oticamente usando-se um leitor de microplacas com um

filtro de absorbancia de 450 nm. A densidade 6tica das amostras € comparada com

a densidade otica dos padrdes e a interpretacdo dos resultados é realizada. Todas

as etapas, desde a preparacdo das amostras até a determinacdo da concentracao

de AFM1 nas amostras seguiram rigorosamente as instru¢cdes recomendadas pelo

fabricante do kit.

4.4. Material utilizado:

4.4.1. Componentes do kit Agraquant Aflatoxin M1 Sensitive 25/500 COAK7-

100.

Microplaca de 96 pocos sensibilizada com anticorpos monoclonais anti-
AFML1.

Microplaca néo sensibilizada para utilizacdo das diluicbes de padrbes e
amostras.

Seis frascos contendo cada um padrdes de AFM1 ( 0, 25, 50, 50, 100, 200
e 500 pg/ml cada) prontos para uso.

Um frasco de 25 ml contendo conjugado AFM1- Enzima Peroxidase.

Um frasco de solugcdo cromogena de TMB pronto para uso.

Um frasco de reagente de parada, composto por acido sulfarico 0,5 N.

Um frasco contendo 25 ml de solucdo de lavagem concentrada.
Necessaria diluicdo 1 parte do tampéao para 19 partes de agua destilada.
Estabilidade por 30 dias sob refrigeragéo.

Um frasco contendo 200 de diluente de amostras.
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4.4.2. Material utilizado néo fornecido pelo fabricante do kit:

e Balanca semi-analitica (Sartorius, Brasil)

e Frascos gradudos de vidro de 100 ml (Pyrex, Brasil)

e Balbdes de vidro com capacidade para 50 ml ( Pyrex, Brasil)

e Baldo de vidro com capacidade para 1 litro (Pyrex, Brasil)

e Tubos de vidro 13x100 mm

e Agitador rotatério

e Vortex- Agitador de tubos Mod 251, Fanem (Fanem do Brasil Ltda., Sao
Paulo, SP,Brasil)

e Sistema de evaporacado com fluxo de nitrogénio

e Lavadora automatica de placas Aquaris ( Celer, MG, Brasil)

e Leitora automatica de placas Polaris ( Celer, MG, Brasil)

e Bomba de vacuo ( Nevoni,SP, Brasil)

e Diclorometano P.A (Merck)

e Metanol PA (Merck)

e N-Hexano P.A.( Merck)

e Tampéo PBS (New Prov, Brasil)

e Agua destilada ultrapura (Millipore)

e Pipeta multicanal com 8 canais Finnpipette 8-channel, Thermo Scientifc
Inc., UK)

e Pipetas monocanal de 100, 200, 500 e 1000 mcl.Finnpipette, Thermo
Scientific Inc, UK)

e Ponteiras plasticas descartaveis

e Papel de filtro Whatman n° 4 (Inlab, Brasil)

e Funis (Pyrex, Brasil)
39



e Canaletas para dispensacéo de conjugado, substrato e reativo de parada.

4.5. Preparacdo da amostra/ extracao:

Conforme instru¢des do fabricante do kit utilizado para as andlises,foram pesados
em uma balanca semi-analitica 2 g de amostra de queijo dentro de um frasco e
adicionados 40 ml de diclorometano. Foi realizada uma extragdo por 30 minutos por
agitacdo a 260 rpm em um agitador rotatério na temperatura ambiente do
laboratorio- 22° C.Em seguida, o material foi filtrado em papel filtro Whatman n° 4,
recolhida uma amostra de 5 ml em tubo de ensaio e evaporado a 60°C em um
evaporador sob fluxo de nitrogénio até secagem.

O residuo foi ressuspenso, sob agitacdo em vértex, com uma mistura de 0,5 ml de
PBS, 0,5 ml de metanol e 1,0 ml de hexano. Em um tubo de vidro, foi pipetado 0,4
ml da fase aquosa/metandlica (inferior) de cada amostra e diluidas com 0,6 ml de
solucédo diluente de amostras (fator de diluicdo 0,4).Logo a seguir, foi realizada a

quantificacdo da AFM1 pelo método de ELISA, conforme instrucdo do fabricante.

