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RESUMO GERAL

PEREIRA, Maria Marlucia Gomes. Pesquisa de fungos produtores de
micotoxinas e aflatoxinas em alimento animal e aflatoxina M, em leite.
Lavras: UFLA, 2003. p. 86. (Tese-Doutorado em Ciéncia dos Alimentos).

O presente trabalho teve como objetivo isolar e identificar a microbiota
fingica e sua capacidade toxigénica, presenga de aflatoxina B, em alimento
animal e aflatoxina M, em leite cru e apds pasteurizagdo da regido de Lavras,
Sul de Minas Gerais. Foram analisadas 40 amostras de alimento animal. Estas
foram avaliadas quanto 4 contagem de fungos (log,¢/g) nos meios DRBC, DG18
e AFPA, onde se obteveram contagens médias de 4,83, 3,55 e 2,28,
respectivamente. Na ragdo foram isolados Penicillium (32,08%) e Aspergillus
(28,32%), Fusarium (27,45%) e, com um percentual inferior, os géneros
Alternaria, Eurotium e Cladosporium, Taralomyces e Paecilomyces. No farelo
de soja, os principais géneros correspondiam a Aspergillus (31,42%) e
Penicillium (14,28%), seguidos dos géneros Alternaria, Eurotium e
Cladosporium. No farelo de soja e trigo houve uma predomindncia de
Penicillium (44,44%), Fusarium (33,33%) e Aspergillus (22,22%) e no carogo
de algoddo, Aspergillus (36,37%), Penicillium (27,27%), Curvularia (18,9%) e,
com menor percentual, Alternaria e Cladosporium. Em relagdo as espécies
aflatoxigénicas pesquisadas, houve maior predominancia de isolados das
espécies A. flavus, A.parasiticus, A.ochraceus, A .niger e A. niveus. Em 33
amostras de alimento animal analisadas (100%) n#o foi detectada presenca de
AFB,. Foram analisadas 36 amostras de leite cru e 34 amostras de leite apds
pasteurizagdo. O leite cru (19 amostras -52,77%) e o leite pasteurizado (13
amostras -38,23%) apresentaram presenca de aflatoxina e os niveis variaram de
tragos a 74,1 ng/L e tragos a 58,9 ng/L, respectivamente. As concentragdes de
AFM, no leite cru e apds pasteurizagdo ndo diferiram entre si (p > 0,05). As
concentragdes de AFM, detectadas nas amostras de leite estdo de acordo com os
padrdes regulamentares em nossa legislagéo (Brasil, 2002).

Orientadora: Eliana Pinheiro de Carvalho - UFLA



GENERAL ABSTRACT

PEREIRA, Maria Marlucia Gomes. Study of the presence of mycotoxin and
B1 aflatoxin producing fungi in feed and M, aflatoxin in milk. Lavras:
UFLA, 2003. p. 86. (Thesis- Doctorate in Food Science)

The present work was designed to isolate and identify the fungal
microbiota and its toxigenic capacity , presence of B1 aflatoxin in feed and M,
aflatoxin in raw milk and pasteurization in the South region of Minas Gerais. 40
samples of feed were analyzed. These were analyzed for fungal count (log;o/g)
in the media DRBC, DG 18 and AFBA, where average counts of 4.83, 3.55 and
2.28, respectively were obtained. In the ration were isolated Penicillium
(32.08%) and Aspergillus (28.32%), Fusarium (27.45%) and with a lower
percentage, the genera Alternaria, Eurotium and Cladosporium, Taralomyces
and Paecilomyces. In soybean meal, the main genera corresponded to Apergillus
(31.42%) and Penicillium (14.28%) followed by the genera Alternaria,
Eurotium and Cladosporium. In soybean and wheat meals there was a
predominance of Penicillium (44.44%), Fusarium (33.33%) and Aspergillus
(22.22%) and in cottonseed, Aspergillus (36.37%), Penicillium (27.27%),
Curvularia (118.9%) and with a lower percent, Alternaria and Cladosporium.
Concerning the aflatoxigenic species researched, there was a greater
predominance of strains of the species A. flavus, A. parasiticus, A. ochraceus, A.
niger and A. niveus. In 33 samples of feed analyzed (100%), the presence of
AFBI1 was not detected. 36 samples of raw milk and 34 samples of milk after
pasteurization were analyzed. Raw milk (19 samples — 52.77%) and pasteurized
milk (13 samples — 38.23%) showed presence of aflatoxin and the levels ranged
from traces to 74.lng/ml and traces to 589 ng/ml, respectively. The
concentrations of AFM, in raw milk and after pasteurization did not differ
between them (p > 0.05). The concentrations of AFM, detected in the milk
samples are in accord to the regulation standards in our legislation (Brasil,
2002).

Adviser: Eliana Pinheiro de Carvalho - UFLA
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CAPITULO 1

1 INTRODUGCAO GERAL
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1 INTRODUCAO

A pesquisa de micotoxina assume um papel importante na area de
alimentos, tendo em vista o risco potencial que pode ocasionar aos
consumidores, bem como as perdas econdmicas provocadas, que representam
um percentual bastante elevado no cenario mundial.

A contaminag@io de alimentos humanos e animais com aflatoxina ¢ de
interesse atual e tem recebido uma grande aten¢do durante as ultimas trés
décadas (Rustom, 1997).

A ragdo animal contaminada € considerada a principal fonte de
micotoxinas em fazendas. A ingestdo de tais metabolitos resulta em um impacto
negativo de relevante importéancia na produgdo animal (Gareis & Wolff, 2000).

O isolamento e a confirmagdo de espécies fungicas toxigénicas em
alimento ndo indica, obrigatoriamente, a presenga de micotoxina (Hussein &
Brasel, 2001).

O levantamento feito por Rodrigues-Amaya (2000) sobre micotoxinas na
América Latina demonstra que de 100 trabalhos publicados, 36% revelam a
ocorréncia de micotoxinas em alimentos humanos € animais.

A aflatoxina Bl é o mais potente hepatotoxico de origem biologica e
promove uma variedade de efeitos biologicos, dentre os quais a carcinogenese, a
teratogenese, € a mutagenese nos animais (Applebaum et al., 1982).

A aflatoxina, uma vez ingerida pelo homem ou animais, é ativada por
enzimas, formando um ep6xido, o qual ¢ um metabdlito altamente reativo. O
provavel mecanismo de toxidez e carcinogenicidade da aflatoxina € a ligagdo
covalente do epdxido com macromoléculas, inclusive com o DNA (Norred,
2000).



A biotransformagdo da AFB1 ocorre através de um complexo processo
com miltiplas vias, entre as quais temos a epoxidagdo e hidroxilagdo. No
processo de epoxidagdo ha formagiio de um composto responsavel pela atividade
téxica da AFBI1. A hidroxilagio forma derivados menos téxicos € hidrossoliveis
como a AFM,, o que possibilita a sua excregdo através dos fluidos corporais
(Taveira & Midio, 1999; Biehl & Buck, 1987).

A microbiota fingica natural que coexiste com a produgdo de alimentos
é composta principalmente pelos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillum.
Muitas das espécies de Fusarium sdo patogenos que destroem os cereais € outros
produtos e a produgdo de micotoxinas ocorre antes ou logo apds a colheita.
Algumas espécies de Aspergillus e Penicillum também sdo patdgenos vegetais
ou saprofitas, estes relacionados mais habitualmente com os produtos e com os
alimentos durante a secagem e principalmente no periodo de armazenamento
(ICMSF, 1996).

Os efeitos nocivos da contaminagdo de alimentos e ragéo animal podem
ser evitados através da prevengdo, descontaminagdo e inibigdo da absor¢do de
micotoxinas no trato intestinal (Bata & Lasztity, 1999).

Na historia recente, esta perfeitamente comprovada a relevéancia dos
metabélitos fingicos em epidemias de grande importéncia, tanto para o homen
como para os animais. As micotoxinas apresentam quatro classes basicas de
toxicidez: aguda, cronica, mutagénica e teratogénica (ICMSF, 1996).

As aflatoxinas sdio metabolitos secundérios produzidos na natureza pelas
espécies de Aspergillus flavus, A. parasiticus ¢ A. nomius, este ultimo descrito
mais recentemente. As principais aflatoxinas produzidas de forma natural so as
B,, By, G, e G,. Os principais efeitos distintos produzidos pelas aflatoxinas sio:
lesdio hepitica, indugdo de tumores e efeito teratogénico (ICMSF, 1996; Stoloff
et al., 1975).



A pesquisa de aflatoxina teve inicio quando em 1960, na Inglaterra,
ocorreu uma intoxicagdo de aves tratadas com ragdes a base de amendoim
proveniente do Brasil e Africa, a qual ficou conhecida como "Doenga X"; € na
época, milhares de animais morreram (Lancaster et al., 1961).

A qualidade do leite destaca-se, tendo em vista o perfil do consumidor e
a grande dificuldade em se obter uma matéria-prima de qualidade. Varios séo os
fatores que contribuem para esta perda de qualidade, o que representa um grande
desafio para os que atuam diretamente na cadeia produtiva do leite e derivados.
O leite contaminado com AFM,, pode torna-se um alimento potencialmente
patogénico, principalmente para os lactentes. Diante disso, as pesquisas nesta
drea assumem um papel de extrema relevancia.

A obtengdo de dados a respeito da presenga de aflatoxina nos alimentos
no Brasil, se faz necessario, uma vez que a aflatoxicose € uma enfermidade de
grande importincia. Caracteristicas do clima quente e imido existente no pais
sdo fatores favoraveis ao desenvolvimento de fungos (Sabino et al., 1988).

