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RESUMO

Titulo: Ocorréncia de aflatoxinas Bi e M1 em leite em p6 e UAT consumido em Cabo Verde

e regiao sul do Brasil
Autor: Keven David Moreira Gongalves

Orientadora: Jaqueline Garda Buffon

As aflatoxinas compdem uma importante classe de micotoxinas, devido a sua presenga
e magnitude de contaminagdo em alimentos destinados ao consumo humano e animal. A partir
da observagao de que mamiferos que consomem ragao contaminada com AFLAB; (aflatoxinas
Bi1) podem excretar AFLAM; (aflatoxinas M) em seu leite, faz-se necessdrio o
desenvolvimento de métodos seguros e confidveis para andlise e controle deste contaminante.
Neste trabalho foi validado um método para analise de AFLAM; e AFLAB; em leite UAT (ultra
alta temperatura) integral, desnatado, semidesnatado, em p6 e para uso infantil, comercializados
em Rio Grande — RS (Brasil) e na Cidade de Assomada (Cabo Verde), baseado no método de
QuEChERS e CLAE — FD (cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do de
fluorescéncia). Para quantificar os niveis de aflatoxinas nas amostras usou-se uma curva de
calibracdo na matriz, onde o efeito da matriz foi 61% e 96% para AFLAM; e AFLAB;,
respectivamente. Os LD e LQm (limite de deteccdo e quantificagdo do método) foram 0,013 e
0,043 ng mL"! para AFLAM}, 0,06 ¢ 0,10 ng mL"! para AFLAB respectivamente. Os valores
de recuperagdo para o método de extragdo das aflatoxinas foram de 100 - 105%, para AFLAM;
e 89 - 120% para AFLAB. Em seguida ao desenvolvimento e validagdo do método analitico,
foi realizado um estudo de ocorréncia de aflatoxinas em amostras de leite fluido e de leite em
p6. Um total de 112 amostras de diferentes marcas foram coletadas, sendo que as amostras de
Rio grande — RS (Brasil) foram 26 amostras de leite UAT integral, 11 de leite desnatado, 12 de
leite semidesnatado, 10 de leite em po6 integral, 3 de leite em po para uso infantil e 50 amostras
de leite em po integral, de trés marcas diferentes oriundas da cidade de Assomada (Cabo Verde).
Nas amostras de leites comercializadas na cidade de Rio Grande (RS), foi encontrada
contamina¢iio por AFLAM; em 68% das amostras em uma faixa de 0,04 — 3,67 ng mL"!, onde
42% destas amostras excederam o LMT pelo Brasil (0,5 ng mL'). Para AFLAB; verificou-se
uma contaminagio em 24% das amostras em uma faixa de concentragio de 0,1 — 0,6 ng mL™".
Para as 50 amostras de leites em p6 comercializadas em Cabo Verde os niveis de AFLAM;
determinados foram na faixa de 0,24 — 20,3 pg kg'!, onde 12% da marca I, 38% da marca II, e
83% da marca III, excederam o LMT pela ANVISA. O nivel de ingestdo diaria estimado foi de
1,7 ng kg pc! dia! e 0,6 ng kg! pc! dia! para AFLAM,; e AFLAB, nas amostras de leite
cidade de Rio Grande (RS), enquanto que nas amostras de leite da cidade de Assomada (Cabo
Verde) foi de 2,4 ng kg! pc! dia! para AFLAM,. Conclui-se que o método validado foi
adequado para determinagdo da ocorréncia das micotoxinas nas diferentes amostras e que a
incidéncia de AFLAM; no leite consumido nas duas regides € alto, merecendo uma ateng¢ao das
autoridades locais.

Palavras chave: aflatoxina M, aflatoxina B, leite, Cabo Verde, Brasil.



ABSTRACT

Title: Occurrence of aflatoxins B1 and M1 in milk powder and UAT consumed in Cape
Verde and southern Brazil
Author: Keven David Moreira Gongalves.

Advisor: Jaqueline Garda Buffon.

Aflatoxins make up an important class of mycotoxins, due to their presence and
magnitude of contamination in food destined for human and animal consumption. From the
observation that mammals that consume rations contaminated with AFLAB; (aflatoxins B1) can
excrete AFLAM; (aflatoxins M) in their milk, it is necessary to develop safe and reliable
methods for the analysis and control of this contaminant. In this work a method for the analysis
of AFLAM; and AFLAB; in UHT milk (ultra high temperature), skimmed, semi - skimmed,
powdered and for infant use was commercialized in Rio Grande - RS (Brazil) and in the City
of Assomada ), based on the method of QUEChERS and HPLC - FLD (high performance liquid
chromatography with fluorescence detection). To quantify aflatoxin levels in the samples, a
calibration curve was used in the matrix, where the matrix effect was 61% and 96% for
AFLAM; and AFLAB/, respectively. The LDm and LQm (limit of detection and quantification
of the method) were 0.013 and 0.043 ng mL™! for AFLAM, 0.06 and 0.10 ng mL™! for AFLAB;,
respectively. The recovery values for the aflatoxin extraction method were 100 - 105% for
AFLAM; and 89 - 120% for AFLAB,. After the development and validation of the analytical
method, a study of the occurrence of aflatoxins in fluid milk and powdered milk samples was
carried out. A total of 112 samples of different brands were collected, and the samples from Rio
Grande - RS (Brazil) were 26 samples of UHT whole milk, 11 of skimmed milk, 12 of semi-
skimmed milk, 10 of whole milk powder, 3 of milk powder for infant use and 50 samples of
whole milk powder from three different brands from the city of Assomada (Cape Verde). In the
samples of milks commercialized in the city of Rio Grande (RS), AFLAM; contamination was
found in 68% of the samples in a range of 0.04 - 3.67 ng mL"!, where 42% of these samples
exceeded the LMT by Brazil (0.5 ng mL™!). For AFLAB; a 24% contamination of the samples
was found in a concentration range of 0.1 - 0.6 ng mL™'. For the 50 samples of powdered milks
commercialized in Cape Verde, the levels of AFLAM| determined were in the range of 0.24 -
20.3 ug kg!, where 12% of brand I, 38% of brand II, and 83% of brand III, exceeded the LMT
by ANVISA. The estimated daily intake level was 1.7 ng kg! pc! day' and
0.6 ng kg pc! day! for AFLAM; and AFLAB; in milk samples from the city of Rio Grande
(RS), whereas in milk samples from the city of Assomada (Cape Verde) it was 2.4 ng kg! pc’!
day! for AFLAM;. It is concluded that the validated method was adequate to determine the
occurrence of mycotoxins in the different samples and that the incidence of AFLAM; in the
milk consumed in both regions is high, deserving attention of the local authorities.

Key words: Aflatoxin M, aflatoxin B, milk, Cape Verde, Brazil.
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1. INTRODUCAO

A influéncia da alimentacdo animal na composi¢ao do leite foi, e continua sendo, o
foco de muitos estudos. Quanto ao leite, este pode ter suas caracterisitcas alteradas para
melhorar o valor nutritivo e qualidade sensorial, através da alteracdo da dieta animal
(PAMQUIST et al., 1993; CASTAGNETTI et al., 2008). Este alimento fornece macro e
micronutrientes, para o crescimento, desenvolvimento e manutengdo da saude humana. Porém,
pode também ser o agente causador de diversas alteracdes fisioldgicas nos individuos que o
consomem, principalmente por ser veiculo de contaminantes ambientais e alimentares. Dentre
estes, 0s micro-organismos ¢ metabolitos secundarios, como as micotoxinas, tém destaque por
serem contaminantes dos fluidos ou dos tecidos animais, causando danos a saude,
principalmente para criangas e recém-nascidos, que sao mais susceptiveis que os adultos aos
efeitos toxicos de contaminantes, tendo destaque as aflatoxinas (KWIATKOWSKI; ALVES,
2007).

As micotoxinas sao metabolitos secundarios produzidos por espécies toxigénicas de
fungos filamentosos, causando resposta toxica quando ingeridas por seres humanos e animais.
Fusarium, Aspergillus e Penicillium, sdo os géneros fungicos mais comumente encontrados,
sendo produtores de micotoxinas em alimentos para humanos e ragdes para animais, através do
desenvolvimento de fungos pré e pds-colheita e também no armazenamento inadequado
(FLORES-FLORES et al., 2015). As micotoxinas podem entrar na cadeia alimentar humana
direta ou indiretamente. Diretamente, através do consumo de cereais e derivados, ou
indiretamente quando, por exemplo, os animais se alimentam com ragdes previamente
contaminadas excretando micotoxinas no leite, carne e ovos (MAZIERO; BERSOT, 2010).

As aflatoxinas (AFLAs) sdo metabolitos secundarios de fungos das espécies Aspergillus
flavus, A. parasiticus e A. nomius, que contaminam plantas e seus produtos. Entre os
contaminantes naturais de produtos agricolas estao as AFLAs B1 (AFLAB); B> (AFLAB»); Gy
(AFLAG)); G2 (AFLAG2). As AFLAs M; (AFLAM;) e M2 (AFLAM>) sdo metabolitos
hidroxilados das AFLAB| e AFLAB: e podem ser encontrados em produtos lacteos obtidos de
animais que ingeriram ra¢ao contaminada (CREPPY, 2002).

As AFLAs tém sido identificadas como vetores envolvidos na etiologia do cancer
hepatico no homem, como consequéncia da ingestdo de alimentos contaminados. Além disso,

a teratogénese provocada por determinadas concentragdes de AFLAs foi observada em animais,
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principalmente durante a primeira fase embriondria, causando méa formacdo do feto e
reabsor¢ao de embrides (ZHAO, et al., 2010).

A contaminac¢ao de ragdes e outros alimentos por micotoxinas pode variar de acordo
com as condigdes ambientais, (umidade, e temperatura) pelas caracteristicas da micota,
métodos de processamento, produgdo e armazenamento dos produtos. A temperatura ¢ um dos
principais fatores envolvidos nesse processo. A qualidade do leite, em relacdo aos
contaminantes toxicos, esta diretamente relacionada com o tipo e qualidade da racao destinada
ao animal (FEREIRA et al, 2009). O nivel de excre¢ao de micotoxinas no leite ¢ afetado pela
massa molar e lipofilicidade dessas. A taxa de transporte também ¢ influenciada pelo gradiente
de pH entre o plasma do sangue e leite, o que pode alterar de acordo com o estado de satide do
animal. A absor¢do de micotoxinas pela glandula mamaria pode ocorrer através de filtragdo
intercelular, difusdo passiva através da membrana celular, ou de transporte ativo, o que depende
da estrutura quimica da micotoxina, seu estado i6nico, entre outros (KALAC, 2011,
YIANNIKOURIS et al., 2002).

As AFLAs representam uma séria ameaca para a saide humana, o que causa grande
impacto na induastria de alimentagdo humana e animal. Em animais, a exposi¢ao a AFLAs
resulta em efeitos toxicos agudos, mutagénicos, carcinogénicos, teratogénicos, insuficiéncia
hepatica e reduzida ingestdo de alimentos, o que também pode explicar a redugdo na producao
de leite em bovinos leiteiros (FINK-GREMMELS, 2008). Portanto, a contaminagao por AFLAs
em leite e animais ndo ¢ apenas um problema de saide humana, mas também econdémico,
causando perdas aos agricultores devido aos efeitos adversos que causam baixa produtividade
dos animais (PEREYRA et al., 2008).

Em Cabo Verde nao existe uma produgao de leite para comercializacdo como também
ndo existe uma legislagdo para definir os limites maximos toleraveis (LMT) para AFLAs. O
leite consumido no pais é importado (Unido Europeia, Asia e América). Com isso, torna-se
necessario a avaliacdo da ocorréncia das AFLAs no leite consumido na regido para verificar o
risco de exposicdo humana a contaminacdo. Em contrapartida, o Brasil ¢ um dos maiores
produtores de leite no mundo, estando este entre os seis produtos mais importantes da
agropecuaria brasileira. O agronegocio do leite desempenha um papel relevante no suprimento
de alimentos, na geragao de emprego e renda para a populacao (IBGE, 2017). Por estes motivos,
a contaminacao por AFLAs em leite ¢ um fato que vem gerando grande preocupacao para os
orgdos reguladores, devido a exposi¢do humana pela ingestdo didria dos diferentes tipos de

leite, bem como de produtos a base dele. Portanto estabelecer um procedimento confiavel para
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determinar a ocorréncia das aflatoxinas em leite e estimar o risco de ingestao ¢ a primeira etapa

para tomada de medidas efetivas de prevenir danos a satide humana.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral
Estudar a ocorréncia de AFLAB; e AFLAM; em amostras de leite comercializadas na

regido sul do Brasil e na cidade de Assomada em Cabo Verde.

2.2. Especificos

e Comparar os métodos de extragao de AFLAB1 e AFLAM; em leite citados na literatura

em termos de recuperacdo dos analitos;

Validar um método para extragdo de AFLAB1 e AFLAM; no leite fluido e em po;

Aplicar o método validado para extragdo de AFLAB1 ¢ AFLAM; em amostras de leite

consumido na regido sul do Brasil e cidade de Assomada em Cabo Verde;

Estimar o risco da exposi¢do humana a contaminagdo das aflatoxinas através da
avaliagdo de ingestdo didria toleravel para a regido sul do Brasil e para a cidade de

Assomada em Cabo Verde;

Disponibilizar os dados para 6rgaos regulamentadores do Brasil e de Cabo Verde para

subsidiar a fiscalizagdo e implementacao de legislagdo com limites maximos tolerados.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Leite

A domesticacdo de animais como os bovinos tem desempenhado um papel fundamental
no desenvolvimento das civilizacdes humanas. Estes tornoram-se o principal animal na
producao leiteira (FAQO, 2013). O leite bovino ¢ o principal tipo de leite utilizado para consumo
humano correspondendo a 85% da producdo mundial de leite, seguido de leite de bufala com
11%, o leite caprina com 2%, leite ovino com 1% e leite de camelo 0,4%. A parte restante ¢
produzida por outras espécies lacteas (FAO, 2015). O leite além de ser uma fonte vital de
nutricdo para as pessoas, apresenta oportunidades de subsisténcia para agricultores,
processadores, comerciantes e outras partes interessadas na cadeia de valor dos produtos
lacteos. Para conseguir isso, os consumidores, a industria e os governos precisam de
informacodes atualizadas sobre como o leite pode contribuir para a nutricdo humana e como o
desenvolvimento da industria lactea pode contribuir para garantir a seguranga alimentar e
diminuir a pobreza.