4.6. Teste de ELISA:

Todos os componentes do kit reagente foram colocados na temperatura ambiente na
bancada do laboratdrio por 30 minutos, com a finalidade de adequacao da
temperatura, conforme instrugbes do fabricante. O tampdo de lavagem foi
previamente preparado em baldo de vidro de 1 litro através da pipetagem de 50 ml
do tampéo de lavagem concentrado e completado até 1 litro com agua destilada,
estando entdo pronto para uso.

Em uma placa de diluicdo ndo sensibilizada, fornecida junto com os reagentes,
foram pipetadas, com o auxilio de uma micropipeta de 8 canais 200 pl do conjugado

pronto para uso. Apoés, utilizando uma micropipeta monocanal, foram pipetados 100
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pul dos padrbes e de cada amostra em poco correspondente contendo o
conjugado.Com o auxilio da micropipeta com 8 canais, o material pipetado foi
homogeneizado trés vezes através da aspiracdo e descarte. As ponteiras foram
trocadas e, com a mesma micropipeta, foram pipetadas na placa sensibilizada com
anti-AFM1 100 plda mistura padrdes-conjugado e amostras-conjugado. A placa foi
selada, colocada em uma camara Umida de vidro e incubada em temperatura
ambiente durante 60 minutos em repouso.

Com o auxilio de uma lavadora de Placas, previamente programada para
executar 5 ciclos de lavagem, com intervalo de repouso de 20 segundos entre cada
lavagem, a placa foi lavada e colocada invertida em papel filtro durante 1 minuto.
Mais uma aspiracdo foi feita com uma bomba de vacuopara a completa secagem
dos pocos. ApOs este procedimento, com o auxilio da pipeta multicanal, foram
dispensados 100 ul do substrato cromogénico pronto para uso dentro de cada poco,
sendo entédo a placa incubada na temperatura ambiente ao abrigo da luz durante 20
minutos. Apds, com o auxilio da mesma micropipeta multicanal, foram dispensados
100 ®I do reagente de parada. A coloracédo azul desenvolvida foi tornada amarela,
pela acidificagéo do sistema. A microplaca foi colocada em um leitor de placas e as
Densidades Oticas dos padrées e das amostras foram lidas, utilizando-se um filtro
de 450 nm de comprimento de onda e um filtro referéncia de 630 nm, conforme
programacao da leitora. Apés anotacdo de todas as densidades oOticas dos padrdes
e das amostras, foi construido um grafico DO padrdo/DO padrao 0 x 100 (percentual
de ligacdo do padrdo ao anticorpo presente na placa versus concentracdo do
padrao). O calculo do percentual de ligacdo das amostras foi realizado através do
mesmo calculo (DO amostra/DO padrdao 0 x 100), plotado no grafico a as

concentragbes de AFM1 de cada amostra foram determinadas. Apos, devido a
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diluicdo inicial efetuada apdés o0 processo de extracdo, o0s resultados foram

multiplicados pelo fator (x 8) para determinacdo da concentracdo em cada amostra,

conforme instrucdo dada pelo fabricante do kit reagente.

4.7. Controle de qualidade do kit reagente:

Lote utilizado: 710402-1502
Validade: até marco de 2018
Coeficiente de correlacéo r2= - 0,9995 ( -0,985 a -1,000)
Critério de aceitabilidade: DO padéao 0 > 0,500
Percentual de recuperacéo:
Padrao 50 ppt em triplicata: 41,4 a 54,0 ppt........... 82% a 108%
Padrao 500 ppt: em triplicata: 390,0 a 447,0 .......... 78% a 90 %
Amplitude da curva de calibracéo: 25 a 500 ppt(0,025 a 0,5 mcg/kg)
Limite minimo de detecc¢édo: 16 ppt (0,016 mcg/kg)
Acurécia (porcentagem de recuperacao) foi entre 61 e 69 % através da
utilizagéo de dois diferentes lotes de kits, com amostras em triplicata.
Precisdo (coeficiente de variacdo %) foi de 6,1 % quando  utilizada
amostra de 200 ppt em triplicata.
Reacao cruzada com outras aflatoxinas:
B1: 88 %
B2: 27 %
Gl:115%