O presente trabalho teve como objetivo isolar e identificar a microbiota
fungica e sua capacidade toxigena e presenga de aflatoxina Bl em alimento
animal e aflatoxina M, em leite produzido na regido de Lavras, Sul de Minas

Gerais.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais

Durante muito tempo os fungos foram considerados vegetais, mas a
partir de 1969 ocorreu uma nova classificagdo, através da qual passaram a ser
classificados em um reino a parte, o Fungi. Os fungos sdo seres vivos
eucaridticos que apresentam apenas um nuacleo, como as leveduras, ,ou
multinucleares, como os fungos filamentosos ou bolores € os cogumelos. Os
fungos ndo sintetizam clorofila nem qualquer pigmento fotossintético (Trabulsi
et al., 1999).

Os esporos dos fungos sdo abundantes e amplamente encontrados na
natureza, crescem rapidamente no solo, em plantas, em alimentos, em papel e até
em vidros. Alimentos armazenados representam um excelente campo para a
proliferagdo dos fungos, principalmente onde os principios basicos adequados de
secagem e armazenamento ainda sdo desconhecidos ou desprezados (Fonseca,
2000).

As micotoxinas estdo caracterizadas como substincias ndo protéicas
resultantes do metabolismo de fungos. Sdo moléculas relativamente pequenas,
geralmente ndo sdo detectaveis pelo sistema imune do homem e animais € o
principal perigo potencial da presenga das micotoxinas na dieta humana reside
na incapacidade de serem detectadas biologicamente (ICMSF, 1996).

As_espécies flngicas do género Aspergillus produzem substéancias
ck/nomjnadas de aflatoxinas qu»e,sﬁo produzidas essencialmente por Asi)érgillus
Slavus e Aspergillus parasiticus. No momento existem 18 tipos de aflatoxinas,
entreré's quais temos a aflatoxina M;, um derivado metabdlico da aflatoxina B,
resultante da ativagdo metabolica no figado, encontrada no leite e urina de

—

muitas“erspécies (Gimeno, 2000).



As aflatoxinas s@o furocumarinas complexas contendo intensa
fluorescéncia quando expostas a luz ultravioleta em ondas longas. Esta
propriedade ¢ altamente aproveitavel para sua identificagdo e quantificagdo,
quando presente em diversos tipod de alimentos (Midio & Martins, 2000)

O metabdlito produzido pelo figado de um animal ou ser humano que
ingeriu alimento contaminado por aflatoxina tem grande importancia clinica,
pois é acumulado no leite € em ovos 24 horas ap6s a ingestdo do alimento
contaminado. Estudos tém demonstrado que até 90% da aflatoxina acumulada
no organismo podem ser eliminados se o alimento contaminado ndo for mais
fornecido ao animal. No entanto, a pequena quantidade residual liga-se as
proteinas celulares, mantendo-se por periodos prolongados, principalmente no
figado (Miller, 1999).

Geograficamente, os tropicos estdo situados na parte do globo entre as
latitudes de aproximadamente 23° norte e 23° sul. Nem todas as areas ai
compreendidas sdo quentes e Umidas, mas na maioria delas as condigdes
atmosféricas sdo muito favoraveis tais como: a umidade relativa do ar de 70 a
100% e temperatura média superior a 25°C, as quais favorecem a rapida
proliferagdo de fungos (Fonseca, 2000).

Em estudo realizado por Gelli et al. (1990) os autores sugerem a
necessidade de mais avaliagGes das condigGes de armazenamento/conservagao.
bem como das caracteristicas intrinsecas do produto que favoregam o
crescimento dos fungos e a produg@o de micotoxinas para que seja determinada
em quias etapas podem ocorrer a multiplicagdo de fungos e a produgdo de
micotoxinas.

A aflatoxicose resulta em uma grande variedade de sintomas,
dependendo da espécie animal afetada. As diferentes espécies animais variam
em susceptibilidade para a aflatoxicose aguda, com dose letal média em valores

que variam de 0,3 a 17,9 mg/kg de peso corporal (Patterson, 1973).



Algumas substincias como o carvdo ativado, bentonita de sodio e
aluminio silicato de sodio hidratado tém sido testadas; tais substancias agem
inibindo a absorgdo da aflatoxina e, com isso, ocorre uma redugdo significativa
(Miarro et al., 2000; Rosa et al., 2001).

Alguns pesquisadores fazem restrigdes a esse tipo de procedimento, pois
alegam que alguns nutrientes podem também ser carreados, o que pode
representar um sério problema nutricional (Rosa et al., 2001). Convém citar que
alguns Estados do USA tém permitido a utilizagdo desse tratamento mesmo
diante do FDA - Administration Drug and Food, que ndo tem se apresentado a

favor desses métodos (Norred, 2000; Bata & Lasitsy, 1999).

2.2 Fatores importantes para o crescimento de fungos e produgio de
aflatoxina
2.2.1 Aa (Atividade de dgua)

A produgdo de aflatoxina resulta da tripla combinagfio: espécie fungica,
substrato € meio ambiente. Os fatores que afetam a produgdo de aflatoxina
podem ser divididos em 3 categorias: fisica, nutricional e bioldgica (Gourama &
Bullerman, 1995b; Pitt & Hocking, 1997).

A Aa (Atividade de agua) e a umidade relativa do ar constituem pontos
criticos na producdo da aflatoxina. De acordo com observagdes de Diener &
Davis (1966), a produgéo maxima de aflatoxina, em grio de cereal, ocorre em
teor de umidade de 25% a 30 °C. Os valores minimos exigidos de umidaa'e |
relativa do ar estdo entre 83 a 88%. Tais autores observaram também que
quando a umidade relativa do ar atingiu valor de 99% houve aumento na
produgdo de aflatoxina.

A influéncia da atividade de agua foi analisada no amendoim da
variedade "Tatu vermelho", quanto ao crescimento de fungos e a produgio de

aflatoxina. Observou-se ainda que, nos primeiros 15 dias em atividade de dgua



de 0,75 a 0,86, o crescimento do fungo foi lento, sendo mantido o mesmo nivel
em 60 dias, em todas as atividades de agua testadas (0,75, 0,83, 0,86, 0,93,
0,97). A produgdo 6tima de aflatoxina ocorreu em atividade de agua de 0,93; em

0,86 ndo houve formagao de aflatoxina por 120 dias (Prado et al., 1991).

2.2.2 Temperatura

Em alimentos refrigerados e ndo refrigerados, estocados em residéncias,
foi observado que a microbiota fiingica era representada por Penicillium (49%) e
por Aspergillus (38%). Destes, 10,7% foram capazes de produzir micotoxinas,
dentre as quais aflatoxinas, acido céjico, ocratoxina A, &cido penicilico e
patulina. Observou-se ainda que a produgéo de aflatoxina foi mais comum nos
alimentos ndo refrigerados (Torrey & Math, 1977).

A temperatura Otima para a produgd@o de aflatoxina € influenciada pelo
tipo de substrato. No amendoim, em solug@o nutriente, a temperatura 6tima para
a produgdo de aflatoxina por Aspergillus flavus foi 25 °C em periodo de
incubagdo de 7 a 9 dias. Verificou-se que elevados indices de aflatoxina foram
produzidos em amendoim a 25 e 30 °C, durante 7 e 15 dias de incubagdo,
ocorrendo o mesmo no meio liquido. A produgdo de aflatoxina por Aspegillus
parasiticus atingiu o maior nivel nas temperaturas de 20, 25 e 30 °C, no periodo
de 5 a 21 dias. Os niveis mais elevados foram observados aos 25 e 30 °C, com 7
e 15 dias de incubag@o (Diener & Davis, 1966).

Para Sorenson et al. (1967), a temperatura Otima para a produgio de'
aflatoxina em arroz foi de 28 °C, ndo sendo detectada a toxina em temperatura
abaixo de 8 °C ou a partir de 37 °C. A temperatura étima para a produgdo de
aflatoxina geralmente encontra-se entre 25 a 28 °C (Gourama & Bullerman,
1995a).

Torrey & Marth (1977) avaliaram o crescimento de uma cepa de

Aspergillus produtor de aflatoxina na temperatura de 8 °C, durante 504 horas e



nao observaram crescimento durante este periodo.

A produgido de aflatoxina foi analisada em varias temperaturas pelo
periodo de 5 dias em meio Wort. A produgdo maxima de aflatoxina foi
observada na temperatura de 24 °C e o crescimento maximo do 4. flavus ocorreu
nas temperaturas de 29 e 35 °C. Durante 5 dias ndo houve produgéo de
aflatoxina em temperatura abaixo de 18 °C e acima de 35 °C (Sanders et al.,
1968).

A influéncia da temperatura e da atividade de adgua foram avaliadas
quanto a produgd@io de aflatoxina por 4. flavus, em feijao cowpea, farinha e
farinha com cebola. Temperaturas de 21 e 30 °C produziram elevada quantidade
de aflatoxina, sendo a maior quantidade obtida em farinha contendo cebola, com
atividade de agua de 0,98 e incubagdo a temperatura de 21 °C, ap6s 20 dias
(Koehler et al., 1985).