Nos paises desenvolvidos, a producao de leite da espécie bovina estd diminuindo,
juntamente com o nimero de operacdes leiteiras e animais, mas a produtividade por animal esta
aumentando, enquanto que nos paises em desenvolvimento, a producdo estd aumentando,
juntamente com o numero de espécie bovinas em lactacdo. Os rendimentos médios do leite
variam muito entre os paises, principalmente devido as diferengas nos sistemas de produgao
(nutri¢do animal, racas). Em paises como o Afeganistdo, Bangladesh, Etiopia e Nigéria, o
rendimento médio do leite de gado ¢ < 500 kg / ano. Porém, paises com setores de lacteos em
desenvolvimento, como a Republica Islamica do Ira, Peru e Vietnd, o rendimento médio do
leite de gado é > 2 000 kg / ano. Em grande parte da Asia, o leite esta se tornando o principal
produto da produgdo de gado, sendo que os principais produtores de leite da espécie bovina sdo
os Estados Unidos da América, India e China. Os paises com maior nimero de gado leiteiro
sdo a India, Brasil, China, Etiopia e Paquistio (FAO, 2018).

A produgdo de leite no Brasil ocorre em praticamente todo seu territorio, € as muitas
condig¢des climaticas exigem dos produtores adaptacdo da atividade conforme as peculiaridades
de cada regido. Por isso, a producdo de leite no Pais ¢ bastante heterogénea, bem como as
carateristicas dos produtores e de suas propriedades (MAPA, 2017). O Brasil foi o quinto maior
produtor mundial de leite em 2016 com uma produgdo de 23 bilhdes de litros, num ranking

liderado por Estados Unidos (CONAB, 2016; EMBRAPA, 2017). No 3° trimestre de 2017, a
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produgdo de leite bovino cru no Brasil, feita pelos estabelecimentos que atuam sob algum tipo
de inspecdo sanitdria (Federal, Estadual ou Municipal) foi de 6,16 bilhdes de litros, onde os
aumentos mais intenso de producao foram em Santa Catarina (+122,75 milhdes de litros), Rio
Grande do Sul (+71,44 milhdes de litros), Sao Paulo (+64,44 milhdes de litros) e Goias (+31,03
milhdes de litros). No ranking da producdo nacional, Minas Gerais continua liderando a
produgdo de leite, com 24,2% da produ¢ao nacional, seguido por Rio Grande do Sul (15,5%) e
Santa Catarina (13,2%), que no 3° trimestre de 2017 ultrapassou Sao Paulo e Parand (IBGE,
2017).

Milhares de pessoas em todo o mundo consomem leite bovino todos os dias, onde o
consumo mundial em 2016, foi de 115 kg / per capita, e a produgao foi de aproximandamente
650 milhoes de toneladas (IDF, 2017). O consumo per capita de leite €; alto (> 150 kg / habitante
/ ano) na Argentina, Arménia, Australia, Costa Rica, Europa, Israel, Quirguistdo, América do
Norte e Paquistio; médio (30 a 150 kg / capita / ano) na India, Republica Islamica do Ird, Japdo,

Quénia, México, Mongoblia, Nova Zelandia, Africa do Norte e do Sul, a maioria do Oriente

Proximo e a maior parte da América Latina e Caribe; baixo (< 30 kg / habitante / ano) no Vietna,
no Senegal, na maior parte da Africa Central e na maior parte do Leste e Sudeste Asiatico (FAO,
2018). A Asia ¢ o continente com maior produgdo de leite de gado com 30% da produgio
mundial seguido dd Unido Europeia (28 paises) com 24%, América do Norte ¢ Central com
18%, América do Sul e os restantes dos paises Europeus com 9%, ¢ por fim a Africa e Oceania
com 5% (IDF, 2017).

O consumo do leite no Brasil no ano de 2016 foi de 175,9 litros per capita (CONAB,
2017). Segundo a USDA (2016), o Brasil foi o quarto pais que mais produziu leite em po
integral no ano de 2016 com 12,6% da producao mundial, num “ranking” liderado pela China
com 30% da producdo mundial. Porém o Brasil ¢ o segundo pais que mais se consome leite em
p6 integral com 16,1% do consumo mundial também num “ranking” liderado pela China com
47,2% do consumo mundial.

Em Cabo Verde estudo relata que o consumo do leite tem aumentado nos Gltimos anos
de acordo com o aumento do rendimento familiar. O estudo se refere apenas a ingestao do leite
na sua forma liquida e sugere um maior consumo do leite em p6 reconstituido pela populacao
em comparagao com o consumo do leite UAT. No entanto, real¢ca que atualmente esta situagao
tende a se inverter, especialmente nas familias com maiores rendimentos. De acordo com os
dados da importagdo da Direcdo das Alfandegas de Cabo Verde (DGAIf), no ano de 2016 e
inicio de 2017, 4.956.509 kg de leite em pd entraram no pais e ainda, cerca de 868.315 kg de
queijo e 2.314.399 kg de iogurte e outros produtos lacteos foram importados em 2016. No que
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tange a producdo nacional, o relatério de estimativa da producdo agropecuaria do ano de 2014
do Ministério de Agricultura ¢ Ambiente (MAA), indicou uma produ¢do média de
aproximadamente 11.159.131 litros de leite disponivel para o consumo humano, provenientes
das espécies bovina (31%) e caprina (69%) (ARFA, 2017).

Geralmente, o leite produzido em Cabo Verde é consumido cru, ou seja, sem passar por
nenhum tipo de tratamento prévio que visa diminuir o nivel de contaminantes iniciais, em
especial os microbioldgicos. Este cenario tem merecido especial atencao das autoridades
sanitarias do pais, nomeadamente da agéncia de Regulagdo e Supervisao dos Produtos
Farmacéuticos e Alimentares (ARFA), uma vez que o leite um produto de origem animal, pode
estar contaminado com micro-organismos patogénicos tais como: estirpes entorotoxigénica de
E.coli, Shigella, Campylobacter, Staphylococcus, Salmonella spp., Micobacteriumbovis,
Brucellaabortus, Mycobacterium tuberculosis, causadores de diversas doengas em humanos. O
habito de se consumir leite cru impde que sejam considerados maiores cuidados ndo s6 com o
leite como produto final, como também exige um controle mais efetivo dos animais produtores
do leite, devendo garantir a sanidade dos mesmos (ARFA, 2017).

O leite ¢ considerado um alimento completo, composto por uma mistura de nutrientes
essenciais para a alimentagdo, como agua (87,3%), proteinas de alto valor bioldgico (3,3 a
3,5%), carboidratos (4,9%), lipidios (3,5 a 3,8%), minerais (0,7%) e vitaminas, que juntos,
fornecem elementos importantes & manutencdo da satide (SGARBIERI, 2005). Segundo a
FAOSTAT (2012), o leite apresenta em média 134 kcal de energia, 8 g de proteina e 7,3 g de
gordura per capita por dia.

O leite ¢ a melhor fonte de calcio para o organismo. Este mineral apresenta
importancia na formacdo de ossos e dentes, na coagulacdo sanguinea e na regulacdo dos
batimentos cardiacos. Sua caréncia provoca o raquitismo (fragilidade dos ossos), ocasionando
fraturas com maior facilidade. Além disso, as proteinas do leite sdo completas, propiciando a
formagdo e manutencdo dos tecidos, balanceadas com vitamina A, Bi, B> e minerais que
favorecem o crescimento ¢ a manutencao de uma vida saudavel. Possui elevado teor de fosforo,
cerca de 960 mg L', que também ajuda na formagio dos ossos. Dois copos diarios de leite
atendem quase na totalidade a recomendacao, por exemplo, de manganés, nutriente importante
no aproveitamento das gorduras e no funcionamento do cérebro (EMBRAPA, 2011). Os leites
processados sdo diferenciados e definidos de acordo com o processo térmico ao qual sdao
submetidos, podendo ser classificados como leite cru refrigerado, leite pasteurizado, leite Ultra
Alta Temperatura (UAT) ou Ultra High Temperature (UHT, como ¢ mais conhecido), e leite
em p6 (BRASIL, 2011).
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3.2. Aflatoxinas

As micotoxinas sao metabolitos secundarios fingicos que exibem efeitos toxicos tanto
em seres humanos como em animais. Quando ingeridas, inaladas ou absorvidas causam efeitos
imudepressivos, doenca ou morte em humanos e animais (BANKOLE; ADEBANIJO, 2003).
Estas toxinas sdo de ocorréncia mundial, porém predominam em climas tropicais e subtropicais,
nos quais o desenvolvimento fungico ¢ favorecido pelas condi¢gdes ambientais, como umidade
e temperatura (LILLEJOH, 1991). Embora mais de 400 moléculas diferentes tenham sido
descritas, apenas cerca de 20 micotoxinas sdo consideradas de importancia econdmica, devido
aos seus niveis de contaminacdo em alimentos e produtos para alimentacdo animal. Os fungos
micotoxigénicos sdo patogenos (por exemplo, espécies de Fusarium), patdgenos secundarios
ou saprofitos e colonizadores secundarios efetivos (por exemplo, espécies de Aspergillus
e Penicillium) de uma variedade de cereais, nozes, frutas, café e cacau (MOHALE, 2017).

A micotoxicose ¢ a consequéncia ou efeito (doenga ou anormalidade patologica) de
ingestdo de alimentos contaminados com micotoxinas por homens e animais. Pode também
resultar indiretamente do consumo de produtos animais expostos a contaminagdo por
alimentagdo, como o leite (BANKOLE; ADEBANJO, 2003). O estudo cientifico das
micotoxinas comec¢ou em 1960, quando um grande niimero de aves morreu na Inglaterra devido
ao consumo de farinha de amendoim contaminada importada do Brasil. Um fungo toxigénico
identificado como Aspergillus flavus foi isolado dos amendoins e o composto toxico foi
denominado aflatoxina, que significa “A. flavustoxins” (BLOUNT, 1961).

O geénero Aspergillus, um membro do Phylum ascomycota, inclui mais de 185
espécies conhecidas. Cerca de 20 delas foram relatadas como prejudiciais em seres humanos e
animais. As espécies mais prejudiciais desse género sao 4. flavus, ao lado de A. fumigatus, este
¢ o segundo mais comumente causador de aspergilose invasiva e nao-invasiva em humanos e
animais (DENNING, 1998). Na natureza, A. flavus ¢ uma das espécies fungicas mais
abundantes, e com uma distribuicdo ampla no solo, além da possibilidade de ser encontrada em
qualquer lugar da terra. A. flavus € um fungo saprofitico capaz de sobreviver em muitas fontes
organicas de nutrientes, como folhas de arvores, madeira em decomposicao, forragem animal,
algodao, pilhas de adubo, cadaveres mortos e carcacas de animais, ao ar livre e ambiente de ar
interior (sistema de ventilacdo do ar), graos armazenados € mesmo em pacientes humanos e
animais (KLICH, 1998).

O A. flavus pode crescer em uma ampla faixa de temperatura, de 12 - 48 °C. A sua

tolerancia ao calor contribui para a sua patogenicidade em humanos e outros animais de sangue
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quente (JIUJIANG, 2005). As AFLAs sdo um grupo de micotoxinas produzidas principalmente
por algumas espécies de Aspergillus, nomeadamente, A. flavus, A. parasiticus € A. nomius.
Como caracteristica biossintética A. flavus que s6 produz AFLAs B, enquanto A4. parasiticus
produz AFLAs B e G. A biossintese de AFLAs depende dos alimentos em que ocorreu a
proliferacdo fungica, das condi¢des de calor e umidade durante o crescimento, colheita e
armazenamento das culturas (ARDIC, 2009; CREPPY, 2002).

Dentre as micotoxinas ja identificadas, as AFLAs sdo as que podem causar maiores
danos aos seres humanos e animais, pela sua alta toxicidade e ampla ocorréncia, possuindo
propriedades carcinogénicas, mutagénicas, teratogénicas e imunossupressoras. O figado é o
orgao alvo para esses compostos (BIEHL; BUCK, 1987).

Os fatores de maior influéncia na multiplicacdo fingica e a producdo de AFLAs sdo: a
umidade relativa, 88 a 95% (PARK & LIANG, 1993), e a temperatura de 25 a 27 °C,
temperaturas essas diferentes das temperaturas necessarias para a multiplicagdo do micro-
organismo, 36 a 38 °C (ABBAS, 2005). Outros fatores que podem ainda influenciar a produgao
de AFLAs sdo: composi¢do do substrato, pH, atmosfera (teor de oxigénio e de didxido de
carbono), competicdo microbiana, danos mecéanicos, linhagem do fungo contaminante e
estresse da planta (GONCALEZ, PINTO, & FELICIO, 2001).

Em estado puro, as AFLAs sdo extremamente estaveis a altas temperaturas (> 200 °C)
e ndo sdo afetadas pelo frio. Sdo soltiveis em solventes como cloroféormio, benzeno, metanol e
etanol. Além disso, sdo incolores, inodoras ¢ nao alteram o sabor dos alimentos
(KWIATKWISKI & ALVES, 2002). Os fatores de maior influéncia na multiplicacdo fingica
e a produgdo de AFLAs sdo: a umidade relativa, 88 a 95% (PARK & LIANG, 1993), ¢ a
temperatura de 25 a 27 °C, temperaturas essas diferentes das temperaturas necessarias para a
multiplicagdo do micro-organismo, 36 a 38 °C (ABBAS, 2005). Outros fatores que podem
ainda influenciar a produ¢do de AFLAs sdo: composi¢ao do substrato, pH, atmosfera (teor de
oxigénio e de dioxido de carbono), competicdo microbiana, danos mecanicos, linhagem do
fungo contaminante e estresse da planta (GONCALEZ, PINTO, & FELICIO, 2001).

As principais AFLAs s3o divididas nos grupos B e G, que se referem as suas
propriedades de fluorescéncia. Sob luz ultravioleta de ondas longas, as AFLAs B1 (AFLAB)) e
B> (AFLAB») apresentam fluorescéncia azul e as AFLAs Gi (AFLAG:) e G2 (AFLAG,)
apresentam fluorescéncia verde. Os numeros 1 e 2 designam a mobilidade cromatografica, ou
fator de refracdo (Rf) dos compostos em CCD (cromatografia em camada delgada) (BRAGA,
CARDOSO; MACEDO, 2002). As AFLAs do grupo B possuem um anel ciclopentona e as do

grupo G, uma lactona insaturada (Figura 1). Essas micotoxinas sdo substiancias que possuem



22

baixa massa molar, estdo em grande parte relacionadas com produtos alimentares produzidos
nos trépicos timidos e subtropicais, como os cereais (milho, sorgo, arroz e trigo), oleaginosas
(amendoim, soja, girassol e algodao), especiarias (pimenta, agafrao, coentro e gengibre), frutos
de casca rijada (améndoas, castanha do Brasil, pistache, nozes e coco), ¢ leite
(KWIATKOWSKI & ALVES, 2007). Entre as AFLAs (B1, B2, Gi, G2, M1 e M), a AFLAB; ¢
a mais comumente detectada em alimentos além de ser considerada o agente cancerigeno de

maior potencial toxico por sua associagdo com o carcinoma hepatocelular (cancer de figado)

(BHATNAGAR-MATHUR, 2015).