G2:4,7%
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5. RESULTADOS

A tabela 5 apresenta os resultados de AFM1 obtidos em 15 amostras de
gueijos coloniais. Foi observado que todas as amostras apresentam contaminacgao
por AFM1 em uma faixa de 0,06 ug/kg até 0,56 pg/kg. Quatro das amostras (26,7%)
apresentam valores de AFM1 superiores a 0,25 ug/kg, valor maximo estabelecido
pela Comunidade Europeia, embora todas as amostras estejam abaixo do limite
maximo aceito para queijos no Brasil( 2,5 pg/kg). Os valores de recuperacao e
coeficiente de variacdo foram superiores a 70% e inferiores a 20% respectivamente,
estando de acordo com os valores estabelecidos pela Regulamentacdo N° 401/2006

de 23 de fevereiro de 2006 da Commission Regulation- EC (EC, 2006).
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Tabela 5: Ocorréncia de AFM1 em queijos coloniais

Niveis de AFM1
Amostra (ng/kg) CV (%)
1 0,072 2,8
20,06 2,4
3/0,80 3,0
410,06 2,4
5 0,072 2,3
6 0,068 2,7
710,560 3,8
8 0,100 2,2
90,06 2,9
10|0,08 3,1
11 0,464 4,0
12 0,04 1,9
13 0,72 1,8
14 0,076 2,5
15 0,08 2,1

Média de duplicata; Limite de detec¢do 0,016

ug/kg; Limite de quantificacdo: 0,025 pg/kg.



A incidéncia de AFM1 nos queijos coloniais analisados foi alta, conforme
demonstrado na Tabela 5, pois todas as amostras apresentaram contaminacao por
esta aflatoxina. Niveis que variaram de 0,04ug/kg a 0,09 ug/kg foram encontradas
em 10 amostras (66,7%), uma amostra apresentou niveis entre 0,1 e 0,25 ,ug/kg
(6,6%) e 4 amostras apresentaram niveis superiores a 0,25 pg/kg (26,7%). Quando
analisamos os valores em relacéo aos limites maximos estabelecidos pela
Comunidade Européia (CE, 2006), concluimos que 4 amostras apresentaram-se
improprias para o consumo humano, porém quando relacionadas aos limites
maximos estabelecidos pela legislacao brasileira, todas as amostras estariam aptas
ao consumo humano.

A figura 6 faz um resumo dos achados neste trabalho.

CONCENTRACAO DE AFM1 NOS QUEIOS

ANALISADOS (mcg/kg)
0,9 0,8
0.8 0,72
0,7
06 0,56
0,5 0,464
0,4
0,3
0,2
01 90720,06 0,06 0,0720,068 0'1 0,06 0,08 0,04 0,076 0,08
o h N n 0N

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 A1l Al12 Al13 Al4 A15

Figura 6: Resultados da avaliacdo de Aflatoxina M1 em queijos comercializados na regido
vale do Taquari - RS.

46



6. DISCUSSAO:

Em nosso trabalho, verificou-se que todas as amostras apresentavam niveis
de aflatoxina M1 que variavam de 0,04 a 0,8 pg/kg. Quatro delas (26,7%)
apresentaram niveis que excederam o limite maximo toleravel estabelecido pela
Comunidade Européia (CE,2006) que é de 0,25 pg/Kg. Quando comparadas ao
limite maximo estabelecido pela legislacdo brasileira (ANVISA,2011), nenhuma delas
excedeu aos valores estabelecidos.

De acordo com dados comparativos nos trabalhos realizados no mundo
(tabela 3), existe uma diversidade de valores encontrados, onde encontra-se valores
de aflatoxina M1 em diversos tipos de queijos oscilando entre achados de 20% até
93% de contaminacdo. Mais recentemente, em dois trabalhos realizados na
Espanha (RUBIO et al.,, 2011) e no Ird (SHARIFZADEH et al., 2017) foram
encontrados valores de aflatoxina M1 em todas as amostras pesquisadas. Quando
analisamos as amostras que excederam o limite maximo europeu, encontramos uma
variacao entre os achados de zero a 24%.