Amostras de arroz inoculadas com cepas de A. flavus toxigénico foram
incubadas a 15 °C, em umidade relativa (UR) de 61%, 86,5% ¢ 99% a 25 °C, em
UR de 64%, 85% e 98%; e a 40 °C, em UR de 61,5%, 85,5% e 96%, pelo
periodo de 10, 20 e 30 dias. A melhor produgio de aflatoxina foi obtida a 25 °C,
em UR de 85% e 98%, apos 10 dias de incubag@o (Asevedo et al., 1993).

2.2.3 Potencial hidrogeniénico

Para Buchanan & Ayres (1975), o efeito do pH depende da composigdo
do meio. O pH inicial 6timo para a produgio de aflatoxina deve ser determinado
em fungio do meio que serd empregado para o crescimento do fungo. Ainda em
relagio ao potencial hidrogeniénico (pH), a maior produgéo de aflatoxina foi
observada em pH com valores de 4 a 6 (Jarvis, 1971). Sabe-se que pH menor
que 6 favorece a produgdo da AFB1 e AFB2 e pH maior que 6, a produgéo de
AFGl e AFG2.



O pH 6timo para o desenvolvimento de 4. flavus e A. parasiticus situa-se
na faixa de 5 a 8, mas os mesmos podem crescer em uma ampla faixa de pH (2 a
> 11). O pH para produgio de aflatoxina por A. parasiticus varia de 2 a >8,
sendo 6 o pH mais favoravel (ICMSF, 1996).

2.2.4 Potencial de oxirredugio

O grau de oxigenagdo assume importante papel no crescimento dos
fungos e na produgdo da aflatoxina, pois ambos sdo processos aerdbicos (Jarvis,
1971). A produgdo de aflatoxina € inibida mediante aumento gradual da
concentragdo de dioxido de carbono de 20 para 100% (Landers et al, 1967). O
crescimento de fungos e a produgo de aflatoxinas s&o inibidos em concentragio
de CO2 de 40 a 60%, a 25 °C e 86% de UR. Em concentragio de 20% de CO2
ocorre o crescimento do fungo, ndo havendo, porém, formagdo da micotoxina.
Em concentragdes de 100% de CO2 ocorre total inibigdo do crescimento do
fungo, bem como da formagdo da micotoxina (Scussel, 1998).

O crescimento de 4. flavus e a produgdo de aflatoxina e &cidos graxos
livres foram avaliados mediante a presenga de didxido de carbono em
combinagdo com a umidade relativa e temperatura. O fungo desenvolveu-se nas
seguintes condigdes: umidade relativa 86%; atmosfera com 20% de CO2 e
temperatura de 27 °C e/ou umidade relativa 60%, atmosfera com 40% de CO2 e
temperatura de 25 °C, mas a produgéo de aflatoxina e acidos graxos livres foi
inibida. Foi observado ainda que os niveis de aflatoxinas e acidos graxos livres
diminuiram com a redu¢do da umidade relativa de 99% para 92% e 86%
(Sanders et al., 1968).

O requerimento de oxigénio e as condi¢des antioxidantes de cepas de A.
parasiticus toxigenas e ndo toxigenas para a produgdo de aflatoxinas foram
estudados. As exigéncias de oxigénio das cepas ndo toxigenas permaneceram

praticamente inalteradas durante as vdrias fases de crescimento. As cepas
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toxigénicas apresentaram acentuada demanda de oxigénio na fase relativa a

produg@o de aflatoxina (Jayashree & Subrsmanyam, 2000).

2.2.5 Composi¢ao dos meios de cultivo

O meio de cultura Aspergillus flavus parasiticus Agar (AFPA) para
rapida detecgdo das espécies aflatoxigénicas de Aspergillus flavus e A.
parasiticus foi descrito por Bothast & Fennell (1974). O componente essencial
deste meio € o citrato férrico, o qual promove intensa coloragdo amarelo-laranja
na parte inversa da coldnia.

A melhor férmula para a rapida detecgdo de Aspergillus flavus e
Aspergillus parasiticus é composta por extrato de levedura, 20 g; peptona
bacterioldgica, -10 g; citrato férrico amoniacal, 0,5 g; cloranfenicol, 0,1 g;
dicloran - solugdo estoque (0,2% em etanol), 1 mL; agar, 15 g; e 4gua destilada,
1 L. Este meio, denominado Agar Aspergillus flavus e parasiticus (AFPA), pode
ser autoclavado e a incubag@o deve ocorrer a 30 °C +/- 1°C por 42 h (Pitt et al,,
1983).

O extrato de levedura usado como fonte de nitrogénio orgdnico mostrou-
se mais efetivo na produgdo da cor do fungo que a triptona. No entanto, a
triptona pode substituir a peptona bacteriologica, pois apresenta menor custo e
eficiéncia idéntica a da peptona (Pitt et al., 1983) .

O teor de proteina e de carboidrato constitui importante fator na
produgdo de fungos e micotoxinas. O Aspergillus parasiticus, mediante elevado
teor de proteinas e baixo teor de carboidratos, ndo produz altos niveis de
aflatoxina embora possa intenso crescimento fingico e conidiogénese. Ja o
Aspergillus flavus, submetido a baixos teores de carboidratos, ¢ capaz de
produzir quantidade substancial de aflatoxina (Park & Bullerman, 1983).

Elevado rendimento na produgdo de aflatoxina por A. parasiticus, em

meio extrato de levedura, aconteceu quando a sacarose foi usada como
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carboidrato. Moderada produgdo foi verificada diante dos carboidratos glicose,
maltose e frutose. No entanto, a lactose foi incapaz de promover a formagéo da
aflatoxina (Engel, 1975). A produgdo maxima de aflatoxina ocorreu no meio
com 30% de glicose e o crescimento maximo, em 10% de glicose (Shih &
Marth, 1972). Para Luchese & Harrizan (1993), glicose e frutose séo excelentes
fontes de crescimento, conidiogénese e produgdo de aflatoxina tanto para A.
Sflavus quanto para A. parasiticus.

O catabolismo dos carboidratos mostra se valioso na regulagéo da sintese
de aflatoxina. O Aspergillus no meio PMS (peptona, sal mineral) ndo produz
aflatoxina; no entanto, pode-se observar sintese de aflatoxina ao transferi-lo para
o meio GMS (glicose, sal mineral), ou ainda, se 0 meio PMS for acrescido de
glicose (Buchanan & Lewis, 1984).

A intera¢do entre microrganismos demonstra que a presenga de outros
microrganismos, seja bactéria ou outro fungo, altera o crescimento dos fungos e
a produgdo de micotoxinas. Assim, os fungos, como as bactérias, competem
entre si por nutrientes disponiveis, fato que pode influenciar a produgéo de

micotoxinas (Ominsk, 1994).

2.2.6 Aditivos

Os efeitos de diferentes concentragdes de acido acético e propidnico, em
meio extrato de levedura-glicose e sal, em pH 4,5 e 5,5, foram avaliados por
Rusul et al. (1987) quanto ao crescimento de Aspergillus Slavus NRRL 2999 e a
produgdo de aflatoxina. A concentragdo méxima de acido acético e écido
propiénico que permitiu crescimento em pH inicial de 5,5 foi 1%, apés 7 dias de
incubagdo, e 0,25% depois de 3 dias de incubagéo, respectivamente. No mesmo
meio com pH inicial de 4,5, a concentragdo m&ima de acido acético ou
propidnico que permitiu o crescimento do fungo foi 0,25% e 0,1%,

respectivamente. Em relagdo a quantidade de micélio (peso seco), ndo houve
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. contaminadas e pasteurizadas a 62 °C por 30 minutos, bem como em amostras

diferenga significativa (p > 0,05) quanto as concentragdes de 0,0, 0,25, 0,50 e _
0,75% de acido acético. A produgdo de aflatoxina Bl e Gl diminuiu com o
aumento da concentragio dos acidos acético e propidnico.

O crescimento de Aspergillus flavus em meio liquido SMKY, com

diferentes concentragdes de cloreto de sédio e pH 4,5, mostrou que o aumento

em relagdo a produgio de aflatoxina (Sing et al., 1987).

Previdi (1987) avaliou o crescimento do Aspergillus flavus e a sintese de
aflatoxina em meio.contendo sacarose e meio extrato de carne acrescidos de
cloreto de sédio (de 0 a 12%) e incubagio de 5, 15, 25 °C. No meio de cultura
com sacarose, a quantidade de aflatoxina produzida a 25 °C foi significativa em
todas as concentragdes de sal. Na temperatura de 15 °C, houve crescimento do
fungo em todas as concentragdes de sal. A produgéo da aflatoxina ocorreu em
até 8% de sal, sendo a maior produgdo a 2%. Na temperatura de 5 °C o fungo
cresceu; no entanto, ndo houve produgio de aflatoxina. No meio extrato de
carne, a quantidade de aflatoxina a 25 °C foi mil vezes menor que no meio com
sacarose. Em temperatura de 15 °C, tanto a redugéio do crescimento do fungo
quanto a sintese da aflatoxina foram consideraveis. Em temperatura de 5 °C ndo

houve crescimento do fungo em nenhuma concentragéo salina.

2.3 Estabilidade da aﬂatoxin‘a M, no leite e seus derivad_os

—_—

A estabilidade da aflatoxina no leite (AFM,) e seus derivados tem sido

estudada e os resultados tém causado discorddncia entre os pesquisadores.

: Egmond (1983) estudou leite naturalmente contaminado, submetido a

esterilizagdo e pasteurizagdo, ndo observando reéluc;ﬁo na concentragdo de
AFM,. Resultado idéntico foi obtido por Stoloff et al. (1975), que ndo

encontraram redugio da AFM,, em amostras de leite artificialmente
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" de leite naturalmente contaminadas submetidas a pasteurizag@o, a temperatura de
77 °C por 16 s.