Figura 1- Estruturas quimicas das aflatoxinas Bi, B2, Gi, G2 € M.

CH3
Adaptado de NONES, 2010.

3.3. Biotransformacao da aflatoxina B1

As AFLAs sdo absorvidas no trato gastrointestinal e transformadas primariamente no
figado, por enzimas microssomais do sistema de func¢des oxidases mistas (BIEHL & BUCK,
1987). Estas enzimas, pertencentes a superfamilia de enzimas do citocromo P-450, constituem
parte do processo de detoxificagdo de uma ampla variedade de xenobidticos no organismo

(FORRESTER, 1990). A transformag¢dao da AFLAB, particularmente, tem sido estudada com
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maior interesse, uma vez que possui estreita relagdo com seus mecanismos de acdo toxica.
Existe consenso, entre grande numero de especialistas, de que a AFLAB; ¢, na realidade, um
pro-carcindgeno, o qual requer ativacdo metabodlica para manifestar seus efeitos toxicos. A
forma ativada da AFLAB; ¢ o composto identificado como 8,9-6xido de AFLAB;, ou
AFLAB ep6xido (anteriormente denominado AFLAB-2,3 ep6xido), originado da epoxidacao
da dupla ligacdo do éter vinilico, presente na estrutura bi-furanoide da molécula de AFLAB; (
BIEHL & BUCK, 1987).

Este composto ¢ altamente eletrofilico e capaz de reagir rapidamente, ligacdes
covalentes, com sitios nucleofilicos de macromoléculas, como acido desoxirribonucleico
(DNA), acido ribonucleico (RNA) e proteinas. Estas ligacdes determinam a formagdo de
adutos, os quais representam a lesdo bioquimica primdria produzida pelas AFLAs (HSIEH &
ATKINSON, 1991). A AFLAB-epoxido pode também ser conjugada enzimaticamente com
glutationa reduzida, através de glutationa-S-transferase, constituindo importante via de
detoxificagdo deste composto (HAYES et al., 1991). A ligagdo da AFLAB;-ep6xido com o
DNA modifica a sua estrutura e, consequentemente, a sua atividade biologica, originando assim
os mecanismos basicos dos efeitos mutagénicos e carcinogénicos da AFLAB;. A formacao de
adutos ocorre pela ligagdo com guaninas da molécula de DNA, na posi¢ao N7, ao nivel do codon
249, do gene supressor de tumores p53. A ocorréncia deste tipo de alteragdo € caracteristica de
varios carcinomas no homem, sobretudo o hepatico (BRESSAC, 1991).

Estudos efetuados em figados de ratos demonstraram que os adutos AFLAB;-N7-
guanina podem ser retirados apds a sua formagao, deixando sitios purinicos na molécula de
DNA. Os sitios vagos e estes tendem a ser preenchidos com adenina, resultando em transversao
de guanina para timina, o que origina um ponto de mutagdo bastante significativo. Os adutos
de DNA, depois de sofrerem depurinacdo espontanea, podem ser conjugados e excretados,
sobretudo através da urina (GROOPMAN, et al., 1992). O processo de carcinogénese,
fundamentado em trabalhos experimentais, envolve, geralmente, duas fases distintas, a
iniciagdo e a promocao do cancer. A fase de iniciagdo ¢ resultante de alteragcdes mutagénicas
nas células, ao passo que a de promocdo relaciona-se com a expressdo fenotipica das
modificacdes ocorridas na primeira fase. Neste contexto, as mutagdes determinadas pelas
AFLAs representam alteracdes genéticas permanentes nas c€lulas afetadas, o que possibilita a
iniciagdo do processo cancerigeno (HARRIS, 1991).

Os adutos de RNA e de proteinas determinam lesdes bioquimicas, as quais devem,
provavelmente, estar envolvidas com os mecanismos de toxicidade aguda da AFLAB:, dado

que conduz a morte celular pela inativagdo de macromoléculas essenciais as células. A
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formagao destes adutos inicia-se com a hidrélise da AFLAB;i-epéxido para produzir 8,9-
dihidro-8,9-dihidroxi-B; (ou Bi-diol), o qual reage com amino-grupos primarios de proteinas,
originando bases de Schiff. Os principais adutos de proteinas sao formados com albumina,
durante a sua sintese nos hepatdcitos. Além da epoxidagdo, a biotransformagao primaria da
AFLAB; inclui a hidroxilagdo, para formar as AFLAs M1, Qi1 e Baa; e, O-demetilagdo, para
formar AFLAP;. Todos estes compostos contém o grupo hidroxila na molécula, o que permite
a conjugagao com acido glicurénico ou sulfatos. Consequentemente sdo bastante soltiveis em
agua, possibilitando sua rapida excrecao através do leite, urina ou bile e, em seguida, nas fezes.
Este fato sugere que a formacdo destes derivados pode constituir parte do processo de
detoxificagdo da AFLAB;, embora alguns produtos, como a AFLAM;, apresentem, também,
toxicidade apreciavel em modelos experimentais (BUSBY, 1984).

Diversos autores consideram que a poténcia dos efeitos da AFLAB1, bem como de seus
derivados, sobre células ou organismos, depende, entre outros fatores, do balanco integrado
entre as multiplas vias, tanto de ativagdo metabolica, quanto de detoxificagdo. Os padrdes de
biotransformacao da AFLAB; variam consideravelmente entre as espécies animais, € mesmo
entre individuos da mesma espécie, o que poderia justificar os diferentes graus de

susceptibilidade a AFLAB; observados em cada uma delas (McLEAN, 1995).
3.4. Aflatoxina M1

A introdu¢do da AFLAM; na dieta humana ocorre principalmente pela ingestdo de
leite bovino. Esta associacao € uma preocupagao global porque o leite ¢ um alimento importante
para adultos e especialmente para criancas, que sdo os maiores consumidores e sdo mais
susceptiveis aos efeitos adversos de micotoxinas. Tanto a AFLAB; como a AFLAM; sdo
compostos cancerigenos, a AFLAM; € o metabolito secundario toéxico que ¢ segregado no leite.
AFLAM; ¢ uma AFLA muito estavel na qual nem armazenamento, processamento, como
pasteurizagdo, autoclave ou outros métodos utilizados na producdo de leite, destrdi a toxina
(ZHENG, et al., 2013).

A AFLAM; possui alta atividade genotdxica, embora seja aproximadamente
10 vezes menos carcinogénica que a AFLAB;. Segundo IARC (2002), a AFLAM; esta
classificada no grupo 1 possivelmente carcinogénica para humanos, tendo a Organizagao
Mundial de Satde recomendado a reducdao dos niveis de AFLAM; ao minimo em leite e
derivados, de modo a minimizar o risco potencial que representa. Os efeitos toxicos e
carcinogénicos tém sido extensivamente demonstrados em diversas espécies, sobretudo em

animais jovens. H4, portanto, grande preocupagdo com relacdo a satde das criangas, devido
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ao consumo de leite e produtos derivados, devido a seu baixo peso corpdéreo e sua maior
suscetibilidade as AFLAs (IARC, 2002).

Os estudos mostraram que existe uma relacao linear entre o conteudo de AFLAM| no
leite e o consumo de AFLAB; através de alimentos para animais e 0,5 4 6% de AFLAB; ¢
convertido em AFLAM;. Apds a ingestio de AFLAB; em animais em lactagdo, AFLAM;
aparece no leite em até 12 - 24 h, no entanto, seu nivel alcancado poder ser indetectavel dentro
de 72 h, quando a ra¢ao contaminada for interrompida (GONZALEZ, 2008).

Estudos sugerem que a AFLAM); esta associada a fragdo proteica do leite (caseina)
(TANGO, 1974), ficando nela retida apds o tratamento térmico e nos produtos derivados. Sendo
a AFLAM, insoluvel na gordura do leite, na fabricacdo de produtos derivados, a desnatagdo
afeta a distribuicdo da micotoxinas no produto final, ficando a maior parte da AFLAM; retida
na fracdo desnatada (BAKIRCI, 2001). Para evitar ou minimizar a exposicdo de AFLAM; em

leite e produtos lacteos, mais de sessenta paises estabeleceram niveis maximos admissiveis.

3.4.1. Legislagdo

Virios paises possuem regulamento para controlar os niveis de AFLAB; em racdes e
propdem limite maximo tolerado (LMT) de AFLAM;| em leite e derivados para reduzir os riscos
(CAMPAGNOLLO, et al., 2016), independentemente da produgdo do leite no Pais, como

descritos na Tabela 1.
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Tabela 1 - Legislacao internacional para AFLAM; em leite e derivados lacteos para

consumo humano.

Pais P.L(t) Leite Derivados de leite
(ng mL) (ng mL")
Argentina 10.192 0,05%* 0,05 (leite em po)**
Alemanha 32.676 0,05 -
Bulgaria 1.019 0,5 0,1 (leite em po); 0 (Leite
em po para dietas e alimentos
infantis)
Brasil 34.781 0,5 2,5 (queijo); 5,0 (leite em po)**;
China 36.020 0,5 0,5 (produtos lacteos)
Egito 4.575 0 0
EUA 98.339 0,5 -
Franca 25.197 0,05; 0,03 (para 0,03 (leite em po)**
criangas < 3 anos)
Honduras - 0,05 0,25 (queijo)
Nigéria - 1 -
Reptblica 3.074 0,5 0,1 (alimentos infantis a base de
Tcheca leite)”
Roménia 4.303 0 -
Suica 3.993 0,05 0,025 (soro de leite); 0,25
(queijo); 0,02 (manteiga) 0,1
(leite em po)**
Turquia 16.786 0,05 0,25 (queijo)
Unido Europeia 152.500 0,05%* 0,05%**
Uruguai 2.154 0,5 0,5 (produtos lacteos)

*LMT para AFLAB; e AFLAM;; ** - (ug / kg); P.L — produgdo de leite de vaca no ano de 2016; t — tonelada;

3.4.2. Ocorréncia de AFLAM; em leite

Fonte: (EMBRAPA, 2005; CDIC, 2016; BRASIL, 2011).

A ocorréncia de AFLAM; j4 foi relatada em diversas localidades (Tabela 2), com muitos

dos estudos elevando a preocupag¢do quanto aos niveis de contamina¢do por AFLAM;, por

estarem acima dos LMTs estabelecidos pela legislagdo da Unido Europeia (UE) e pelos paises

do MERCOSUL.
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Tabela 2 - Ocorréncia de contaminagao por AFLAs em leite bovino.

Pais Leite Frequéncia (%) Min-Max Referéncia
(ng mL™)
Brasil Cru (11/40)* 292 SCAGLIONI et
Pasteurizado (16/40) 42° ; (23/40) 58° (0,7 -1,5) al., 2014
Concentrado (26/40) 67° (>0.5)
UAT (5/40) 13°; (26/40)67*
Em p6 (0/40)>°
UAT (136/152) 90* 0.018 - 0.08 SILVA etal., 2015
UAT (171/229) 75% (0,3 - 4,62); BECKER-
(58/229) 12° (1,39 - 14,11) ALGERI, 2016
Pasteurizado (26/30) 87° 0,009 — 0,437 ILHA, 2013
UAT (13/17) 76 0,008 — 0,215
¢/ aditivos (13/17) 76 0,009 - 0,061
Em po (12/12) 100* 0,020 — 0,760
Infantil 0/7)0 -
Cru (26/65) 40° 0,009 — 0,069 JADER, 2013
Em P6 (2/4) 50 0,500 - 0,810
UAT (23/75) 30,7 1,0-4,1 OLIVEIRA, 2013
China UAT (84/153) 54,9* 0.006-0,160 ZENG et al., 2013
Pasteurizado (25/26) 96,2* 0.023-0.154
Sérvia Cru (40/40) 100* 0,08-1,2 KOS, 2014
Pasteurizado (35/36) 97,22 0,06-1,2
UAT (69/70) 98,52 0,02-0,41
Organico (6/6) 100* 0,01 -0,08
Irad Pasteurizado (76/76) 100* 0,0117-0,106 MOHAMMADI,
2015
Bosnia Cru (214/496) 43* 0,003 -0,0214  BILANDZIC, et
UAT 282/496) 57* 0,0014 — 0,06 al., 2016
México Humano (99/112) 89* 0,003 - 0,034 CORNELIO et al.,
2016
Jordania  Pasteurizado (5/60) 8° (<2,2)° HERZALLAH,
2009)
Egito nr (3/15) 20? 5-8 EL-SAYED, 2000
Nigeria Cru (3/22) 15* 0,2-0,4 ATANDA, 2007
Quénia Pasteurizado (473/613) 77* 0,005-0,7 KANGETHE, 2009
UAT
Portugal  Pasteurizado e (11/40) 27,52 0,007 — 0,07 DUARTE, et al.,

UAT

2013
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Pais Leite Frequéncia (%) Min-Max Referéncia
(ngLY
Marrocos Pasteurizado (54/61) 88,8 0,001 -0,117 ZINEDINE, 2007
Croacia Cru (10/543) 2° 0,006 — 0,027 BILANDZIC et al.,
2010
Tailandia Cru (240/240) 100* 0,05 -0,101 RUANGWISES,
2010
Taiwan Pasteurizado (54/61) 88,8* 0,001 - 0,117 LIN et al., 2004

AFLAM,*; AFLAB," ;nr - ndo reportado; * — amostra contaminada / amostra total.

Dados coletados a partir de estudos realizados nos ultimos anos evidenciam que a
incidéncia da AFLAM1 em amostras de leite e derivados lacteos ¢ relativamente menor em
paises da Europa (Portugal, Espanha, Bésnia e Crodcia), independentemente do tipo de amostra.
Em contrapartida, em estudos realizados em paises asiaticos como China, Tailandia e Taiwan
foi frequentemente observado a ocorréncia de AFLAs em até 100% das amostras. No Brasil,
devido a sua grande extensdo, existem diferengas no clima e na producdo de leite e seus
derivados, os resultados geralmente variam quanto a porcentagem de ocorréncia da micotoxinas

(12 a 100%) e quanto aos niveis de contaminaco encontrados (0,008 a 14,11 ng mL™).
3.4.3. Efeitos do processamento do leite na concentragdo de AFLAM;

O leite ¢ um alimento nutritivo importante, mas tem uma curta vida util, exigindo uma
manipulacdo rigorosa para evitar sua deteriora¢do e transmissao de doengas aos consumidores.
O processamento do leite garante a sua conservacao por dias ou mais tempo dependendo do
tipo de tratamento (refrigeracdo, aquecimento, fermentacdo, etc.), além da producdo de
diferentes produtos que sdo apreciados por consumidores, como queijos, iogurtes € manteiga.
Laticinios diferem significativamente entre os paises, dependendo dos habitos alimentares e
tradigdo, tecnologias acessiveis para processamento de leite, exigéncia do mercado e status
social e cultural (CAMPADNOLLO, 2016).