Analisando os dados comparativos entre os achados no Brasil (tabela 4),
também encontramos achados semelhantes, que apresentam uma oscilacdo de
niveis de aflatoxina M1 encontrados variando de 25 a 96%, com uma excecao aos
trabalhos de Sylos et. al. (1996) que n&o detectaram a presenca de aflatoxina M1
em nenhuma amostra analisada. Os niveis acima do limite maximo europeu
apresentaram uma positividade entre 2 e 26%.

Esta discrepancia entre o0s valores encontrados nesses trabalhos
provavelmente deve-se a metodologia empregada nas analises. Métodos utilizados,
como a Cromatografia em Camada Delgada, Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia e Imunoensaios tem sido utilizados para a execucéo destes trabalhos.
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Cada método apresenta suas particularidades, principalmente quanto a sensibilidade
minima de deteccdo. Um trabalho comparativo feito por KOS et al. (2016)
apresentou sensibilidades semelhantes entre os métodos. MWANZA et al. (2015)
também chegaram a mesma conclusdo, porém SHARTZBORD et al. (2017)
encontraram uma sensibilidade minima maior no método de ELISA quando
comparado com os demais, referendando um trabalho realizado por SCOTT(1989).
Os dados comparativos entre os métodos cromatograficos e o ELISA utilizado séo
baseados na utilizacdo de testes de ELISA de sensibilidade normal e ndo os de
ultrassensibilidade. A utilizacdo de um imunoensaio competitivo ultrassensivel, que
detecta niveis de aflatoxina M1 em partes por trilhdo leva a crer que os achados em
nosso trabalho se devem a este fato. Também ndo se pode excluir a possibilidade
de encontro de falso resultados positivos, referendados na literatura, como um fator
gue possa explicar o achado de positividade em todas as amostras analisadas.
Outro fato que justifica os achados discrepantes no Brasil e no mundo pode
ser creditado as amostras analisadas. Queijos de diferentes tipos e das mais
variadas procedéncias foram utilizados para a realizacdo dos trabalhos citados.
Foram utilizadas amostras obtidas em supermercados e mercados, ao contario das
amostras obtidas para este trabalho, o que indica que estes locais, por serem
sujeitos a uma fiscalizagcdo mais efetiva, possuem um controle maior dos queijos
comercializados ao contario das amostras deste trabalho, onde a fiscalizagéo é mais
vulneravel. A fabricacdo de diferentes tipos de queijos também pode ser um fator
que justifigue o encontro de valores tdo discrepantes. Em nosso trabalho, queijos
oriundos de pequenas propriedades da agroindustria familiar que muitas vezes
utiliza o comércio dos mesmos para sua subsisténcia, além do consumo préprio,

torna a fiscalizacdo dos Orgao sanitarios mais dificil. Recentes situacdes de
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adulteracao do leite e de queijos, exaustivamente comentadas na imprensa nacional,
nos levam a crer que a fiscalizacéo realizada nas industrias de laticinios somente é
feita em carater corretivo e ndo preventivo.

Os objetivos deste trabalho foram alcancados, visto que ndo se possui dados
na literatura nacional no que diz respeito a analise da presenca de aflatoxina M1 em
queijos coloniais feitos pelos agricultores de pequenas propriedades rurais, de
carater familiar, onde o processamento dos mesmos vai sendo passado de geracao
para geracdo. Os achados sugerem que o encontro de aflatoxina M1 em todas as
amostras, mesmo gue na sua maioria em niveis muito baixos, que uma fiscalizacéao
e orientacdo na alimentacdo do gado leiteiro devera ser efetuada, pois esta cadeia
de producdo abastece os mercados informais, principalmente em rodovias de
grande circulacdo, resultando em um alto consumo dos mesmos. Pode-se
questionar o fato de nenhuma amostra possuir niveis de aflatoxina M1 acima do
limite maximo estabelecido pela legislacdo nacional, fato que liberaria o comércio e o
consumo dos queijos coloniais, porém quatro destas amostras possuem niveis que
excedem os limites maximos estabelecidos pela Unido Européia, impedindo até que
uma possivel exportacdo dos mesmos possa ser realizada. Ressalta-se que, quanto
a possibilidade de exportacdo para paises proximos, como a Argentina ou paises
com possibilidade de alto consumo como a China, os limites estabelecido por este
dois locais (0,5 pg/kg) inviabilizaria a exportacéao de trés (20%) destas amostras.