Os resultados encontrados por Purchase et al. (1972) demonstraram que,

no leite pasteurizado a 62 °C por 30 minutos, houve redugdo de 32% na
. concentragdo da AFM,. A redugdo foi de 45 € 64% quando o leite foi submetido
‘: a temperaturas de 72 e 80 °C por 45 segundos, respectivamente. A estabilidade
- da aflatoxina em condigdes de resfriamento e congelamento também variou.

Em amostras de leite cru, naturalmente contaminadas e armazenadas a 0
°C por 4 ¢ 6-dias, a redugdo na concentragdo mostra-se rapida, com perdas de
40% e 80%, respectivamente. Em amostras armazenadas a -18 °C por 120 dias, a

: diminuig¢fo na concentragdo ocorreu mais lentamente, com perdas de 14% aos
30 dias e 86% aos 120 dias (Mckinney et al., 1973).

O efeito do congelamento, em amostras naturalmente contaminadas com
AFM, e armazenadas a -18°C, apresentou baixa degradagdo e o processo ocorreu
lentamente. Os resultados demonstraram que aos 53 dias ndo houve redugio,
sendo verificada pequena variagdo aos 68 dias. Aos 120 dias houve perda de

45% da AFM, (Stoloff et al., 1975).
~

N

2.4 Aspectos bioquimicos e metabélicos da AFB1

A absorgdo gastrointestinal € considerada a primeira etapa de entrada da
aflatoxina M, na corrente sangiiinea, € dai a outros tecidos extradig_estivos. A
capacidade da molécula passar através das membranas celulares depende de sua
propriedade lipofilica. Apos absorgdo gastrointestinal, as aflatoxinas sdo
transportadas para o sangue e podem ligar-se as suas células ou proteinas
plasmaticas.'Em fungfo da absorgdo intestinal, as aflatoxinas sdo distribuidas,
inicialmente, para o figado, através do sistema hepético, onde sofrerdo os
primeiros processos de biotransformagédo (Taveira & Midio, 1999).

Na circulagdo sistémica, as aflatoxinas sdo distribuidas para o organismo
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ligadas a componentes sanguineos, tais como eritrocitos e proteinas plasmaticas.
Para a aflatoxina B1, e provavelmente a M,, 90% das micotoxinas circulantes
estdo ligadas as proteinas, mais especificamente a albumina, podendo haver, em
virtude da propria caracteristica do processo, uma competigdo e interagdo com
outros contaminantes do alirﬁento e demais xenobidticos de carater acido
circulantes (Galtier, 1998).

As aflatoxinas, a medida que sdo absorvidas, seguem diretamente para o
figado, onde ocorre o processo de detoxificagdo, processo executado no
hepatécito com atuagéo do citocromo p450 e do acido glicurdnico. Assim a
molécula de aflatoxina B1 sofre a ativagdo metabodlica, modificada em outros
compostos tdo toxicos quanto o original. A alta concentragdo do composto pode
ser explicada pela alta permeabilidade da membrana do hepatdcito, pela
possibilidade de sofrer os primeiros processos de biotransformagéo, requisito
para sua carcinogenicidade, e pela ligagdo covalente com macromoléculas
hepaticas (Midio & Martins, 2000).

Através de reagbes de oxidagdo, AFB1 é biotransformada, sendo esta
reagdo mediada por oxigenases de fun¢do mista, a qual resulta principalmente
em trés derivados monoidroxilados: aflatoxina M, (9a-hidroxiaflatoxina, AFM,);
aflatoxina P1 (4-hidroxiaflatoxina, AFP1) e aflatoxina Q1 (3-hidroxiaflatoxina,
AFQl).

2.5 Incidéncia em alimentos

A presenga de micotoxinas na cadeia alimentar pode ocorrer de forma
direta ou indireta. Na forma direta, o substrato do alimento serve como meio
para o desenvolvimento do fungo e a produgéo da toxina, podendo ocorrer em
qualquer estagio, seja durante a produgdo, beneficiamento, transporte e
armazenamento. Na forma indireta, os ingredientes do alimento podem estar

contaminados com a micotoxina, ou ainda, como no caso de produtos de origem
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animal, em que animais consumiram ragéo contaminada (Carvalho, 1995).

As aflatoxinas tém sido descritas como as micotoxinas com mais incidéncia de
resultados positivos relatados no mundo inteiro, em alimentos como amendoim,
milho, semente de algoddo, centeio, sorgo, trigo, cevada, nozes pecans, nozes,
ervilha, semente de girassol, aveia, arroz, paingo, castanha do Para, leite e
derivados, entre outros. Em menor quantidade estdao presentes em figado de
ovinos, de suinos, e de aves de corte (Scussel, 1998).

Na regido Nordeste, no Estado do Ceara, em 70 amostras analisadas por
Vale (1992), constatou-se um nivel maximo de 130 pg/kg de aflatoxinas em

32,9% das amostras; no Estado da Paraiba, o nivel maximo de Bl foi de 2,08

pgkg, B2-3,04pg/kg e G2-0,84 pg/kg. Das 32 amostras analisadas, 34%
apresentaram B1, 31% B2 e 94% G2 (Cardoso & Braga, 1997).

Na regido Sudeste, no Estado de Sdo Paulo foram avaliadas 654
amostras de cereais e produtos de cereais e verificou-se um nivel maximo de
1.600 pg/kg, que representavam 11,5% (Salay & Mercadante, 2002). De um
total de 90 amostras de grios de cereais analisadas no Estado do Parana, Molin
et al. (2000) detectaram de 1 a 2 pg/kg em 2 amostras analisadas. Segundo Sylos
& Rodrigues-Amaya (1994), 25 amostras analisadas de milho e derivados
oriundos da regido de Campinas, SP, em 100% das amostras néo foi detectada
presenca de aflatoxina. Ja em 1996, Sylos et al. pesquisaram amostras de cereais
nos Estados de Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana, num total de 48
amostras, das quais 28 amostras apresentaram aflatoxina B1, com uma média de
2.152 pg/kg. No ano de 1998, Sylos et al. avaliaram amostras de milho para
pipoca e fuba do Estado de Sdo Paulo e encontraram uma baixa incidéncia de
aflatoxina B1, com concentragdes de 8 a 6 pg/kg, réspectivamente. No Rio de
Janeiro, em 50 amostras analisadas foi detectada presenca de aflatoxina em

56,9% das amostras, com uma taxa de 1 a 32 pg/kg (Ribeiro et al., 2000).
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Nas regides Sul e Centro Oeste nos Estados do Parana, Santa Catarina,
Rio Grande do Sul e Goias foi analisado um total de 1.927 amostras de cereais ¢
derivados, nos quais o nivel maximo de aflatoxina foi de 7.400 pg/kg,
representando 33,4% das amostras (Salay & Mercadante, 2002). De 192
amostras de milho avaliadas da regido Sudoeste do Parana, 7,1% apresentaram
niveis acima do estabelecido (Lazzari, 1994). Em amostras de derivados de
milho, em um total de 213 amostras, Pich et al. (1998) encontraram 2560 pg /kg
de AFBI em 17,37% das amostras.

Um total de 1.131 amostras dos Estados do Parana, Santa Catarina, Rio
Grande do Sul, Sdo Paulo e outros estados e paises foi analisado e o nivel
maximo de aflatoxina detectado foi de 10.807 pg/kg. O nimero de amostras
contaminadas com micotoxinas foi 502, das quais 451 apresentaram niveis
superiores a 5 pg/kg de aflatoxinas e 104 amostras valores superiores ao limite
de tolerincia da legislag@o brasileira, que ¢ de 30 pg/kg Baldissera et al., 1994).

Amostras de milho comercial analisadas durante o periodo 1992 a 1997
(Menegazzo, 1998) demonstraram um nivel maximo de aflatoxina de 23,8 pug/kg
De acordo com o autor, a presenga de aflatoxina teve seus niveis crescentes entre
os anos de 1992 .e 1995, mantendo-se estabilizados a partir de entdo, mas com
niveis criticos em relagdo ao padrio estabelecido pela legislagdo

Siame et al. (1998) avaliaram a presenca de aflatoxina em varios
alimentos destinados a alimentagdo animal e detectaram a presenga de aflatoxina
em 40% das amostras analisadas; a concentragio apresentou valores que
variaram de 0,1 a 64 pg/kg. Ja Nordin & Luchese (1998), em 115 amostras de
milho analisadas, constataram a presenga de aflatoxina em apenas 0,87% das
amostras.

Durante um ano, Bento et al. (1989) pesquisaram a presenga de
aflatoxina M, em leite pasteurizado e em leite em p6. No leite em p6 ndo foi

detectada aflatoxina; ja no leite pasteurizado, os mesmos encontraram a presenca
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da aflatoxina em 5% das amostras analisadas, com um valor que variou de 0,10 a
0,40 pg/ke.

O comportamento das aflatoxinas B1, B2, G1, G2 e M, em iogurte foi
avaliado. Nesse estudo, o leite utilizado para o processamento do iogurte foi
contaminado com as aflatoxinas. Foi observado que as aflatoxinas
permaneceram estaveis durante a fabricagio e estocagem de 21 dias sob
refrigeragdo (Blanco et al., 1993).