A pasteurizagdo do leite, de forma sistematica e obrigatoria, contribui e reforca a
seguranca no aspecto sanitdrio, sendo um importante recurso industrial, uma vez que
praticamente a totalidade dos patdgenos ndo resiste ao bindmio tempo - temperatura a que esta
¢ processada, podendo ser lenta (63 °C /30 min), rapida (72 °C/ 15 s) ou Ultra Alta Temperatura
(UAT —-140a 150 °C /2 a4 s) (PRATA, 2001).

O leite quando passa por um processo UAT torna-se um produto de coloragdo mais
branca, este efeito Optico esta relacionado com a desnaturagdo das proteinas do soro e sua
agregacao com as caseinas, mas em parte também com a homogeneizagao da gordura. O valor

nutritivo das proteinas pode ser reduzido durante o aquecimento devido a perda de lisina
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disponivel, isso ocorre durante a reacdo de Maillard (reagdo quimica entre
um aminoacido ou proteina e um carboidrato redutor) com a formagdo do complexo lisina-
alanina. As proteinas do soro desnaturam-se durante os processos UAT, em quantidade que
depende das condigdes tempo / temperatura, tendo pouca influéncia no valor nutritivo. Contudo,
a desnaturacao das proteinas do soro, implica em mudangas muito importantes nas propriedades
tecnologicas, como a diminui¢do da velocidade de coagulacio pela quimosina e outras enzimas
coagulantes. Esse fenomeno se deve a interagdo entre a B-lactoglobulina e as caseinas, em
particular com a k-caseina (FOX, 1994).

O leite em p6 € um derivado do leite natural, obtido pela desidratagdo do leite. A agua,
que ¢ o maior componente do leite “in natura”, aproximadamente 87,5%, ¢ eliminada através
de um processo que envolve operagdes unitdrias, evaporacdo e secagem por pulverizacao
(atomizacdo, nebulizagdo), restando o extrato seco do leite e uma pequena quantidade de agua.
Este processo ¢ realizado sob pressao reduzida em baixa temperatura. O leite em pd pode ser
classificado quanto a seu conteudo de matéria gorda, sendo dividido em: integral (maior ou
igual a 26%); parcialmente desnatado (entre 1,5 a 25,9 %) e desnatado (menor que 1,5%).
Também pode ser classificado quanto ao tratamento térmico mediante o qual foi processado,
classificando-se em: de baixo tratamento térmico, com conteido de nitrogénio proteico do soro
nio desnaturado maior ou igual a 6 mg g'; de médio tratamento térmico, com contetido de
nitrogénio proteico do soro nio desnaturado compreendido entre 1,51 ¢ 5,99 mg g!; e de alto
tratamento térmico, com conteudo de nitrogénio proteico do soro ndo desnaturado menor que
1,50 mg g!. Além disso, de acordo com seu poder umectante e de dispersio, pode-se classificar
em instantaneo ou nao (MAPA, 2013).

Na literatura existe relatos de varias teorias sobre a concentracdo de AFLAM;, no
procesamento do leite, como por exemplo, Galvano et al., (1996) relataram que a concentracao
da AFLAM,; varia de acordo com as operagdes unitdrias utilizadas para processamento do leite
(pasteurizagdo, esterilizacdao ou secagem), no entanto, Rouston, (1997) afrmou que AFLAM; ¢
relativamente estavel a secagem e processamento térmico porque as temperaturas de
decomposi¢ao das AFLAs estao entre 237 - 306 °C.

Awasthi, et al., (2012), Jasutiene, Garmiene ¢ Kulikauskiene (2006), Stoloff et al. (1975)
e Pereira (2005) declararam que o processo de pasteurizacao (lenta e/ou rapida) ndo influencia
nos niveis AFLAM; em leite bovino ¢ a fervura de leite nas condi¢des domésticas tambem nao
sdo capazes de diminuir a concentragdo de AFLAM; no leite, enquanto que Bakirci (2001),

Sanli, Deveci e Sezgin (2012) e Deveci (2007), relataram que apds a contaminagdo de leite


https://pt.wikipedia.org/wiki/Reac%C3%A7%C3%A3o_qu%C3%ADmica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cido
https://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
https://pt.wikipedia.org/wiki/Carboidrato
https://pt.wikipedia.org/wiki/Redu%C3%A7%C3%A3o
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artificialmente por AFLAM;, obtiveram redu¢des de aproximandamente 2% da concentragao
inicial, sendo que essas reducdes foram estatisticamente significativas (p < 0,01).

Estudos sobre a estabilidade da AFLAM; em leite durante o armazenamento sob
condigdes de resfriamento e congelamento também apresentaram resultados conflitantes:
Mcknney et al. (1973) verificaram uma redugdo rapida na concentragdo da AFLAM; durante
armazenamento de leite cru, naturalmente contaminadas a 0 °C por 4 ¢ 6 dias, obtendo perdas
na concentragdo da AFLAM; de 40 e 80%, respectivamente, enquanto que Stoloff et al., (1975)
armazenaram amostras de leite naturalmente contaminadas com AFLAM; a -18 °C por 120
dias, e verificaram que até aos 53 dias ndo foi observado nenhum tipo de reducgdo, sendo que
foi verificada uma reducao aos 120 dias com uma perda 45% da AFLAM;.

Essas contradi¢des segundo Ruston (1997), podem ser atribuidas ao fato de que existem
diferencas no nivel inicial de contaminacao, na faixa de temperatura e nos métodos analiticos
utilizados para extrair, limpar e quantificar a micotoxina. Além disso, o estado da contaminagao
pode influenciar os resultados porque em leite contaminado artificialmente ¢ mais facil inativar

a AFLAM; do que no leite naturalmente contaminado.

3.4.4. M¢étodos para determinagdo de AFLAM; e AFLAB;

Os resultados da maioria dos cromatografos dependem da eficiéncia da preparagdo
prévia da amostra e extracao, bem como tratamento posterior da extracao, incluindo qualquer
purificagdo. Além disso, para obter informacdes confidveis e métodos de aplicagdo desejados,
a presenca de compostos que podem contaminar o extrato da amostra primaria, deve ser evitada
(KRSKA et al., 2015).

Para a determinagdo de aflatoxinas em alimentos geralmente a metodologia analitica é
composta pelas etapas de extracdo, limpeza, separacdo, detec¢do, quantificagdo e confirmacao
(PALMA et al. 2007). A extracdo de AFLAM; e AFLAB, a partir do leite e produtos lacteos
envolve misturas aquosas de solventes organicos polares, tais como acetonitrila, metanol ou
acetona. A extragdo com cloroférmio tem sido reduzida ou substituida por solventes mais
ecoldgicos um esfor¢o para reduzir o consumo de solventes clorados (SHEPHARD, 2008).
Segundo Hackbart et al (2012) ¢ necessario além do desenvolvimento de novas tecnologias para
analise de micotoxinas, métodos que minimizem o impacto ambiental, tempo de exposi¢cao dos
analistas a solventes toxicos e determinem uma ampla faixa de substancia em uma unica
extracao.

Os métodos de purifica¢do de uso comum empregam coluna de cromatografia, extracao

na fase solida (silica gel, C18, silicato de magnésio), extracdo liquido liquido, colunas de
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imunoafinidade e colunas de limpeza multifuncionais. Também tem sido relatado a utilizacdo
de sais como sulfato de cobre, sulfato de amonio, sulfato de magnésio geralmente associados a
terra diatomacea (HEIDTMANN-BEMVENUTI et al., 2012; SOARES; RODRIGUES-
AMAYA, 1989). Essas técnicas oferecem varias vantagens, como velocidade, simplicidade e
eficiéncia, em alguns casos, aumento da recuperagdo (FUCHS et al., 2012). As descobertas
anteriores documentaram que a cromatografia liquida (LC) com detec¢do de fluorescéncia (FD)
e ELISA foram utilizados para analisar AFLAM; em leite e produtos lacteos, como apresentado
na Tabela 3. O uso de CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) com deteccao de
fluorescéncia (FD) ¢ muito comum e muitas vezes efetivamente empregado para analise de
aflatoxinas.

Tabela 3 - Técnicas para a deteccdo de AFLAM; em leite e produtos lacteos.

Pais Amostras Técnicas LOD LOQ Referencias
(ngmL")  (ngmL")

Argentina  Leite em po CLAE -FD 0,03 0,1 LONDONO et al., 2013
Brasil Leite, iogurte CLAE —FD 0,003 0,01 IHA et al., 2013
China Leite UHPLC- 0,003 0,015 HUANG et al., 2014

MS/MS
Crocia Leite ELISA 0,001 0,0034 BILANDZC et al., 2010
Nigeria  Leite, sorvete TLC n.r 2 ATANDA et al., 2007
Paquistio Leite CLAE -FD 0,001 0,04 HUSSAIN et al, 2010
Turquia Leite UAT CLAE-FD 0,005 0,018 KABAK; OZBEY, 2012

LOD - Limite de detec¢do; LOQ — Limite de quantificacdo; n.r — ndo reportado.

A cromatografia em camada delgada (TLC) ¢ um método muito antigo para a
separacgdo, avaliagdo de pureza e identificacdo de compostos organicos. Na verdade, foi uma
das separacdes mais utilizadas. Além disso, em 1990, a Associagdo de Comunidades Analiticas
(AOAC) incluiu TLC como método oficial e método de escolha para identificar e quantificar
aflatoxinas em niveis tdo baixos quanto 1 pg/ g. No entanto, a CLAE com FD subistitui o TLC
e atualmente estd sendo usado em combinagdo com outros ferramentas, como MS (acoplada a
espectrometria de massas). Durante a Gltima década, a anélise das micotoxinas dependeram em
grande parte da CLAE empregando varios adsorventes. A separagdo de toxinas dependendo da
sua polaridade tem sido realizado usando CLAE normal ou de fase reversa (IQBAL et al.,

2015).
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Os protocolos utilizados para CLAE para deteccdo de AFLAM; sdo similares com
pequenas modificagdes ou variagdes na polaridade da fase mével, dependendo da natureza do
leite ou dos produtos lacteos. A detecgao através por fluorescéncia depende sobre a presenca
de um cromoforo nas moléculas, e a maioria das micotoxinas ja possuem fluorescéncia natural
(aflatoxinas) e pode ser detectado diretamente com CLAE — FD (VALENTA, 1998). A
principal vantagem de usar CLAE, juntamente com a alta qualidade de separagdo e baixo limite
de detecdo, ¢ a opgdo de combinar deteccdo multipla sistemas (fluorescéncia, ultravioleta),
permitindo a detec¢ao de compostos multiplos de uma amostra (IQBAL et al., 2015).

As tecnicas de ELISA tornaram-se muito popular devido a sua relativamente facil
aplicagdo. Sdo comercializados como “kits” para detec¢do do AFLAM; e sdo geralmente
baseados em um formato de ensaio competitivo que usa um anticorpo primario especifico para
a molécula alvo ou um conjugado de uma enzima e o alvo requerido (ERTAS et al., 2011). As
vantagens da ELISA ¢ que ¢ simples de usar, bem como portatil, rapido e altamente especifico.
Contudo, uma desvantagem desses “kits” é que eles sdo de uso unico, o que pode aumentar o
custo do triagem em massa e o periodo de validade pouco aplicavel para paises ndao produtores
dos reagentes. Além disso, um ensaio competitivo da ELISA tem uma faixa de deteccdo
limitada devido ao estreito sensibilidade dos anticorpos e os ensaios da ELISA também podem

ter falsos resultados (IQBAL et al., 2015).
3.4.4.1. Efeito de Matriz

A cromatografia liquida de alta eficiéncia ¢ uma técnica analitica de separacdo de
componentes de uma matriz, na qual a separa¢do depende da distribuicdo molecular dos
componentes da matriz em duas fases, fase movel, que neste tipo de cromatografia ¢ liquida, e
a fase estacionaria, que compreende uma coluna de separagdo com um tipo de enchimento
poroso. Além disso, essas analises geralmente sdo rapidas e possibilitam quantificar um grande
nimero de compostos como as AFLAs, simultaneamente (ROCHA, 2015). Nesse sentido, a
exatiddo e a precisdo dos resultados obtidos nas analises sdo imprescindiveis. Qualquer fonte
de erro em potencial deve ser investigada e caracterizada, como o efeito de matriz durante as
analises. Esse efeito, também conhecido como “aumento da resposta cromatografica induzida
pela matriz”, ¢ usado para explicar as taxas de recuperacdo que excederem 100% e a baixa
precisdo de resultados (POOLE, 2007).

O efeito de matriz, além de gerar porcentagens de recuperagdo superiores a 100%, pode

causar outras alteragdes na analise cromatografica, como:
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Mascaramento do pico do analito de interesse, gerando um resultado falso
negativo. Isso ocorre, por exemplo, quando ha perdas no sistema de injecao,
fornecendo baixa resposta e dificultando a integracio (RANTAKOKKO,
YRITYS, & VARTIAINEN, 2004);

Erro na identificacdo do analito, pois componentes da matriz podem ser
erroneamente identificados como o analito de interesse quando, na verdade, este
esta ausente, gerando resultado falso positivo (POOLE, 2007);

Aumento no sinal do detector, levando a superestimacdo do resultado. Isso
ocorre quando impurezas sdo eluidas, com mesmo tempo de retencao
(CUADROS-RODRIGUEZ, 2003);

Extingdo do sinal no detector, ou seja, o sinal do analito ¢ diminuido gerando

uma subestimacao do resultado (LEHOTAY & ELLER, 1995).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material
4.1.1. Padroes de AFLAB; e AFLAM;

Os padroes de AFLAB: ¢ AFLAM, foram adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical
Company (Bellefonte, PA, USA). O preparo dos padrdes das aflatoxinas foi realizado conforme
proposto pela Portaria n°49 (Brasil, 1999) e pelo Manual de garantia analitica (Brasil, 2011). O
preparo das solucdes estoque partiu da dissolugdo de 5 pg do padrao da AFLAM;em 5 mL de
acetonitrila, divididos em frascos ambar previamente descontaminados, constituindo uma
concentragio final em cada vidro de 1 ug mL!, e estes foram ento secos sob corrente de No.
Posteriormente, 1 ug de AFLAM; foi diluido em 1 mL de acetonitrila para obtengado da solugdo
de trabalho (1 pg mL"). Para AFLAB, o procedimento partiu da dissolugio de 5 mg do padrio
em 100 mL de tolueno: acetonitrila (98:2). Ap6s o contetido foi dividido em frascos ambar (50
ug mL™") e evaporados sob corrente de N> (solugdo estoque). Para as corridas cromatograficas
foram preparadas solugdes padrio contendo 5 ng mL! de cada AFLA, a partir das respectivas

solugoes trabalho.