Como fatores positivos deste trabalho podemos elencar:

1. Auséncia de trabalhos relacionados a AFM1 em queijos coloniais
2. Necessidade de uma fiscalizacdo mais efetiva

3. Orientacao aos pequenos agricultores
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4. Comprometimento do agronegocio frente a exportacéo

5. Espaco para ampliacdo da pesquisa AFM1/HBV/HCV /HCC

As limitacGes impostas a este trabalho foram em relacdo ao pequeno nimero
de amostras obtidas, além das mesmas serem originarias apenas de uma regido
gque, mesmo sendo o segundo polo leiteiro do estado do Rio Grande do Sul,
representa uma pequena amostragem. As informac6es quando a procedéncia dos
queijos, informacdo dada pelos comerciantes dos locais onde os mesmos foram
adquiridos, foram muito vagas, apenas citando o local onde os mesmos foram
produzidos, o que limitaria um rastreamento da cadeia produtiva para uma analise
completa. Outro fator limitante foi em relacdo as amostras que apresentaram niveis
muito baixos de aflatoxina M1, que ndo puderam ser confirmadas por um outro
método menos sensivel, porém com uma especificidade maior, como a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

O periodo de coleta das amostras restringiu-se ao periodo primavera-verao,
nao sendo analisadas as variagbes de concentracdo das amostras no que diz
respeito a sazonalidade.

Cabe a outros trabalhos verificar até que niveis de AFM1 s@o seguros para a
dieta alimentar dos humanos, pois os valores maximos aceitaveis por 6rgdo de
fiscalizagdo mundial sdo variaveis, indicando n&o haver realmente um valor que

garanta o consumo seguro destes alimentos
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7. CONCLUSAO

Os resultados da avaliacdo de aflatoxina M1 nos queijos analisados,
provenientes de estabelecimentos comerciais situados as margens de algumas
rodovias de grande trafegabilidade que atravessam o vale do Taquari indicam que
estes queijos, mesmo que ndo apresentem niveis de AFM1 acima do limite maximo
tolerado pela legislacdo brasileira, representam um sério risco a saude de seus
consumidores.

Os dados apresentados demonstram a necessidade de um maior controle
relacionado a aplicacdo nas boas praticas na cadeia de producdo deste produto,
desde a alimentacédo do gado leiteiro que fornece a matéria prima para a fabricacao
dos queijos até uma fiscalizacdo mais eficaz nos locais que comercializam este

material.

Outro fato relevante deste trabalho foi a comprovacao da utilizagcdo de um
imunoensaio que permita a deteccdo de niveis minimos de AFM1 em materiais onde
0 processo de extracdo pode gerar uma perda significativa da sensibilidade da
técnica, além de ser um método simples, relativamente barato e aplicAvel em

qualquer laboratdrio.
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9. ANEXOS:

1. LOCAIS DE COLETA DAS AMOSTRAS:

Amostra 1- Gléria, BR 386, Km 360, origem Marques de Souza- Produtor 1
Amostra 2- Gléria, BR 386, Km 360, origem Marques de Souza- Produtor 2
Amostra 3- Progresso, BR 386, Km 332, origem Progresso

Amostra 4- Marques de Souza, BR 386, Km 318, origem Espumoso
Amostra 5- Marques de Souza, BR 386- Km 318, origem Forqueta
Amostra 6- Marques de Souza, BR 386- Km 317, origem Marques de Souza
Amostra 7- Teutbnia, RS 128, Km 17, origem Harmonia

Amostra 8- Imigrante, RS 128, Km 25, origem Imigrante

Amostra 9- Fazenda Vilanova, BR 386, Km 295, origem Garibaldi
Amostra 10- Tabai, BR 386, Km 285- origem Paverama

Amostra 11- Tabai, BR 386, Km 284- origem Morro Azul
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Amostra 12- Tabai, BR 386, Km 284- origem Barro Vermelho
Amostra 13- Tabai, BR 386, Km 285- origem Tabai
Amostra 14- Coxilha Velha, BR 386, Km 276- origem Taquari- Produtor 1

Amostra 15- Coxilha Velha, BR 386, Km 276- origem Taquari- Produtor 2
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