No Estado de S#o Paulo, a presenga de aflatoxina M, em leite em pé foi
detectada em 11% das amostras analisadas (300 amostras) e os niveis de toxinas
encontrados foram de 0,10 a 1,00 ng/mL (Oliveira, 1997).

Em 82% das amostras de leite analisadas por Prado et al. (1999)
constatou-se a presenga de aflatoxina com niveis que variaram de 6-77 ng/L, no
entanto, todas as amostras estavam dentro dos padrdes estabelecidos.

A presenga do fungo no alimento nio implica na produgdo de
micotoxina, tendo em vista que, para a produgo da micotoxina, sdo necessarias
algumas condi¢des diferentes das exigidas para o crescimento do fungo. No
entanto, pode ocorrer também a presenga da toxina sem que haja a detecgdo do
fungo, uma vez que as formas vegetativas e germinativas do fungo podem ser
inativadas por processos quimicos ou por alteragdes dos fatores ecol6gicos, ndo
ocorrendo 0 mesmo com as toxinas, que permanecem no substrato (Gimeno,
2000). .

Os fungos, através de sua agdo direta, podem promover vérios problemas
aos produtos armazenados. Nas sementes podem provocar perdas do poder
germinativo, descoloragdo do arroz e da manteiga de cacau, produzir aromas
desagradaveis, diminuir o valor nutritivo, além de produzir, toxinas como no
amendoim, arroz e muitos outros produtos (Fonseca, 2000).

Em termos de maior e menor susceptibilidade & contaminagdio dos

alimentos, Gimeno (2000) considera a seguinte ordem, tendo em vista a
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natureza, composi¢do e uso do alimento: cereais, subprodutos de cereais
(essencialmente o trigo), subprodutos de matadouros, de aves, farinhas de alfafa,
mandioca, soja integral, girassol integral, algoddo, farinha de soja, farinha de
girassol, gliten de arroz, entre outros e, finalmente, tudo o que se refere a

produtos submetidos & peletizagdo.

2.6 Importancia em saude publica

As micotoxicoses apresentam-se de trés formas: aguda primaria, cronica
primaria e doengas micotoxicas secundérias. Na micotoxicose aguda priméria,
considera-se o consumo de micotoxinas em doses que variam de moderadas a
altas. Ja a micotoxicose crdnica primaria ocorre quando os niveis de micotoxinas
consumidos sdo de moderados a baixos. E as doengas micotoxicas secunddrias
sdo resultantes da agd@o de baixos niveis de micotoxinas, as quais sdo incapazes
de manifestar uma micotoxicose evidente. No entanto, podem promover
imunossupressao e, assim, predispor o individuo a doengas infecciosas (Pier et
al., 1980).

Os efeitos agudos causados pela exposi¢do humana a altas concentragGes
de aflatoxinas presentes nos alimentos ja foram amplamente relatados na
literatura e sua ocorréncia é predominante nos paises tropicais (Midio &
Martins, 2000).

A ingestdo de alfatoxina purificada demonstrou que uma Gnica dose ndo
foi tdo efetiva como quando da ingestdo a longo prazo, sendo isso observado em
um individuo que tentou suicidio. Em um outro caso, uma mulher ingeriu 5,5
mg por dois dias e 35 mg depois de 2 semanas; 6 semanas apds a dose inicial foi
observada erupgdio macular passageira, nausea e dor de cabega. A mulher
recuperou-se completamente e, quando examinada 14 anos depois ndo

apresentou enfermidade significativa no figado (Willis et al., 1980).
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O relato mais importante de aflatoxicose em humanos ocorreu no
Noroeste da india em 1974. De acordo com o relato, 400 pessoas foram afetadas
e 100 pessoas morreram. O milho foi o constituinte da dieta de maior
representagdo, estava contaminado com 4. flavus e continha até 15 mg de
aflatoxina’/kg. A dose diaria de aflatoxina ingerida foi estimada em pelo menos
2-6 mg/dia. Com base nesses dados, calcula-se que a dose aguda letal para
pessoas adultas seja em torno de 10 mg (Krishnamachari et al., 1975).

Em éareas da Africa e da China, casos de aflatoxicose aguda tém sido
associados com epidemias de hepatite aguda toxica e a taxa de mortalidade gira
em torno de 10 a 60% (Bhat & Krishnamachari, 1977). Casos de carcinoma
hepatocelular tém sido registrados em regides da Asia e da Africa e tém
ocasionado pelo menos 250.000 mortes por ano, sendo o maior fator de risco
desta enfermidade a exposigdo de aflatoxina na dieta e infecgdes por HBV-virus

da hepatite B (Groopman et al., 1992).

2.7 Aspectos legais

A legislagdo internacional para alimentos, incluindo micotoxinas em
alimentos para o homem e rag3o animal, foi estabelecida nos anos 1961/62 pela
FAO - Food and Agriculture Organization of the United Nations e WHO-World
Health Organization, tendo como 6rgdo responsavel para a sua elaboragédo o
Codex Alimentarius. A legislagio desenvolvida pelo Codex Alimentarius é
baseada nos Padrdes Gerais do GSCTF - Codex para Contaminantes e Toxinas
em Alimentos (Berg, 2002).

Desde 1965, o FDA-Food and Drug Administration tem imposto limites
regulamentares sobre a concentragdo dessas toxinas em alimentos humanos e
ragio animal envolvidos no comércio estadual. Este 6rgdo monitora

rotineiramente os alimentos humanos e rag&o animal nas industrias através de
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programas que assegurem que os niveis de exposi¢fio a essas toxinas sejam o
mais baixo quanto possivel (Wood, 1992).

A comissdo Européia prop6s um nivel maximo permissivel de 0,05 ng/g
de AFM, em leite e produtos lacteos (Creppy, 2002).

Em 1980 foi criado um Programa Nacional de Monitoragdo ¢ Controle
de Micotoxinas pelo Instituto Adolfo Lutz e Sociedade Brasileira de
Microbiologia (SBM). Os encontros nacionais sio realizados a cada 2 anos sob a
coordenagio nacional da Dra. Mirna Sabino, do Instituto Adolfo Lutz. !

No Brasil, em 1997 foi criado o PNCMV - Programa Nacional de
Controle de Micotoxinas em produtos e subprodutos derivados de origem
vegetal com o objetivo de monitorar os niveis de micotoxinas em produtos
(Vargas & Souza, 1999).

O Ministério da Agricultura estabelece, para alimento de consumo
animal, o padrio de até 50 ppb de aflatoxinas (Brasil, 1988) e o padrdo de
aflatoxinas em alimentos para consumo humano (Brasil, 1996) é de 20 ppb. Esta
portaria internalizou as normas do MERCOSUL - GMS/Res. n° 56/94. O limite
de aflatoxina estabelecido pela ANVISA - MS para o leite fluido ¢ de 0,5 pg/L
(Brasil, 2002). Os limites estabelecidos por alguns paises estdo descritos na
Tabela 1.

' ROSA, C. A. da R. Comunicagdio pessoal. 2003. (Instituto de Veterinaria da
UFRRJ, 23890-000- Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil).
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TABELA 1 Limites maximos para micotoxinas em leite e derivados em alguns

paises
Pais Produto Limite aflatoxina M, pg/kg ou pg/L

Suécia Leite fluido 0,050
Alstria Leite 0,050
Alemanha Leite 0,050
Holanda Leite 0,050
Manteiga 0,020
Queijo 0,200

Roménia Leite e derivados 0,0
Suica  Alim. infantil 0,020
Leite e derivados 0,050
Queijo 0,250
Bélgica Leite 0,050
USA Leite 0,50
Brasil Leite fluido 0,50
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CAPITULO 2

ISOLAMENTO, IDENTIFICAGAO E DETERMINACAO DA
CAPACIDADE TOXIGENICA DE FUNGOS EM ALIMENTO ANIMAL
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1 Resumo

PEREIRA, Maria Marlucia Gomes. Isolamento, identificagdo’e determinagdo
da capacidade toxigénica de fungos em alimento animal. In:____ Estudo da
presen¢a de fungos produtores de micotoxinas ¢ pesquisa de aflatoxinas em
alimento animal e aflatoxina M, em leite cru e apos tratamento térmico, 2003 p.
33-56 Tese (Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) Universidade Federal de
Lavras, Lavras.

Foram analisadas 40 amostras de alimento destinado ao consumo
animal. Estas foram avaliadas quanto a contagem de fungos (logjo / g) nos meios
DRBC, DG18 e AFPA as quais apresentaram médias de 4,83, 3,55 e 2,28,
respectivamente. No meio DRBC cerca de 21 das 35 amostras de alimento
animal analisadas (60%) apresentaram contagem de fungos menor que 5 log,¢/g,
valores que constituem boa qualidade microbiologica, 12 amostras (34,3%)
apresentaram-se com contagens entre 5 e 7,5 logi/g. € 2 amostras (5,7%)
apresentaram contagens superiores a 7,5 logo/g, podendo se dizer que estes
ultimos produtos sdo improprios para o consumo animal, ou seja, nestes valores
o alimento néo deveria ser analisado quanto & presenga de micotoxinas pois em
tais condigdes 0 mesmo apresenta-se com sua propriedades organolépticas
alteradas. Destas, 346 cepas foram isoladas e identificadas quanto ao género ¢
espécie. Na ragio foram isolados Penicillium (32,08%), Aspergillus (28,32%),
Fusarium (27,45%) e, com um percentual inferior, os géneros Alternaria,
Eurotium, Cladosporium, Taralomyces e Paecilomyces. No farelo de soja, os
principais géneros correspondiam a Aspergillus (31,42%), Penicillium (14,28%),
seguidos dos géneros Alternaria, Eurotium e Cladosporium. No farelo de soja e
trigo houve uma predominéncia de Penicillium (44,44%), Fusarium (33,33%) e
Aspergillus (22,22%) e no carogo de algodao, Aspergillus (36,37%), Penicillium
(27,27%), Curvularia (18,9%) e, com menor percentual, Alternaria e
Cladosporium. Em relagdo as espécies aflatoxigénicas pesquisadas, houve maior
predomindncia de cepas das espécies 4. flavus, A.parasiticus, A.ochraceus,
A.niger e A.niveus.