4.1.2. Instrumentagdo e material

Balanca analitica de precisao FA2104N (Bioprecisa, Sao Paulo, Brasil);

e Banho termostatico com agita¢do — Quimis (Sao Paulo, Brasil);

e Banhos ultrassonicos 40 kHz, 150 W - UNIQUE (Sao Paulo, Brasil);

e C(Capela de exaustdo;

e Centrifuga (Cientec, CT 5000 R, Brasil);

e Cromatografo a liquido de alta eficiéncia acoplado de detector de fluorescéncia (CLAE
—FD) com derivatizador p6s coluna fotoquimico (Romer Derivatization Unit RDU ™);

e Coluna de fase reversa C18 AcclaimPA2, 5 um Analitica (4,6 x 250 mm)

e Espectrofotometros UV-VIS Fento Cirrus 80 (Sao Paulo, Brasil);

e Estufa (temperatura 120 °C) — Quimis (Sao Paulo, Brasil);

e Vortex Mixer Vixar — (Coreia);

e Shaker incubadora Tecnal TE-420 — (Sao Paulo, Brasil);
e Sistema de purificacdo de agua Milli-Q Direct-Q UV3 Millipore (Millipore, USA).
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e Membrana de acetato de celulose 0,45 um de didmetro de poro de 47 mm de didmetro
(Millipore, Sao Paulo, Brasil) com utilizag¢ao na filtragao de solventes para CLAE.

e Micropipetadores automaticos com capacidade varidvel (Brand, Alemanha e
Eppendorf, Canada);

e Frascos de vidro ambar com capacidade de 10, a 100 mL;

e Vidraria de rotina laboratorial (baldes volumétricos, tubos falcon, béquer, ...).

4.1.3. Reagentes e Solventes

e Acetonitrila e metanol grau CLAE (J.T. Baker, USA)

e Acetato de Sodio, Cloreto de sodio e Sulfato de Magnésio (Synth, Brasil);

e Acido acético glacial P.A. 99,7% (Synth, Brasil);

e Acido formico (Sigma Aldrich, EUA);

e Agua destilada;

e Agua ultrapura purificada em sistema Direct-Q UV3 Millipore (resistividade de 18,2
MQ cm);

e Benzeno P.A., Tolueno e Hexano (Vetec, Brasil);

e Celite (SIGMASUL);

e Cloroféormio P.A. (Proquimios, Brasil);

e Gas nitrogénio;

e Padrdes analiticos: AFLAB; ¢ AFLAM; adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical
Company (Bellefonte, PA, USA).

4.2. Amostragem de leite

As amostras de leite (integral, desnatado, semidesnatado e em pd) foram coletadas de a
acordo com o regulamento (CE) n° 401/2006 da comissao de 23 de fevereiro de 2006, que
estabelece os métodos de amostragem e de andlise para o controle oficial dos teores de
micotoxinas nos alimentos. A amostragem (Figura 2) foi realizada no periodo de dezembro de
2016 a novembro de 2017, em estabelecimentos comerciais na cidade de Rio Grande (Brasil) e

cidade de Assomada (Cabo Verde).

Um total 112 amostras de leite (18 marcas) de diferentes lotes foram coletadas, sendo
26 de leite integral, 11 de leite desnatado, 12 de leite semidesnatado, 10 de leite em po integral,
3 de leite em po para uso infantil de origem brasileira e 50 amostras de leite em po integral, de

trés marcas diferentes oriundas da cidade de Assomada (Cabo Verde) conforme descrito na
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Figura 2. Lotes brutos de 1% do produto disponivel na prateleira dos estabelecimentos
comerciais foram formados de maneira aleatéria para cada tipo de embalagem. Destes, foram
tomados 1% para comporem os lotes de laboratério. As amostras de leite liquido foram
mantidas sob refrigeracdo até o momento de analise. Apds abertura da embalagem, alguns
critérios foram utilizados como padronizagdo de amostragem, a unidade amostral foi
constituida por embalagens fechadas, sem deformagdo aparente, dentro do prazo de validade,
contendo 1 L de amostra, provenientes de lotes de fabricagao distintos, escolhidas considerando

a disponibilidade nos supermercados das cidades.

Figura 2 — Esquema de amostragem de leite na regido sul do Brasil e na cidade de

Assomada (Cabo Verde).

Integral (10)
Leite em Po

Uso infantil (3)

Rio Grande
(RS — Brasil)
Integral (26)

Semidesnatado

(12)

Leite Fluido

Desnatado (11)

Marca I (17)*

Assomada

(Cabo Verde) Leite Fluido Marca II (16)

Marca III (17)*

*Lotes diferentes



37

4.3. Preparo de amostra

As amostras de leite fluido em temperatura ambiente foram homogeneizadas e em
seguida uma aliquota foi centrifugada por 10 min a 2330 xg (forca gravitacional). Descartando-
se o sobrenadante, procedeu-se com a extracao utilizando o volume indicado pelo método.

As amostras de leite em p6 foram homogeneizadas e quarteadas para obtencdo da
amostra analitica. Apds, em tubos de polipropileno foram adicionado 3,2 g da amostra sendo
reconstituida em 20 mL de dgua destilada aquecida a temperatura de 40 °C. Apds reconstituicao,
a amostra foi centrifugada por 10 min a 2330 xg e a extragdo executada de acordo com

procedimento utilizado para leite fluido.
4.4. Métodos de extracao para AFLAB1 e AFLAM1 no leite

Para extracao das AFLAs em leite realizou-se uma revisao da literatura e quatro métodos
foram selecionados com base nas seguintes caracteristicas, rapidez, simplicidade, limites de
detecgdo e quantificagdo. Os ensaios de recuperacdo foram realizadas em niveis de fortificagao

(0,5; 1,0; 2,0 ng mL™1).
4.4.1. Procedimento de Extracdo de AFLAS segundo A.O.A.C (2000)

Na amostra homogeneizada (5 mL) foram adicionados metanol (20 mL) e celite (2 g)
para limpeza do extrato. Apos agitacdo (30 min) foi adicionado cloreto de sddio 4% (15 mL)
para separacao de fases. A fase de metanolica foi desengordurada com hexano (10 mL) e apos
realizada particao liquido-liquido com cloroférmio (10 mL). A fracdo cloroférmica foi
evaporada e o extrato ressuspenso na mistura de solvente que compde a fase movel para injegao.
Ap0s total evaporacgdo do solvente, o residuo foi dissolvido em 1 mL da composi¢ao da fase
movel (ACN:MetOH:H20, 25:15:60, v/v), novamente centrifugado a 6097 xg e armazenado

até andlise cromatografica. (Apéndice 1).
4.4.2. Procedimento da Extracdo de AFLAS segundo Anagnostopoulos et al., (2014)

A extracdo foi realizada na amostra homogeneizada (4 mL) foi adicionando metanol
acidificado (4 mL) (1% de 4cido metanoico) seguida de agitagdo (30 s), e centrifugacdo a 4000
rpm (5 min). A fracdo metanodlica foi separada e congelada (- 18 °C). Uma aliquota foi retirada,
filtrada e injetada no CLAE — FD. Apos total evaporagao do solvente, o residuo foi dissolvido
em 1 mL da composi¢do da fase movel (ACN:MetOH:H20, 25:15:60, v/v), novamente

centrifugado a 6097 xg e armazenado até analise cromatografica. (Apéndice 2).
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4.4.3. Procedimento da Extracdo de AFLAS segundo Flores et al., (2017)

Na amostra (1 mL) foi adicionado acetonitrila acidificada (2% de HCOOH) e o conteudo
foi homogeneizado em agitador rotativo durante 15 min. Em seguida, o contetido do tubo foi
centrifugado durante 10 min a 3077 xg, permitindo a separagdo do sobrenadante. Quatro
mililitros do sobrenadante foram separados e adicionados a um tubo com aproximadamente 60
mg de acetato de sddio, seguida de agitacao e centrifugacdo. Em seguida, foi recolhida a fase
de acetonitrila (fase superior), evaporada ¢ o conteudo foi ressuspenso na fase movel para
injecdo cromatografica. Apos total evaporagao do solvente, o residuo foi dissolvido em 1 mL
da composic¢ao da fase mével (ACN:MetOH:H20, 25:15:60, v/v), novamente centrifugado a

6097 xg e armazenado até andlise cromatografica. (Apéndice 3).
4.4.4. Meétodo de extracdo de AFLAS segundo Becker-Algeri (2016)

A extracao foi realizada conforme procedimento utilizado por Sartori et al., (2015) com
modificacdes feitos por Becker-Algeri, (2016) no método QuEChERS. Para tanto, 5 mL de
amostra foram adicionadas a tubos falcon de 50 mL contendo 10 mL de hexano e 15 mL de
acetonitrila acidificada (1% 4acido acético, v/v) e submetidos a agitacdo vigorosa durante 30 s.
Foram adicionados a mistura, 6 g de sulfato de magnésio e 1,5 g de cloreto de sddio, e os tubos
foram imediatamente agitados em vortex durante 1 min, e posteriormente centrifugados a 2330
xg durante 10 min. A fase orgénica contendo hexano foi removida e uma aliquota de 5 mL da
fase contendo acetonitrila foi recolhida e submetida a secagem em corrente de nitrogénio a 45
°C. Ap0s total evaporacao do solvente, o residuo foi dissolvido em 1 mL da composicdo da fase
movel (ACN:MetOH:H20, 25:15:60, v/v), novamente centrifugado a 6097 xg e armazenado

até analise cromatografica (Apéndice 4).
4.5. Analise Cromatografica

Para quantificacao das AFLAs foi utilizado um cromatografo a liquido de alta eficiéncia
acoplado a detector de fluorescéncia (CLAE — FD) com derivatizador pos coluna fotoquimico
(Romer Derivatization Unit RDU ™) e processamento no software LC Solution. Para a
separacao simultanea das micotoxinas AFLAMi1 e AFLABI foi utilizada fase médvel composta
por acetonitrila:metanol:agua, na propor¢ao de 25:15:60 (v/v), com modo de elui¢do isocratica
(Becker-Algeri, 2016). A andlise cromatografica foi realizada em coluna Kromasil C18 (5 pm,
15 cm x 4,6 mm), acoplado com aumento de intensidade, com vazdo de fase movel de 1 mL
min' e temperatura do forno de 40°C, 370 e 410 nm foram os comprimentos de onda de

excitacdo e emissdo, respectivamente, € o volume de injecao da amostra de 20 pL. (SARLAK
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et al.,, 2017). O tempo da andlise cromatografica foi de 12 min. Os compostos foram
identificados com base no tempo de retencdo relacionando com os padrdes respectivos e para
confirmacdo foi realizada co-cromatografia adicionando solugdes padrio (0,5 ng mL™!) que

promoviam o aumento de sinal.
4.6. Validacao do Método

Ap6s a selecdo do método de extragdo, este foi validado avaliando as seguintes figuras
de mérito: limite de detecgdo, limite de quantificagdo, curvas analiticas (calibracdo externa no
solvente e superposi¢ao na matriz), faixa linear, exatidao (recuperacao), precisao (repetibilidade

e precisao intermediaria) e efeito matriz (EM) (INMETRO, 2011).
4.6.1. Limite de deteccdo e limite de quantificagdo

Os limites de deteccdo (LOD) e quantificagdo (LOQ) foram estimados pela calibracdo
externa no solvente, obtidos pela injecdo de solugdes analiticas com diferentes concentragdes
preparadas em diluigdes sucessivas da solucao padrao trabalho em estudo (2006/401/EC), estes
valores foram relacionados com a relagdo sinal/ruido considerando, respectivamente a
concentragcdo que gerou no minimo um sinal de 3 e 10 vezes maior que a razdo do sinal pela

linha de base (ruido).
4.6.2. Linearidade e Curva Analitica

Foram construidas duas curvas de calibragdo: (a) padrdes diluidos em fase movel e (b)
concentragdes conhecidas dos analitos adicionadas na matriz (leite). Em (a), a linearidade foi
determinada por meio da construgdo de curvas de calibragio na faixa de 0,1 a 5 ng mL™! para a
AFLAM; e 0,1 a 2 ng mL™! para AFLAB;. Foram utilizados seis niveis de concentragdo para a
construcdo de cada curva de calibrag¢io no solvente: 0,1; 1,0; 2,5; 3,5; 4,0 e 5,0 ng mL"! para
AFLAM; e 0,1; 0,3; 0,6; 1,0; 1,5 ¢ 2,0 ng mL™! para AFLAB, a partir da solugio padrio das
AFLAs. Para a construgdo da curva de calibracdo na matriz (b) foram também utilizados seis
niveis com as seguintes concentragcdes para AFLAM;: 0,1; 1,7; 2,5; 3,5; 5,0 € 9,0 ng mL' e

para AFLAB:: 0,2; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 € 5,0 ng mL™.
4.6.3. Exatidao

Neste estudo, a verificacdo do percentual de recuperacdo do método (Equacdo 1) foi
realizada fortificando amostras de leite com os padrdoes de AFLAB| e AFLAM,. Aliquotas de
cada padrao foram transferidas para tubos falcon de 50 mL, apods a evaporacdo do solvente,

foram adicionadas aliquotas de leite (SmL) aos tubos. Foram utilizados trés niveis de
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fortificacdo (0,5 ngmL!, 1,0 ngmL! e 2,0 ng mL") tendo como nivel inferior o limite legislado
para AFLAM; em leite pela ANVISA (0,5 ng mL!).. O percentual de recuperagio foi estimado
relacionando a concentragao das AFLAs quantificadas, com a concentragdo esperada, conforme

indicado na Equagao 1

cory _ €= C) ]
(%) = c x 100 Equagio (1)
3

Onde: R representa o percentual de recuperagdo; C; indica a concentragao determinada
na amostra fortificada; C> a concentragao determinada na amostra nao fortificada (branco) e C3

a concentracao do padrao utilizada para a fortificacao.

4.6.4. Precisao

A precisao do método foi avaliada em fungdo da repetibilidade e da precisao
intermediaria. Para a repetibilidade, as amostras foram fortificadas em diferentes niveis, em
triplicata, seguindo todo o procedimento de extracdo, e injetadas em triplicata, pelo mesmo
analista e nas mesmas condigdes cromatograficas. A partir das trés determinagdes foi calculado

0 RSD (%). Para os calculos dos RSD utilizou-se a Equagao 2:

s
RSD(%) = Xm x 100 Equacio (2)

Onde: RSD — disvio padrao relativo; s - estimativa do desvio padrao absoluto; Xm - média das

medidas em replicatas (n = 3 injetadas em triplicata).
4.6.5. Efeito de Matriz

A avaliagdo do efeito matriz pode ser realizada por meio de comparagdes das inclinagdes
das curvas analiticas por padronizacdo externa no solvente com a curva por superposi¢cdo da

matriz (ECONOMOU et al., 2009). O célculo foi efetuado através da Equacao 3.
Sm .
EM = 100 x (1 - g) Equacéo ( 3)

Onde: EM ¢ o efeito de matriz (%); Ss ¢ a inclinagdo da curva no solvente € Sm ¢ a
inclinacao da curva na matriz. Quando os valores encontrados para o efeito matriz estiverem
entre -20 e +20%, considera-se que o efeito matriz € baixo; se estiverem entre -50 e +50% ¢
considerado médio; ¢ se os valores encontrados forem abaixo de -50% ou acima de +50%, o

efeito matriz ¢ considerado alto (ECONOMOU, et al. 2009).
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4.7. Estimativa do Risco de exposicio

O risco de exposi¢ao foi estimado através da ingestdo diaria de leite relacionado a
ocorréncia de aflatoxinas determinada neste estudo expresso pela equagao 4 (PACIN et al.,
2010; SOUZA et al., 2015).