Orientadora: Profa. Dra. Eliana Pinheiro de Carvalho — UFLA
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2 Abstract

PEREIRA, Maria Marlucia Gomes. Isolamento, identification and
determination of the toxigénica capacity of fungos in animal food. In:____ Study
of the presenga of mycotoxin and B1 aflatoxin producing fungi in feed and M,
aflatoxin in raw milk and after heat treatment. , 2003 p. 33-56 Thesis (Doctorate
in Food Science) Federal University of Lavras, Lavras.

40 food samples analyzed destined to the animal consumption were
analysed. These had been evaluated considering the counting of fungos
(logl0/g) in the DRBC, DG18, and AFPA media which presented average
countings of 4,83, 3,55 and 2,28, respectively. In DRBC media about 21 of the
35 samples of the analyzad animal feed (60%) presented a counting of fungi
lower than 5 logo/g, values that constitute a good microbiological quality, 12
samples (34,3%) presented countings from 5 to 7,5 log,e/g and 2 samples (5,7%)
presented countings above 7,5%, allowing to be concluded that this last products
are not proper for animal consuming, that is to say, within these values the feed
should not be analized considering the presence of fungal toxins because in such
conditions its organoleptic properties are altered. Of these samples 346 were
isolated and identified according to the sort and species. In the ration Penicillium
(32,08%), Aspergillus (28,32%), Fusarium (27,45%) were isolated. With an
inferior percentage, the sorts Alternaria, Eurotium, Cladosporium, Taralomyces
and Paecilomyces were isolated. In the soy bran, the main sorts corresponded to
the Aspergillus (31,42%), Penicillium (14,28%), followed by the sorts
Alternaria, Eurotium and Cladosporium. In the bran of soy and wheat therewas
a predominance of Penicillium (44,44%), Fusarium (33,33%) and Aspergillus
(22,22%) and in cotton seed, Aspergillus (36,37%), Penicillium (27,27%),
Curvularia (18,9%) and with lower percentage,, Alternaria and Cladosporium.
In relation to the searched aflatoxigenic species, there was a greater
predominance of the species A.flavus, A.parasiticus, A.ochraceus, A.niger and
A.niveus.

Adviser: Profa. Dra. Eliana Pinheiro de Carvalho — UFLA
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3 Introdugdo

Os fungos tém sido evidenciados como microrganismos de grande
importancia para os alimentos. Estes tém sido responsaveis por perdas
econdmicas de relevéncia, o que representa uma série de prejuizos em todo o
mundo.

Atualmente existe uma variedade de espécies de fungos conhecidos. Os
fungos de maior importincia em alimentos sio os do género Aspergillus,
Penicillium e Fusarium.

Alguns fungos sdo capazes de produzir substincias denominadas
micotoxinas. Tais substincias sdo responséaveis por transtornos tanto na saide
animal quénto para o homem. Em alguns paises representam perdas de extrema
significancia, além de serem responsaveis por problemas relacionados a saude
publica.

O controle de fungos tem sido uma grande preocupagdo para os 6rgdos
competentes. O crescimento do fungo, uma vez estabelecido, pode promover a
sintese de micotoxinas, embora nem sempre a presenga do fungo signifique
presenca da toxina ou vice-versa.

A aflatoxina pode ser produzida por trés espécies de Aspergillus: A.
flavus, A. parasiticus e A. nomius. O A. flavus produz apenas AFB, ¢ AFB,, .
enquanto as outras duas espécies produzem aflatoxina B e G (Creppy, 2002).

Alguns fatores como temperatura, umidade e substrato exercem
importante papel no crescimento dos fungos e na sintese das micotoxinas.
Condigdes adequadas de colheita € armazenamento s@o de extrema ‘relevancia
no contexto geral do controle de micotoxinas.

As espécies de A. parasiticus e A. flavus necessitam de temperatura,

umidade e atividade de dgua que favoregam sua proliferag@o. A temperatura ¢ a
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atividade de dgua geralmente interagem estimulando a sintese de micotoxina.
Para D’Mello & Macdonald (1997), o risco da presenga de micotoxinas em
alimentos € maior em produtos oriundos de trépicos imidos.

Para Smith & Moss (1985) apud Martins & Martins (2001), nas
matérias-primas ou numa ra¢io de boa qualidade microbiolégica ndo devem
existir mais de 10° ufc de fungos/g. Com teores acima de 10"’ ufc/g, estes
alimentos cheiram a mofo, s&o organolepticamente anormais e sobretudo
representam um perigo potencial para a saide dos animais por poderem conter
substincias zootéxicas.

Em experimento realizado por Martins (1987) apud Martins & Martins
(2001) foram encontrados teores médios da ordem dos 8,6x10* ufc/g em
amostras de ragdo destinada ao consumo bovino. Nesse mesmo estudo, o autor
cita ter ocorrido uma significativa variabilidade sazonal e que os teores mais
elevados registraram-se sistematicamente nos meses do fim do inverno e
primavera.

Em 189 amostras de ragdes bovinas analisadas por Martins & Martins
(2001), o teor micolégico encontrado foi de 5,8 x 102a 1,7 x 10° ufc/g, com
média de 6,6 x 10*ufc/g, e o bolor de maior prevaléncia foi o género Aspergillus.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade de amostras de alimento
animal coletados diretamente em fazendas quanto & contagem total de fungos e

ao isolamento e a determinag@o da capacidade toxigena.
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4 Material e Métodos

4.1 Coleta das amostras

As amostras de alimento animal foram coletadas nas fazendas em
quantidade correspondente a aproximadamente 1 kg. As amostras de ragdo,
farelo de soja, farelo de soja e trigo e carogo de algoddo eram coletadas
diretamente em sacos de aproximadamente 60 kg ou em tambores de ago,
através dos quais os animais eram alimentados no dia da coleta. A ragdo era
homogeneizada diretamente no depdsito, e so entdo era retirado a amostra.

Foi analisado um total 40 amostras de alimento animal, as quais
corresponderam a um total de 35 amostras de ragdo (a base de milho), 3 de

farelo de soja, 1 de farelo de soja e trigo e 1 de carogo de algoddo.

4.2 Isolamento e contagem da microbiota

A contagem de unidades formadoras de colénias (ufc g') de fungos
filamentosos e leveduras foi realizada segundo metodologia de diluigdo decimal
seriada descrita por Pitt & Hocking (1997), conforme a seguir:

Foram agitadas em liqiiidificador, com copo esterilizado, 50 gramas da
amostra em 450 mL de agua peptonada a 0,1%. A partir dessa diluigdo inicial
(10", prepararam-se diluigdes decimais seriadas até 10”. Os inéculos foram
aliquotas de 1mL por placa de Petri (em triplicata) de cada uma das diluigdes
nos meios de cultivos, tais como: Dichloran Rose Bengal Cloranfenicol
(DRBC), utilizado para contagem geral (King et al., 1979; Dichloran 18%
Glicerol Agar (DG18), que é um meio seletivo para fungos xerofilicos (Hocking
& Pitt, 1980); Aspergillus flavus e parasiticus Agar (AFPA), utilizado para o

isolamento e a diferenciagdo de cepas aflatoxigenas (Bothast & Fennell, 1974), e

38



o meio de Nash-Snyder Agar (NSA) para isolamento de espécies do género
Fusarium (Nelson et al., 1983).

As placas de DRBC, DG18, AFPA foram incubadas a 28 °C por sete dias
em auséncia de luz. As placas de NSA foram incubadas a 25 °C por 7 dias em
fotoperiodos de 12 horas sob luz fria e 12 horas de luz negra. Todas as placas
foram observadas diariamente, sendo selecionadas as que apresentaram (ufc) em
torno de 10 a 100 (Dalcero et al., 1997; Dalcero et al., 1998).

As colbnias fungicas selecionadas para identificagdo foram isoladas e
mantidas até a repicagem nos meios correspondentes e proprios a cada
género/espécie, isto é, SDA (Sabouraund Dextrose Agar), BDA (Batata
Dextrose Agar) ou MEA (Agar Extrato de Malte), onde se fez a prevaléncia dos
géneros ¢ espécies.

Apos contagem de unidades formadoras de colénia (ufc g'), as cepas de
fungos isoladas foram identificadas segundo as chaves taxondmicas de Pitt &
Klich (1988) para o género Aspergillus. As chaves taxondémicas de Pitt &
Hocking (1997) também foram utilizadas e todas foram baseadas na semeadura
em trés meios basicos: Czapek Yeast Extract Agar (CYA); Malte Extract Agar
(MEA) e 25% Glycerol Nitrate Agar (G25N).

A identificagdo e isolamento dos fungos foi realizada no Laboratério do
Nacleo de Pesquisas Micoldgicas e Micotoxicolégicas (NPMM/UFRRIJ) do
Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Veterinaria da

Universidade Federal Rural do.Rio.de Janeiro

4.3 Capacidade toxicégena das cepas fingicas isoladas

Os isolados fungicos identificados foram analisados quanto a capacidade
toxigena por cultivo em Czapek Yeast Extract Agar (CYA), Agar Extrato de
Levedura Sacarose (YES) e Agar Leite de Coco (CAM) ¢ da aplicagdo do Agar
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Plug Method descrito por Frisvad & Thrane (1995), modificado por Bragulat et
al. (1998).
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5 Resultados e Discussio

Os valores médios da contagem de fungos (log,¢/g) nos meios DRBC,
DG18 e AFPA (Figura 1 e Tabela 1A) representam 4,83 com oscilagdes de 2,25
a 8,38; 3,55 com oscilagbes de 2 a 7,41 e 2,28 com oscilagdes de 1 a 5,58,
respectivamente. As contaminagdes fiingicas estavam presentes em 100% das
amostras. O meio DRBC restringe o espalhamento das colonias sem afetar
excessivamente a germinagdo dos conideos. J4 o meio DG18 é usado na
enumeragio de fungos em alimentos de baixa umidade, ou seja, favorece o
crescimento de fungos xerofilicos. O meio AFPA ¢ recomendado para a
detecgdio e enumaragdo de fungos potencialmente aflatoxigénicos, como
Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius. Em um misto de alimento animal,
Abarca et al. (1994) obtiveram valores em log;¢/g que variaram de 2 a 8. Em
amostras de ragdes para bovinos, Martins (1987) apud Martins (2001) encontrou
valores médios de 4,93 log,¢/g € Martins (2001) obteve valores médios da ordem
de 4,82, oscilando entre 2,76 a 5,23 log;o/g.

De acordo com o mesmo pesquisador, em matérias-primas ou numa
ragio de boa qualidade microbioldgica o teor de fungos ndo deve ser maior que
5 loge/g € o desenvolvimento das populagdes fungicas nos alimentos promove
um estado de deterioragiio logo que estas alcangam teores totais da ordem de 7,5
logo/g- No experimento observou-se que, no meio DRBC cerca de 21 das 35
amostras de alimento animal analisadas (60%) apresentaram contagem de
fungos menor que 5 log/g valores, que segundo Smith & Moss (1985) apud
Martins & Martins (2001) constituem boa qualidade microbiolégica, 12
amostras (34,3%) apresentaram-se com contagens entre 5 e 7,5 logio/g. € 2
amostras (5,7%) apresentaram contagens superiores a 7,5 logo/g, podendo se

dizer que estes ultimos produtos sdo imprdprios para o consumo animal, ou seja,
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nestes valores o alimento ndo deveria ser analisado quanto a presenca de

micotoxinas pois em tais condi¢des o mesmo apresenta-se com sua propriedades

organolépticas alteradas.
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FIGURA 1 Valores médios da contagem de fungos em log)o/g em alimento
animal na regido de Lavras, Sul de Minas Gerais, obtido em trés
diferentes meios de cultivo

Na Figura 2 e Tabela 2A estdo apresentados os géneros flngicos
presentes na ragdo animal. De um total de 346 isolados, o género Penicillium
correspondeu a 32,08%, o Aspergillus representou 28,32% e o Fusarium,
27,45%; com e em um percentual inferior estdo os géneros Alternaria, Eurotium,
Cladosporium, Talaromyces e Paecilomyces (4,05; 3.47; 2,31; 1,15 e 1,15,

respectivamente).
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FIGURA 2 Géneros fungicos de maior prevaléncia em ragdo animal na regido
de Lavras, Sul de Minas Gerais

Os principais géneros flngicos isolados de farelo de soja (Figura 3,
Tabela 3A) foram Fusarium (37,14%), Aspergillus (31,42%) e Penicillium
(14,28%), seguidos pelos géneros Cladosporium, Eurotium e Alternaria,

representando 11,43 e 2,85%, respectivamente.
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FIGURA 3 Géneros fiingicos de maior prevaléncia em farelo de soja na regiiio
de Lavras, Sul de Minas Gerais

Os géneros flngicos isolados dos farelos de soja e trigo (Figura 4,
Tabela 4A) foram Penicillium (44,44%), Fusarium (33,33%) e Aspergillus
(22,22%). Ja no carogo de algoddo (Figura 5, Tabela 5A) constatou-se uma
maior predomindncia dos géneros Aspergillus (36,37%) e Penicillium (27,27),
seguidos dos géneros Curvularia (18,9%), Alternaria (9,1%) e Cladosporium
(9,1%).
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FIGURA 4 Géneros flngicos de maior prevaléncia em farelos de soja e trigo na
regido de Lavras, Sul de Minas Gerais
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FIGURA 5 Géneros fingicos de maior prevaléncia em carogo de algodido na
regido de Lavras, Sul de Minas Gerais

Martins & Martins (2001) analisaram 189 amostras de ragdo bovina
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durante um periodo de 4 anos € os géneros predominantes foram Aspergillus
(91,0%), Penicillium (58,0%), Mucor (52,3%), Phoma (31,6%), Absidia
(30,3%) e Fusarium (20,0%). Os dados diferem em relagédo aos apresentados em
nosso levantamento, em que se observou que os géneros Aspergillus e
Penicillium apresentaram um percentual inferior aos obtidos por tais autores e,
ainda, que os géneros Mucor, Phoma e Absidia ndo foram isolados em nossas
amostras, mas estdo em conformidade com o fato de que os géneros Penicillium
e Aspergillus tém sido evidenciados como os de maior frequéncia na maioria das
pesquisas, convém citar, que o meio utilizado em nosso experimento foi o
Dicloran Rose Bengal Cloranfenicol e o meio usado por Marins & Martins
(2001) o Rose Bengal Cloranfenicol.

De acordo com o ICMSF (1996), a microbiota fiingica natural que
coexiste com a produg@o de alimentos é dominada pelos géneros Penicillium,
Aspergillus e Fusarium, o que esta de acordo com os dados do presente estudo
em que tais géneros apresentaram-se com maior frequéncia nos produtos
avaliados, excetuando-se o género Fusarium, que ndo foi isolado da amostra de
carogo de algoddo (Figura 5)

Em levantamento feito por Bullerman (1986) em alimentos como trigo,
farinha de milho, soja e milho, as espécies potencialmente toxigénicas presentes
foram A. flavus, A. ochraceus, A. versicolor, Fusarium spp, P. citinum, P.
citreo-viride, P. cyclopium, P. martensii, P. patulum, P. puberulum, P.
viridicatum, P. expansum, P. islandicum, P. urticae, Alternaria spp e
Cladosporium spp. Em nosso levantamento, as espécies de Aspergillus isoladas
da ragio, farelo de soja, farelo de soja e trigo e carogo de algoddo foram A.
Sflavus, A. niger, A. parasiticus, A. ochraceus e A. fumigatus, A.candidus, A.
niveus e A. terreus. As de maior frequéncia foram as espécies 4. flavus e A.
niger, as quais estiveram presentes nos quatro produtos analisados (Tabelas 2A,

3A, 4A e 5A). Resultados semelhantes foram encontrados por Abdel-Fattah et
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al. (1982) em rag@o, segundo os quais houve maior incidéncia das espécies A.
flavus e A. niger. Os dados apresentados por Bullerman (1986), nio
especificamente em ragdo, mas em seus ingredientes mostraram a presenga de A.
flavus, A. ochraceus e A. versicolor. Sanchis et al. (1986), em 228 amostras de
alimentos testados, verificaram que em 100% das amostras a incidéncia de
fungos foi variavel; em amostras de milho, os mesmos autores verificaram uma
maior frequéncia de 4. flavus (54,5%). Em levantamento feito por Abarca et al.
(1994), as espécies mais comuns encontradas em uma mistura de alimento
animal foram: 4. flavus (52,2%), A. fumigatus (40,%), A. candidus (23,2%),
Eurotim chevalieri (23,2%) e Fusarium moniliforme (47,6%).

Em relagdo ao género Penicillium, observou-se que apenas a espécie P.
citrinum esteve presente tanto nos isolados por Bullerman (1986) como nos
isolados em nosso trabalho, sendo diferentes as demais espécies predominantes.
As espécies de Penicillium de maior frequéncia foram P. restrictum e P.
crustosum, das quais constatou-se presenga nos quatro produtos analisados
(Tabelas 2A, 3A, 4A e 5A).

O género Fusarium esteve presente na ragdo, farelo de soja e farelo de
soja e trigo (Figuras 2, 3 ¢ 4). As espécies predominantes nos trés produtos
foram Fusarium spp, F. verticillioides e F. solani (Tabelas 2A, 3A e 4A).
Dutton & Kinsey (1995) constataram que o género Fusarium em ragdo foi o
fungo dominante, representando um percentual maior que 70%. Em varios
alimentos avaliados por Munimbazi & Bullerman (1996), a espécie de F.
moniliforme foi dominante em cereais; e Abaraca et al. (1994) obtiveram um
percentual de 47,6% do mesmo fungo em um misto de alimento animal.

Nas Tabelas 2, 3, 4 e 5 estdo sumarizados os totais de isolados de
Aspergillus produtoras de micotoxinas em rag#o, farelo de soja, farelo de soja e
trigo e carogo de algoddo.