[AFLA].CD .
DI = —MC Equacao (4)

Onde:DI — Ingestao diaria; [AFLA] — Concentragao média da aflatoxina encontrada no

estudo; C.D — Consumo diario de leite; M.C — Massa corporal da populagao estimada.

4.8. Tratamento de residuos quimicos e limpeza de vidraria

A limpeza do material utilizado nos diferentes experimentos na presenca de micotoxinas
foi realizada, pela imersdo deste em soluc¢do contendo a concentragdo de 1% de hipoclorito de
sodio. Os residuos organicos dos ensaios de degradagdo foram rotulados e armazenados de
acordo com sua classificacdo, seguindo regulamento para tratamento de residuos estabelecido

na Escola de Quimica e Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande.
4.9. Tratamento de dados

Os resultados foram avaliados através de analise de varidncia (ANOVA), utilizando o

software Statistica 5.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Selecao do método de extracio de AFLAB1 e AFLAM:

Na primeira etapa do estudo foram estabelecidas as condi¢des cromatograficas para a
separacdo da AFLAB; e AFLAM; em CLAE-FL. As condi¢des de temperatura e vazao
descritas no item 4.5 propiciaram a separagdo dos analitos conforme ilustra a Figura 3. Para a

eluicdo de AFLAM; foram necessarios 5,956 min e para AFLAB; 10,146 min.

Figura 3 - Cromatograma da AFLAB; e AFLAM;| no solvente.
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Com a separacao de AFLAB; e AFLAM; concluida, foram construidas as curvas
analiticas dos padrdes e a estimativa dos indicativos de eficiéncia da relagdo quantitativa
concentracdo versus sinal (Tabela 4). A curva de calibracdo evidentemente ¢ uma parte
fundamental do processo analitico afetando a aplicabilidade, a exatiddo, a precisdo e o custo
global de uma andlise. Na Tabela 4 estdo apresentadas as equacgdes das curvas analiticas com
os parametros de validacdo do método. Os dados mostram que o método cromatografico foi
adequado para a quantificacdo das duas AFLAs, uma vez que seus indicadores cumprem as
recomendacoes de andlise de confiabilidade, tendo em vista que a INMETRO recomenda

coeficiente de correlagdo (R) maior a 0,90.
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Tabela 4 - Caracteristicas cromatograficas de AFLAM; e AFLAB: no solvente.

Parametros analiticos AFLAM; AFLAB;
Equacéo da Curva no Solvente y = 17294x — 7989,1 y = 30970x — 4657,2
Linearidade (ng mL™) 0,1-5 03-2
Coeficiente de correlacao 0,9834 0,9801
LDi (ng mL™) 0,03 0,1
LQi (ng mL™) 0,1 0,3

LDi = limite de detecgdo do instrumento; LQi = limite de detecg¢do do instrumento.

Para a avalia¢dao da exatidao dos métodos foram realizados ensaios de recuperacao em
trés niveis, nas concentragdes correspondentes 0,5; 1,0; 2,0 ng mL™'. A precisdo do método foi
expressa em termos de desvio padrao relativo (RSD). Os métodos demonstraram uma boa
precisao uma vez que os valores de RSD foram menores que 20% para a repetibilidade.

O uso de uma técnica de extragdo mais seletiva e especifica pode eliminar ou reduzir o
nimero de etapas presentes em um método de extragdo (RIDGWAY, LALLJIE, & SMITH,
2007). O efeito da matriz pode ser um parametro importante para a reprodutibilidade dos
resultados, assim como pode influenciar as taxas de recuperacao do método. Devido ao fato do
leite ser uma amostra natural ¢ complexa (contendo proteinas e lipidios), as AFLAM; e
AFLAB ndo sao facilmente extraidas, necessitando de um processo de extragdo eficiente e
robusto para separar a AFLAM; e AFLAB; do leite (OLIVEIRA, 2010).

Os quatro métodos de extracdo de AFLAs descritos na literatura avaliados neste estudo
quanto aos percentuais de recuperacdo das micotoxinas estdo apresentados na Tabela 5.
Segundo a diretriz da Comissao Europeia que faz recomendagdes especificas para performance
de ensaios de recuperagdo de micotoxinas (2006/401/EC), para a AFLAM; utilizada em niveis
de concentragio maiores que 0,05 ng mL! o valor de recuperagio recomendado ¢ de

70 — 120 %.
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Tabela 5 - Recuperacao das AFLAB; e AFLAM; extraidas do leite pelos varios

método.
METODO Fortificacdo Recuperacao (%)
(ng mL™) AFLAM; AFLAB,;
0,5 100 (2) 130 (8)
A.0.A.C (2000) 1,0 200 (6) 221 (5)
2,0 132 (3) 173 (8)
0,5 120 (20) 109 (18)
QuEChERS adaptado por 1,0 125 (17) 140 (12)
Becker-Algeri, (2016) 2,0 121 (19) 134 (13)
0,5 82 (3) 28 (4)
ANAGNOSTOPOULOS et al. 1,0 65 (8) 50 (1)
(2014) 2,0 50 (9) 59 (5)
0,5 83 (7) 36 (5)
FLORES et al. (2017) 1,0 75 (2) 45 (7)
2,0 60 (9) 50 (6)

Resultados expressos como média (RSD). RSD — desvio padréo relativo; n = 3.

A escolha do método analitico ird depender essencialmente da exatiddo e precisdo
necessarias para a finalidade a que se destina a analise, mas também dos recursos disponiveis
no laboratorio. A relacdo custo beneficio deve estar sempre em mente. Nao se deve perder
tempo e recursos matérias além do necessario para atingir o objetivo da anélise. Outros fatores
que entram nas consideracdes para escolha do método sdo a quantidade de amostra disponivel,
teor do componente de interesse na amostra, composicdo quimica da amostra e nimero de
amostras a analisar (SOARES, 2006).

Nos métodos de A.O.A.C (2000) e QuECheRS modificado foram observado um
aumento de recuperacao, maior que 100% e o contrario foi observado para Anagnostopoulos et
al. (2014) e Flores et al. (2017) onde as recuperagdes foram baixas. Recuperagdes médias de
65% para AFLAM|, 46% para AFLAB,, foram observadas para o método de extra¢ao descrito
por Anagnostopoulos et al. (2014), enquanto que para o método de extragao descrito por Flores
et al. (2017) apresentaram recuperagdes médias de 73% para AFLAM; e 44% para AFLAB. A
influéncia do solvente extrator, associado as etapas de limpeza, possivelmente tenham afetado
nas recuperagdes, bem como em outros indicativos de confiabilidade do método.

Levando em consideragao o nimero de amostras que foram analisadas nesse trabalho,

foi escolhido o método QuUEChERS modificado (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe)



45

que tem como vantagens principais na avaliagdo de micotoxinas ser rapido, facil, economico,
efetivo, robusto e seguro. Além disso, quando é necessario avaliar a recuperagdo de micotoxinas
com diferentes polaridades, (onde as polaridades sdao expressas em termos de Log Kow, a
AFLAM; = 0,5 e AFLAB; = 1,23, sendo AFLAM; a mais polar) a eficiéncia pode ser
comprometida, isto pode ocorrer pela maior ou menor afinidade das micotoxinas pelo solvente,
como pode ser verificado nos resultados de recuperagdo expressos na Tabela 5
(CHEMSPIDER, 2015).

O método de QUEChERS explora as possibilidades oferecidas pela instrumentagao
analitica moderna. Visando alcancar os valores de LMTs estabelecidos por legislagdes
internacionais, este método foi idealizado para gerar extratos que possam ser analisados por
cromatografia liquida e/ou cromatografia gasosa acopladas a espectrometria de massas (LC-
MS/MS e GC-MS/MS) (ANASTASSIADES, et al. 2003). O método de QuUEChERS utiliza
acetonitrila como solvente possibilitando a extracdo de uma menor quantidade de co-extrativos
lipofilicos provenientes da amostra, como por exemplo, gorduras e pigmentos (LEHOTAY,
MASTOVSKA, LIGHTFIELD, 2005). Outra grande vantagem ¢é que a acetonitrila proporciona
a extragao de uma ampla faixa de compostos com diferentes polaridades e, quando acidificada,
permite recuperacdes satisfatorias (ANASTASSIADES, et al. 2003). No método de
QuEChERS, dependendo da natureza do solvente utilizado na etapa de parti¢do, obtém-se
melhores percentuais de recuperagdo para analitos polares, uma vez que a adi¢ao de sais diminui
a solubilidade destes compostos na fase aquosa, bem como, a quantidade de agua na fase
organica e vice-versa (PIZZUTTI, et al., 2007).

Becker-Algeri, (2016), avaliou a contaminagdo por AFLAM;| em leite cru e fermentado
pelo mesmo método de extracdo empregado no presente trabalho (QuEChERS), chegando a
valores de recuperagdo que variaram de 76,6% a 123,3% para a AFLAM; e 57,4% a 89,1%
para a AFLAB:. Zhou et al. (2017) avaliaram a contaminag¢ao do leite por AFLAM; e AFLAB;,
consumido na provincia de Zhejiang (China), encontrando valores de recuperacao que variaram
de 70 a 105 %. No seu estudo uma das principais diferengas foi a utilizacdo de combinagdes de
sais, acetato de sodio, cloreto de sddio e sulfato de sdédio. No entanto, Michlig et al., (2016)
usou o método de QUEChERS para determinar a ocorréncia de AFLAM| no leite bovino cru,
utilizando combinagdes de sais de sulfato de magnésio anidro e acetato de sodio, obtendo
percentagens de recuperagoes entre 70% e 95%. Ja Rubert et al., (2014) analisou a ocorréncia
de AFLAM; e AFLAB; no leite humano coletado em Valencia (Espanha) utilizando as
combinagdes de sais de sulfato de magnésio e cloreto de sddio, obtendo uma recuperagao de 69

e 75% respectivamente.
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5.2. Validag¢ao do método

O método QUEChERS utilizado para a extragdo da AFLAM;| nesse estudo, foi adaptado
e validado para a extracdo e determinacdo simultanea das AFLAs M; e B em leite. A
seletividade foi estimada por meio da fortificagdo de cada amostra com concentragdes
conhecidas das AFLAs (co-cromatografia) e posterior comparagao com as respectivas amostras
sem contaminag¢do. Essa avaliagdo demonstrou a presenca de sinais de interferentes nos tempos
de retengao da AFLAM; e da AFLABi, com isso procedeu-se o estudo do efeito de matriz
(EM). O cromatograma de CLAE da amostra de leite UAT sem e com fortificagdo de AFLAM;
(9 ng mL") e AFLAB; (5 ng mL"!) é mostrado na Figura 4.

Figura 4 - Cromatogramas das AFLAB1 e AFLAM; em CLAE — FD. Em que 1 é uma
amostra com contaminag¢ao naturalmente por AFLAM; (6,150 min), e 2 com fortificacdo de

AFLAM,; (6,197 min, 2 ng mL') e AFLAB; (10,253 min, 1 ng mL™).
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Para validar o método de extracdo e quantificagdo e assim garantir que os dados sejam

viaveis, foi construida uma curva de calibracdo na matriz (usando leite UAT integral) com seis
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niveis de concentracdo das AFLAs (AFLAM; e AFLAB:) (Tabela 6). Este método é usado para
compensar o efeito da matriz ou de possiveis interferentes e ¢ de suma importancia em
determinagdes quando a matriz pode interferir na pré-concentragdo, extracao, separagao ou
detec¢ao da substancia de interesse. O estudo do efeito da matriz foi realizado de acordo com a
Equacao 3, comparando as inclina¢des da curva de calibragdo na matriz preparados em extratos

em branco com a curva de calibragdo preparada no solvente (ECONOMOU, et al., 2009).

Tabela 6 - Caracteristicas cromatograficas de AFLAM; e AFLAB na matriz

Parametros analiticos AFLAM; AFLAB,
Equacio da Curva na Matriz y = 6759,4x + 12023 y = 1255x — 1937,7
Linearidade (ngmL™) 0,1-9 02-5
Coeficiente de correlacao 0,9679 0,9808
LDm (ngmL™) 0,013 0,06
LQm (ngmL™") 0,043 0,1

EM (%) 61 96

LDm = limite de detec¢@o do método; LQm= limite de detec¢do do método.
As linearidades das curvas apresentaram ampla faixa de aplicagdao, (SCAGLIONI et al,
2014). Os valores de LDm e LQm determinados no presente estudo foram considerados
satisfatorios, tendo em vista que o LQm apresentou valor inferior ao legislado para a AFLAM,
em leite no Brasil (0,5 ng mL™") e na Unifio Europeia (0,05 ng mL™).
Os efeitos de matriz para ambas as AFLAs foram maiores que 50% (tabela 6).
Segundo Economou et al. (2009), esse efeito ¢ considerado alto e recomenda-se o uso da curva
de calibracdo adaptada a matriz para garantir uma precisdo aceitdvel na quantificacdo de
qualquer substancia, e com isso, o uso da curva de calibracdo na matriz resultou em
recuperagOes satisfatorias conforme apresentado na Tabela 7. Flores-Flores et al. (2017), em
seu estudo para validar método em LC-MS/MS (cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas sequencial) para quantificacdo de multiplas micotoxinas
em leite bovino cru, verificou um efeito da matriz entre 25,5 e 96,8%, para todas as micotoxinas
(aflatoxina G2, Gi, M1, M2, B2, By, ocratoxina A, fumonisina B; e B>, zearalenona, depoxy-
deoxinivalenol), onde foram testados trés niveis de fortificagdo (0,05; 0,5; 2,0 ng mL!) sendo
que 0 EM (%) para AFLAM; foi 110%, 90%, e 89% enquanto que para AFLAB; foi 58%, 57%
e 59%.
Michlig et al., (2016) e Rubert et al., (2014) usaram uma curva de calibracao na matriz
para determinar a concentracdo de AFLAM e AFLAB no leite bovino cru e leite humano pois

teve um efeito matriz de maior que 70%, enquanto que, Mao et al., (2018) no seu estudo para
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analisar micotoxinas em leite bovino cru usando UHPLC/Q-Orbitrap HRMS (Cromatografia
liquida ultra-alta performance com sistema de espectrometria de massa de alta resolu¢do) nao
teve necessidade de usar uma curva de calibragdo na matriz, pois verificou um efeito matriz de
-2,2% e 4% para AFLAM; e AFLABirespectivamente. Este comportamento difere no
encontrado no presente trabalho pois foi realizada a purificacdo das micotoxinas extraidas do
leite com uma coluna de imunoafinidade “multi-mycotoxin AOZ”, o que fez o efeito da matriz

ser insignificante.

Tabela 7- Recuperacido das AFLAB1 e AFLAM; usando curva de calibragdo na matriz.

Recuperacao (%)

Fortifica¢io (ng mL™") Leite fluido Leite em p6
AFLAM; AFLAB; AFLAM; AFLAB;
0,5 100 (19) 89 (17) 70 (10) 69 (9)
1,0 105 (15) 120 (10) 93 (18) 95 (14)
2,0 101 (13) 114 (19) 89 (11) 103 (16)

Resultados expressos como média (CV). CV- — Coeficiente de variagdo; n = 3.

Seguindo-se a orientacdo para valida¢do de métodos cromatograficos, no qual os valores
de recuperagao devem estar entre 70 ¢ 120% com valores de RSD < 20%, os resultados foram
considerados satisfatorios. Com relagdo a precisdo, valores menores e iguais a 20% foram
obtidos. O método de extragdo QUEChERS mostrou-se seletivo e preciso e exibiu um intervalo
de recuperacao de 100 - 105% (AFLAM;1) e 89 — 120% (AFLAB;) para leite liquido e 70 —93%
(AFLAM)) e 69 — 103% (AFLAB) para lei em p6. Os limites de detec¢do e quantificacao
foram 0,013 € 0,043 ng mL"! para AFLAM; e 0,06 € 0,1 ng mL"! para AFLAB;, respectivamente
(INMETRO, 2011; 2006/401/EC). Matrizes complexas (principalmente contendo proteinas e
lipidios) e baixos niveis de AFLAs nas amostras, sdo desafios que devem ser superados pelo
método de extracdo. Um método de extracdo para AFLAs deve ser capaz de eliminar
interferéncias da matriz e determinar AFLAs com alto grau de precisdo e sensibilidade.
Elimina¢do de interferéncias como proteinas e lipidios na determinagdo cromatografica,
geralmente, requer pré-tratamento de amostras (ZAYAS-BLANCO et al., 2004).

Rejczak et al. (2017) para determinagao de pesticidas no leite bovino usando o metodo
de extracio QuEChERS, utilizou combinagdes de sorventes como PSA (N-
propiletilenodiamina) e sorventes a base de dioxido de zirconio “Z-Sep” (ZrO2) no processo de
limpeza (ap6s extracdo com acetonitrila) para eliminar interferentes como lipidios no leite

bovino, assim como, Michlig et al. (2016) no estudo da determinacdo de AFLAM; no leite



49

bovino, utilizou sulfato de magnésio (MgSOs4), PSA e Cig para eliminar lipidios nas amostras.
Rubies et al., (2016) utilizou C18 no processo de limpeza usando o mesmo método
(QUEChERS) para eliminar lipidios no leite bovino, pois o autor afirma que, ao contrario do
PSA, o Cig ndo produz uma diminui¢ao na recuperacao de pesticidas e ¢ particularmente util
quando as matrizes com alto conteudo lipidico sdo analisado. Por estes motivos, alguns métodos
modificados apenas usaram C18 para remover gorduras evitando o uso de PSA.

Wang et al. (2011) para eliminar interferéncias na matriz do leite utilizaram métodos de
pré-tratamento como extracdo de AFLAM; usando acetonitrila ¢ em seguida uma alta
velocidade na centrifugagdo, enquanto que Nasz et al. (2012), utilizaram uma extragdo em fase
solida (SPE) assistida por micro-ondas para eliminar interferéncias na matriz do leite. Essas
técnicas de pré-tratamento sao realizadas por operagdao manual, contendo varios passos € podem
sofrer graves desvantagens, como baixa recuperagao, perda de analito, contaminag¢do e duracdes
analiticas prolongadas. (WANG & LI, 2015). No metodo em estudo (QuEChERS), para
eliminar interferéncias como lipidios na amostra do leite adicionou-se o hexano, e ajustou-se

com a utilizac¢ao da curva de calibracao na matriz para quantificagdo das AFLAs.
5.3. Ocorréncias de AFLAM;: e AFLABI no leite

Amostras de leite UAT integral, desnatado, semidesnatado, em po, e infantil foram
analisadas quanto a sua contaminagdo natural por AFLAB; e AFLAM;, utilizando o método
QuEChERS para extracdo e quantificacdo em CLAE — FD, nas condi¢des anteriormente

determinadas (Tabela 8).
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Tabela 8- Incidéncia de AFLAB; e AFLAM; em diferentes amostras de leite.

Pais Leite F.A AP/TA AFLAM;, AFLAB; %C.0  Acimado
LMT (%)"
Integral (ng mL™") F 19/26 0,06 -3,67 0,1-0,15 10 38
g Desnatado (ng mL™") F 7/11 0,04 — 1,05 0,2-0,6 5 45
=
3 Semidesnatado (ng mL') F 9/12 0,09 -1,4 nd 0 42
= Integral (ug kg™) P. 610  01-21,1 nd 0 20
Infantil (ug kg™) P 0/3 nd nd 0 0
. M. 1 (ng kg P, 1017 024-521 nd 0 12
% M. 11 (ug kg™ P. 816  1,6-187 nd 0 38
M. 1T (ug kg™) P. 1717  0,6-203 nd 0 83

LMT* - Limite maximo tolerado pela ANVISA; nd — ndo detectado; F.A- Forma da amostra. F- leite fluido. P-
leite em po; AP — amostras positivas; TA — total de amostras; %C.O — percentagem da co-ocorrencia por ambas
as AFLAs na amostra; C.V. — Cabo Verde; M. — Marca; A faixa de coeficiente de variacdo foi de 7% a 24%.

Para as amostras de leite UAT integral, analisadas verificou-se que 38% dessas
excederam o limite maximo tolerado (LMT) para AFLAM; segundo resolu¢do da
ANVISA RDC (Resolugdo da Diretoria Colegiada) N° 7 de 18/02/11 (leite fluido <
0,5 ng mL!; leite em po < 5 pg kg!), enquanto que para as amostras de leite desnatado e
semidesnatado, 45% e 42% destas excederam este limite. Para AFLAB; verificou-se uma
contaminacao de 24% das 62 amostras de leites consumidos na regido sul do Brasil (Rio grande)
em uma faixa de concentragdo de 0,1 — 0,6 ng mL!, sendo que na literatura relatos sobre a
incidéncia de AFLAB; em leite ainda sdo escassos, tendo em vista que a legislagdo da maioria
dos paises s6 impde LMTs para AFLAM; em leite e seus derivados. Apesar disso, a avaliagdo
da incidéncia da AFLAB; requer maior atengao, tendo em vista que foram quantificados niveis
de AFLAB; maiores do que o legislado no Brasil, para seu composto hidroxilado (AFLAM;)
em amostras de leite.

Estudos realizados no Brasil também identificaram a presenga de AFLAM, e AFLAB;
em amostras de leite UAT. Oliveira et al. (2013) estudaram 75 amostras de leite UAT
comercializadas em Minas Gerais e 31% dessas amostras possuiam niveis de AFLAs acima do
LMT numa faixa de concentragiio de 1 — 4,1 ng mL™!. Scaglioni et al. (2014) estudaram 40
amostras de leite adquiridas de produtores da regido de Rio Grande (RS) (leite cru), do comércio
local (leite integral pasteurizado e UAT) e de uma industria de beneficiamento situada em
Teutdnia-RS (leite cru, pasteurizado, concentrado, em p6 e UAT). Os autores detectaram a

presenca de AFLAB| em 42% das amostras de leite pasteurizadas e 13% das amostras de leite
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UAT, em niveis de concentra¢io de 0,7 — 1,5 ng mL"!, enquanto que a AFLAM| estava presente
em 29% das amostras de leite cru, 58% em leite pasteurizado, 67% em leite UAT e 67% em
leite concentrado. Todas as amostras que apresentaram contamina¢do natural por ambas as
AFLAs estavam acima do LMT. Enquanto que no estudo em questdo 15% das amostras
apresentaram contaminag¢do natural por ambas as AFLAs.

Gongalez et al. (2005) detectaram AFLAM; em 40% das amostras de leite analisados
(43 amostras de leite pasteurizados adquiridas no comércio de municipios do estado de Sao
Paulo) em um indice de 0,04 — 4,64 ng mL'. Em outro estudo, 40 amostras de leite
semidesnatado, pasteurizado e UAT comercializadas em Portugal, foi verificado a incidéncia
de AFLAM; em 27,5% das amostras com valor médio de 0,0234 ng mL!, sendo que 5% destas
apresentaram contaminagdo acima do LMT segundo a regulagdo da Unido Europeia (UE)
466/2001 (leite < 0,05 ng mL!) (Duarte et al., 2013). Gurbay et al. (2010) verificaram a
contaminag¢do por ambas AFLAs em leite humano, oriundo da Turquia e em 100% das amostras
analisadas foram encontrados niveis de 0,095 - 4,1 ng mL"! para AFLAB, ¢ 0,061 - 0,3 ng mL-
! para AFLAM,, demonstrando que ¢ possivel ocorrer a excrecio da AFLA na sua forma ndo
hidroxilada através do organismo humano e animal. Fato que indica que o animal foi alimentado
com dieta onde os niveis da aflatoxina s3o elevados e ultrapassam a capacidade metabolica do
individuo.

Nas amostras de leite em p6d oriundos dos supermercados da cidade de Rio Grande
(integral e infantil) do presente estudo, verificou-se uma contamina¢do por AFLAM; em seis
amostras de leite em p6 integral onde 20% excedeu o LMT segundo resolucdo da ANVISA (5
ng kg!). No leite em p6 infantil ndo foi detectada contaminagio por AFLAM; e AFLAB;, um
fato importante considerando que o leite infantil € uma das alternativas mais populares a
amamentacdo, constituindo uma fonte importante ou frequentemente Unica de alimento para
recém nascidos e bebés durante os primeiros meses de vida. Estes dados estdo de acordo com
Kosacari (2014) que analisou 33 amostras de leite infantil comercializados no distrito de Burdur
(Turquia) e ndo detectou AFLAM;.

Estudos recentes mostram que a incidéncia da contamina¢do por AFLAM; ocorre em
diversas partes do mundo, em diferentes amostras, tais como, Irdo onde Tajkarimi et al., (2007)
encontraram em 98 amostras de leite UAT, um nivel de contamina¢do por AFLAM; na faixa
de 0,05 - 0,10 ng mL™'. Da mesma forma Siddappa et al., (2012), relataram uma contaminag3o
por AFLAM; em 30 amostras de leite UAT da India com nivel contaminagao na faixa de 0,1 -
3,8 ng mL!'. Xiong et al., (2013) observaram que 43 das 72 amostras de leite UAT da China

apresentaram um nivel de contaminagio por AFLAM; na faixa de 0,01 — 0,42 ng mL",
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enquanto que no Suddo, Elzupir & Elhussein, (2010) relataram que 148 amostras de leite UAT
estavam contaminados com AFLAM; na faixa de 0,22 — 6,90 ng mL"!. Na Turquia, Tekinsen e
Eken (2008) analisaram 100 amostras de leite UAT e relataram que 67 % dessas amostras de
leite estavam contaminadas com AFLAM,;. Os niveis de AFLAM); variaram de 0,010 - 0,630
ng mL".

Zeng et al. (2013) estudaram 152 amostras de leite UAT e 26 amostras de leite
pasteurizado consumido em Beijing (China). Os autores detectaram AFLAM; em 55% das
amostras de leite UAT com uma faixa de concentra¢do de 0,006 — 0,160 ng mL™! e 96,2% das
amostras de leite pasteurizado com niveis de contaminagio de 0,023 — 0,154 ng mL™!, porém
estas contaminac¢des estavam abaixo dos LMTs na China (0,5 ng mL™). Em contrapartida o
conteudo de AFLAM; em 20,3% das amostras de leite UAT e 65,4% de amostras de leite
pasteurizado excedem o LMT pela UE.

Ghanem e Orfi (2009), analisaram 74 amostras de leite bovino cru, 10 amostras de leite
vaca pasteurizado e 8 amostras de leite em pd, provenientes do norte, sul e leste da Siria. Onde
95% das amostras de leite bovino cru apresentaram um nivel de contaminagdo entre 0,02 —
0,690 ng mL"!, enquanto que as amostras de leite bovino pasteurizado apresentavam um indice
de contaminagio entre 0,089 — 0,765 ng mL!. Considerando a totalidade de amostras
contaminadas, 22% (cru) e 80% (pasteurizado) destas ultrapassaram o LMT pela EU para
AFLAM;. Para o leite em pd apenas uma amostra apresentou contaminagdo com AFLAM;,
contendo uma concentragio inferior (0,012 pgkg™). Igbal et al. (2017), analisaram 76 amostras
de leite cru, 60 de leite UAT e 32 amostras de leite em p6, consumidos em Punjab (Paquistdo).
Os resultados dos niveis de contaminagdo por AFLAM; mostraram que 38%, 32% e 13%,
respectivamente, excederam o LMT pela UE.

Virios paises realizaram estudos sobre a incidéncia de AFLAM;| no leite. Quanto ao leite
em po, alguns estudos foram conduzidos de diferentes regides. Londano et al. (2013) analisaram
30 amostras de leite em p6 comprados nos mercados da Argentina e do Brasil, verificando a
incidéncia de AFLAM; em todas as amostradas num intervalo de 0,1 — 0,92 pg kg™, sendo que
estes valores encontram-se dentro do LMT pela ANVISA, mas excederam o LMT pela UE
(0,05 ug kg™".

Em Cabo Verde nao existe industria de laticinios, com isso o leite consumido ¢ importado
de varios outros paises do mundo. Assim, Cabo Verde ¢ um pais “fortemente” dependente da
importacdo de produtos alimentares de primeira necessidade, sendo Portugal o seu maior
fornecedor (46,5% das importagdes cabo-verdianas em 2016). Os produtos agricolas e

alimentares sdo o terceiro maior grupo de produtos exportados de Portugal para Cabo Verde



53

(ASemana, 2017). Trés diferentes marcas de leite em pd foram avaliadas, sendo as marcas I e
IT oriundas da Unido Europeia e a marca III de origem desconhecida conforme ilustrado na
Tabela 8.

Os resultados obtidos mostram que os niveis de contaminacdo por AFLAM;
encontrados, 12% da marca I, 38% da marca II, 83% da marca III, excederam o LMT pela
ANVISA RDC (leite em p6 < 5 pg kg'!), em contrapartida, das 50 amostras de leite consumido
na cidade e Assomada (Cabo Verde), 85 % destas amostras excederam o LMT pela Unido
Europeia (0,05 ug kg™!). De acordo com Midio et al. (2000) e Virdis et al. (2008) com a reducio
de niveis de 4gua durante a transformacao do leite fluido para leite em p6 ocorre aumentos na
concentragdo de AFLAM;|, justificando assim os niveis elevados das aflatoxinas nessas
amostras.

As amostras da marca III ndo continham nenhum dado relativo ao produto, pois sao
comercializadas a-granel. Em Cabo Verde, o controle de qualidade para lacticinios ainda ¢
precario, principalmente envolvendo nivel de exposi¢cdo a AFLAs. Segundo a Biomin (2017)
Cabo Verde est4 no grupo de paises que ndo tem nenhuma amostra testada sobre incidéncia de
aflatoxinas em diferentes matrizes. Em contrapartida, ha varios estudos relatados na literatura
sobre incidéncia de aflatoxinas em diferentes tipos de amostras na Europa, principalmente na
Europa Meridional, com um risco de contaminagdo extremo (76 — 100%) acima do LMT pela
UE.

Assem et al. (2011) avaliaram 14 amostras de leite em pd, comercializado no Libano e
encontraram 35,7% das amostras positivas para AFLAM; com uma média de 4,9 pg kg!. Na
China, Pei et al. (2009) relataram que 100% de 15 amostras de leite em pd apresentavam
contaminagio por AFLAM;, 10 amostras apresentaram incidéncia entre 0,16 - 0,32 ug kg'!, e
o0s outras cinco, em niveis superiores a 0,32 - 0,5 ug kg'!. Na Turquia (KABAK, 2012), a
AFLAM; foi detectada em 8% das 62 amostras de leite infantil em uma concentragdo que variou
de 0,016 - 0,022 pg kg™!. No Ird, Oveisi (2007) relatou que 96,6% das amostras de leite infantil
estavam contaminadas com AFLAM; com uma média de 0,0073 pg kg™

Para Prandini et al. (2009) e Rahimi et al. (2010), a forma mais eficaz de controlar a
incidéncia de AFLAM; no fornecimento de alimentos € reduzir a contaminagao com AFLAB;,
em matérias-primas e suplementos na alimenta¢do para gado leiteiro. De acordo com, Pei et al.
(2009), amostras de alimentos de varios estabulos devem ser avaliadas rotineiramente para
verificar a incidéncia de AFLAs e aquelas com contaminagdes excessivas, devem ser
descartadas mantendo os alimentos da vaca leiteira longe da contaminagdo por fungos tanto

quanto for possivel. Ghazani (2009) concluiu que os produtores de leite devem ser informados
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pelas autoridades governamentais sobre as potenciais consequéncias em relagdo a
contaminagdo por AFLAs para a satide animal e humana. Nuryono et al. (2009) sugeriram que
uma vez que os processos de producao nao afetam essencialmente a concentragdo de AFLAM;,
devido a sua estabilidade térmica, a principal estratégia para diminuir o risco de exposigao,
tanto para animais como para seres humanos, ¢ um programa de monitoramento preventivo
apropriado.

No entanto, o aspecto mais importante que deve ser considerado ¢ a incidéncia de niveis
de contamina¢do da AFLAM; no Brasil e principalmente em Cabo Verde onde nao existe um
LMT para AFLAM|, em que o controle dos niveis de AFLAM; e AFLAB; sdo necessarios nao
sO para a protecao da saude publica, como também para orientar as agcdes governamentais.

Para se obter mais informagoes sobre os dados ¢ o efeito da interagao entre lotes, marcas,
paises e tipo de leite, realizou-se uma ANOVA. Os valores obtidos (Tabela 9) mostram que em
relacdo a contaminagao por AFLAM|, ndo existe uma diferenga significativa (p > 0,05), entre
os paises (Cabo Verde e Brasil), enquanto que para Pais:Marca:lote, foi observado que existe
uma diferenga significativa (p < 0,05). Ou seja, essa diferenca pode estar relacionada com a
obten¢do da matéria prima (leite cru) podendo a contaminacao por AFLAB; em ragdes estar
relacionado com tal efeito.

Em relacdo ao tipo de leite (integral, desnatado, semidesnatado) e a forma do leite
(liquido e em pod) verificou-se uma diferenga significativa de AFLAM; (p < 0,05). Segundo
Deveci e Sezgin (2006) a concentragdo do leite e o processo da secagem podem influenciar a
concentracdo de AFLAM; no leite. Galvano et al. (1996) e Prandini et al. (2009) afirmam que
quando o leite desnatado for seco por pulverizagdo, a concentragdo de AFLAM; ¢ reduzida em
torno de 59 a 68% em relacdo ao leite cru original, e que a distribuicdo de AFLAM; no leite
ndo ¢ homogénea. Ainda de acordo com os autores, 80% da proteina do leite ¢ dividida na
porcdo de leite desnatado ligada a caseina, assim a AFLAM); predomina na fra¢do nao gorda, o
que pode ser explicado devido ao seu carater semipolar. Outros estudos, defendem que o
tratamento térmico € possivelmente a principal causa de reducdo de AFLAM; durante o
processo de secagem porque pode causar a decomposi¢do de proteinas do leite e a solubilidade
de sais e, consequentemente, as interagdes hidrofobicas entre AFLAM; e caseina sdo alteradas
(DEVECI & SEZGIN, 20006).

A AFLAB; foi detectada em apenas 8% das 112 amostras. Os dados da Tabela 9
mostram que existe uma intera¢do entre Lote:Tipo de leite, isso quer dizer que a variagdo da

AFLAB; ¢ diretamente associado ao tipo do leite.
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Fator G.L S.Q Qmedio F Valor - p
Pais 1 3,11 3,11 1,56 0,21
Forma 1 85,31 85,31 42,62 <0,01
Marca 1 49,18 49,21 24,6 <0,01
Lote 1 31,41 314 15,7 <0,01
Tipo 2 1,01 0,53 0,23 <0,01
Pais & Marca 1 275,03 275,03 137,42 <0,01
Pais & Lote 1 176,06 176,1 87,93 <0,01
Forma & Marca 1 2,50 2,502 1,25 0,3
Forma & Lote 1 0,04 0,04 0,01 0,8
Marca & Lote 1 22,42 22,42 11,20 <0,01
Marca & Tipo 2 16,38 8,19 4,09 0,02
Lote & Tipo 2 1,91 0,96 0,48 0,62
Pais & Marca & Lote 1 11,70 11,69 5,84 0,02
Tipo & Marca & Lote 1 0,08 0,082 0,04 0,84
Marca & Lote & Tipo 2 33,59 16,8 8,39 <0,01
Residuos 301 602,42 2,001
Tabela 10 - Analise de variancia para AFLAB.
Fator G.L S.Q Qmedio F Valor - p
Marca 1 0,10 0,11 26,7422 <0.01
Lote 1 0,04 0,03 7,52 0,01
Tipo 1 0,06 0,05 13,84 <0.01
Marca & Lote 1 0,01 1,55 0,006 0,23
Marca & Tipo 1 0,01 0,01 3,49 0,07
Lote & Tipo 1 0,07 0,06 16,94 <0.01
Residuos 20 0,08 0,004

G.L — grau de liberdade; S.Q. — soma de quadrados; Qmedgio— quadrado médio; F'— constante de Fisher. Pais —
Brasil, Cabo Verde; Tipo — Leite UAT integral, desnatado, semidesnatado e em pd; Forma — Fluido e em p6.
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5.4. Estimativa do Risco de exposicio

A exposi¢ao de AFLAM| e AFLAB; através do consumo de leite no Brasil do presente
estudo foi estimada de acordo com Equagao (4), onde a concentragdo média de AFLAM; e
AFLAB; foi de 0,25 ng mL™! e 0,09 ng mL™' respectivamente. Estas concentracdes sio
referentes a leite UAT e em p6 consumidos no Brasil, onde dados mais atuais apontam um
consumo de 175 litros de leite per capita (pc) durante o ano de 2016 (CONAB, 2017). A massa
corporal (MC) foi estimada em 70 kg, conforme utilizado no estudo executado Souza et al.,
2014 que também estimou o risco de exposi¢do humana a micotoxinas para biscoitos. Para
exposi¢cdo de AFLAM; em cidade de Assomada (Cabo Verde) foram utilizado os mesmos dados
do Brasil, pois ndo foram encontrado tais dados referentes a Cabo Verde.

Com base nos dados descritos a estimativa da ingestao diaria (DI) da AFLAM; foi de
1,7 ng kg! pc! dial, e 0,6 ng kg! pc! dia! para AFLAB; na cidade Rio grande (Brasil) e
2,4 ngkg! pc! dia! para AFLAM; na cidade de Assomada (Cabo Verde). O valor da DI para
AFLAM; foi maior do que a DI dos cidadaos portugueses, brasileiros e francesa (> 15 anos)
relatado por Duarte et al. (2013), Shundo et al., (2009) e Leblanc et al., (2015) onde o valor
estimado foi 0,08 ng kg' pc! dial, 0,19 ng kg' pc! dia! e 0,01 ng kg! pc! dia’
respectivamente. Kos et al., (2014) encontrou valores de 2,90 ng kg™ pc! dia! (populagio
masculina), 3,96 ng kg! pc! dia! (populagio feminina) para a populagio adulta (> 55) de
Sérvia. No entanto, valores mais elevados de DI para AFLAM, foi relatada anteriormente para
a populacdo adulta de Marrocos (3.26 ng kg!' pc! dia!) (ZINEDINE et al., 2007), enquanto
que valores mais baixos foram relatados na Espanha (0,305 ng kg™! pc / dia) (CANO-SANCHO
etal., 2010).

Devido ao potencial carcinogénico das aflatoxinas, Comités internacional de
especialistas (JECFA, 2001) ndo especificaram um niimero ingestao diaria toleravel (TDI) para
aflatoxinas e concluiu que a exposicio diaria, mesmo < 1 ng kg™! pc / dia, contribuiu para o
risco de cancer de figado. Portanto, os niveis encontrados salientam a importancia do estudo de
métodos mais sensiveis e da ocorréncia dessas micotoxinas em alimentos a fim de assegurrar a

seguranga alimentar.
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6. CONCLUCAO

Dentre os métodos estudados, 0 QUEChERS mostrou-se um método rapido, sensivel e
confiavel para determinagdo de AFLAM; e AFLAB; no leite liquido e em pd, apresentando
valores dentro dos sugeridos pelos guias de validagdo para todas as figuras de mérito avaliadas,
demonstrando exatidao (89 - 120%) e precisdo (RSD <20%). O estudo do efeito matriz indicou
a necessidade da correcdo do mesmo, que neste caso foi realizado através da superposi¢ao da
matriz.

Das amostras de leite comercializados no sul do Brasil, a AFLAM; foi detectada acima
do LMT pela ANVISA em 38% das 62 amostras de leite, enquanto que para AFLAB; verificou-
se uma contaminacio de 24% em uma faixa de concentra¢io de 0,1 — 0,6 ng mL™!, j4 os leites
em po 20 % das amostras excederam o LMT pelo Brasil.

Os niveis de contamina¢do por AFLAM; encontrados nas amostras de leite em pd
comercializados na cidade de Assomada (Cabo Verde), apresentam risco a saude publica por
estarem acima do LMT pela UE.

A Estimativa do risco de exposi¢cao da AFLLAM; pelo consumo de leite no Brasil e Cabo
Verde foi maior que limites internacionais para a ingestao diaria aceitavel.

O trabalho desenvolvido ¢ de suma importancia para o controle de qualidade do leite
consumido na regido sul do Brasil, e de um fator de impacto ainda maior abordando a
contaminagdo destas toxinas em leite consumido em Cabo Verde, podendo ser uma base para

criacdo de um LMT dessas toxinas.



7. ANEXO
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APENDICE 1- EXTRACAO DE AFLATOXINA B1e M1 EM LEITE — AOAC

Figura 5 — Esquema de extragdo de AFB1 e AFM1 em leite — AOAC

Agitar em shaker 5 mL leite + 20 mL metanol + 2 g celite por 30 min

L

Filtrar para funil de separacao

L

Adicionar 15 mL de cloreto de sédio 4%

1

Acrescentar 10 mL de hexano e agitar por 3 min.

3X L

Recolher a fase metanolica e descartar a fase hexanica

1

Adicionar 10 mL de cloroférmio e agitar por 3 min

2X L

Recolher o cloroférmio

L

Transferir para funil de separacdo e adicionar 20 mL de cloreto de s6dio 4%

L

Agitar e filtrar a fase cloroférmica em papel filtro com sulfato de sédio anidro

L

Recolher o cloroférmio

|

Evaporar sob corrente de nitrogénio até residuo

Fonte: Adaptado de AOAC (2000)



APENDICE 2 — EXTRACAO SEGUNDO ANAGNOSTOPOULOS, et al. (2014).

Figura 6 — Esquema de extracdo de AFB1e AFMi1 em leite.
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Agitar no Vortex 4 mL leite + 4 mL metanol acidificado (1% CH202) por 30 s.

L

Centrifugar (4000 rpm) por 5 min.

L

Recolher a fase metanolica

|

Congelar por 12h (-18 °C)

L

Recolher 2 mI. do Sobrenadante.

1

Evaporar sob corrente de nitrogénio até residuo.

Fonte: Anagnostopoulos, et all. (2014).
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APENDICE 3 — EXTRACAO SEGUNDO FLORES-FLORES, et al. (2011).

Figura 7 — Esquema de extracdo de AFB1e AFMi1 em leite

Agitar em shaker I mL de leite + 4 mL de acetonitrila (2% CH202) por 15 min.

L

Centrifugar (5000 rpm) por 10 min.

L

Recolher 4 mL do sobrenadante.

L

Adicionar 60 mg de acetato de sodio (C2H3NaO2).

L

Centrifugar (5000 rpm) por 10 min.

L

Recolher 3 mL do sobrenadante.

L

Evaporar sob corrente de nitrogénio até residuo.

Fonte: Flores-Flores, et all. (2017).



APENDICE 4 —- EXTRACAO SEGUNDO SEGUNDO BECKER-ALGERI (2016)

Figura 8 — Esquema de extracdo de AFB1e AFMi1 em leite
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5 mL de leite + 10 mL de hexano + 15 mL Acetonitrila acidificada (1% acido acético)

L

Agitar no vortex (30 s)

L

Adicionar 6 g MgSO4 + 1.5 g NaCl

L

Agitar no vortex (1 min)

Centrifugar por 10 min (3000 rpm)

L

Recolher 5 mL de acetonitrila

Fonte: Becker-Algeri (2016.
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