Na ragdo foram isoladas 98 cepas de Aspergillus. Destas, 31 cepas eram
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A. flavus, das quais 38,71% eram produtoras de AFB, e 32,26%, de AFB,. O 4.
niger correspondeu a 22 isolados, em que 27,27% eram produtoras de
ochratoxina A. De A. parasiticus obtivemos 19 isolados e ocorreu a produgéo de
AFB,, AFB,, AFG, e AFG; em 84,21%, 73,68%, 84,21% e 52,63%,
respectivamente. Dos 11 isolados de 4.ochraceus (15), 46,67% eram produtores
de Ochratoxina A. Dos isolados de A. fumigatus, um total de 11, nenhum era
produtor de toxinas.

Nas amostras de farelo de soja foram isoladas 11 cepas de Aspergillus,
das quais foram obtidas cepas de 4. flavus (5), A. niger (2), A. fumigatus(1), A.
candidus (1), A. niveus (1) e A. terreus (1). O A. flavus foi produtor de AFB, e
AFB, em 40,0% dos isolados e o 4. niveus, produtor de citrinina em 100,0%.

Os isolados presentes no farelo de soja e trigo (4) caracterizaram-se
como A. flavus (1), A. niger (1), A. parasiticus (1) e A. ochraceus (1). A cepa de
A. parasiticus era produtor de AFB (1), AFB; (1), AFG, (1) e AFG, (1) e 0 4.
ochraceus, produtor de Ochratoxina A (1).

No carogo de algoddo foram isoladas 4 cepas pertencentes as espécies A.
Sflavus (1), A. niger (1), A. terreus (1) e A. fumigatus(1), as quais ndo eram
produtoras de toxinas.

Podemos observar que (Tabela 6) as espécies de A. flavus, A.
parasiticus, A. ochraceus e A. niveus apresentaram um percentual de isolados
produtores de toxinas, enquanto as demais espécies eram n@o produtoras. Dos
isolados de A flavus avaliadas, observamos que 36,64% eram produtoras de
AFB, e 31,57%, produtoras de AFB,. Do 4. niger, 23,08% das cepas isoladas
eram produtoras de ochratoxina A. As espécies de A. parasiticus apresentaram
um maior indice de isolados produtores de aflatoxinas e observamos que 85,0%,
75,0%, 85,0% e 55,0% eram produtoras de AFB,, AFB,, AFG, e AFG;,
respectivamente. Dos isolados de A. ochraceus, 50,0% eram produtoras de

ochrtoxina A; em A. niveus 100% dos isolados eram produtores de citrinina.
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Um total de 269 isolados do género Aspergillus de amostras de produtos

alimenticios foram analisadas quanto & capacidade toxigénica (Gelli et al.,

1990). Os autores detectaram que apenas 2,79% destas eram positivas, um indice

baixo quando comparados aos obtidos pelos demais autores. Sanchis et al.

(1986), em amostras de milho, constataram que 17,2% dos isolados de 4. flavus

eram produtores de aflatoxina, e em um misto de alimentos animal, encontraram

9,7% de isolados aflatoxigenos. Cepas de A. flavus e A. parasiticus isoladas de

um misto de alimento animal avaliadas, quanto & sua capacidade toxigena,

apresentaram 13,5% de isolados positivos, sendo 4 deles pertencentes a espécie

A. flavus e 1 isolado, a 4. parasiticus (Abarca et al., 1994).

TABELA 2 Principais espécies de Aspergillus produtoras de metabélitos toxicos

isoladas de ragéo.

Amostras Microrganismos Metabdlitos toxicos
produzidos

Tipo N° Espécie N¢ isolados Tipo N°
A. flavus 31 AFB,; 12

AFB; 10

A. niger 22 Ochrtoxina A 6

A. parasiticus 19 AFB, 16

Ragdo 35 AFB, 14
AFG, 16

AFG, 10

A. ochraceus 15 Ochrtoxina A 7

A. fumigatus . 11 ndo detectado 0
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TABELA 3 Principais espécies de Aspergillus produtoras de metabolitos téxicos
isoladas de farelo de soja.

Amostras Microrganismos Metabdlitos toxicos
produzidos

Tipo N° Espécie N° isolados Tipo N°

A. flavus 5 AFB, 2

AFB, 2

A. niger 2 ndo detectado 0

F. de soja 3 A. fumigatus 1 ndo detectado 0
A. candidus 1 ndo detectado 0

A. niveus 1 Citrinina 1

A. terreus 1 ndo detectado 0

TABELA 4 Principais espécies de Aspergillus produtoras de metabolitos toxicos
isoladas de farelo de soja e trigo.

Amostras Microrganismos Metabdlitos toxicos
produzidos

Tipo N° Espécie N° isolados Tipo N°

A. flavus 1 ndo detectado 0

A. niger 1 ndo detectado 0

A. parasiticus 1 AFB,; 1

F. soja/trigo 1 AFB, 1
AFG, 1

AFG, 1

A. ochraceus 1 Ocratoxina A 1
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TABELA 5 Principais espécies de Aspergillus produtoras de metabélitos téxicos
isoladas de carogo de algodio

Amostras Microrganismos Metabdlitos téxicos
produzidos
Tipo N° Espécie N° isolados Tipo N°
A. flavus 1 ndo detectado 0
Carogo de 1 A. niger 1 néo detectado 0
Algoddo A. terreus 1 ndo detectado 0
A. fumigatus 1 ndo detectado 0

TABELA 6 Total de isolados de Aspergillus produtoras de metabdlitos téxicos e
principais toxinas isoladas em alimento animal.

Microrganismos Isolados produtores toxina
Espécie NCisolados  Metabdlito toxico N° %

A. flavus 38 AFB, 14 36,84
AFB, 12 31,57
A. niger 26 Ochratoxina A 6 23,08
A. parasiticus 20 AFB, 17 85,0
AFB, 15 75,0
AFG, 17 85,0
AFG, 11 55,0
A. ochraceus 16 Ochratoxina A 8 50,0
A. niveus 1 Citrinina 1 100,0
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que:

6 Conclusoes

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir

¢ A microbiota fungica apresentou um valor médio da ordem de 4,83
(logi0/g) no meio DRBC, 3,55 no meio DG18 e 2,28 no meio AFPA.

¢ Os géneros fungicos de maior prevaléncia na ragéo foram Penicillium,
Aspergillus e Fusarium e, com um percentual menor, os géneros
Alternaria, Eurotium, Cladosporium, Talaromyces e Paecilomyces.

¢ No farelo de soja, os géneros de maior frequéncia foram Fusarium,
Aspergillus e Penicillium, seguidos pelos géneros Cladosporium,
Eurotium e Alternaria, com um percentual inferior.

¢ No misto de farelo de soja e trigo, os géneros de maior predominéancia
foram Penicillium, Fusarium, e Aspergillus.

¢ No carogo de algoddo, como géneros de maior predominancia, tivemos
Aspergillus, Penicillium e Curvularia, seguidos dos géneros Alternaria
e Cladosporium.

o As espécies de Aspergillus de maior frequéncia na ragdo, farelo de
soja, farelo de soja e trigo e carogo de algoddo foram A. flavus e A.
niger. S

e As espécies de Penicillium de maior predomindncia foram P.
restrictum e P. crustosum, as quais estavam presente nos quatro
produtos analisados.

o As espécies de Fusarium predominantes na ragdo, farelo de soja e
farelo de soja e trigo foram Fusarium spp, F. verticillioides e F. solani.

e Das isolados de 4 flavus avaliados, 36,64% eram produtoras de AFB,
e 31,57%, produtoras de AFB,.
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e Do A. niger, 23,08% das cepas isoladas eram produtoras de
ochratoxina A.

¢ Dos isolados de A4. parasiticus, 85,0%, 75,0%, 85,0% e 55,0% eram
produtoras de aflatoxinas AFB,, AFB,, AFG, e AFG,,
respectivamente.

¢ Das isolados de 4. ochraceus, 50,0% eram produtoras de ochratoxina
A.

* Na espécie de A. niveus, uma cepa isolada foi produtora de citrinina.

e Das 35 amostras de alimento animal analisadas 21 amostras (60%)
apresentaram boa qualidade microbiolégica e 2 amostras (5,7%)

apresentaram-se impréprias para o consumo.
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CAPITULO 3

PESQUISA DE AFLATOXINA EM ALIMENTO ANIMAL E
AFLATOXINA M, EM LEITE
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1 Resumo

PEREIRA, Maria Marlucia Gomes. Pesquisa de aflatoxina Bl em alimento
animal e aflatoxina M; em leite. In:____ Estudo da presenga de fungos
produtores de micotoxinas e pesquisa de aflatoxinas em alimento animal e
aflatoxina M, em leite, 2003 p.57-80 Tese (Doutorado em Ciéncia dos
Alimentos) Universidade Federal de Lavras, Lavras.

O presente trabalho teve como objetivo pesquisar a presenga de
aflatoxina B; em alimento animal e aflatoxina M; em amostras de leite cru e
ap0s pasteurizagdo de 63 +/- 2°C por 30 minutos. As amostras de leite foram
coletadas 24 horas apds o consumo do alimento. Em 33 amostras de alimento
animal analisadas (100%) ndo foi detectada presenca de AFB,. Nas amostras de
leite em um teste piloto, onde 10 amostras foram analisadas, 9 amostras (90,0%)
apresentaram presenga de aflatoxina M, e as concentrages encontradas
variaram de tragos a 20 ng/L. Na segunda fase do experimento foram analisadas
36 amostras de leite cru e 34 amostras de leite apds pasteurizagdo. Dezenove
amostras (52,77%) de leite cru e 13 amostras (38,23%) de leite pasteurizado
apresentaram presenga de aflatoxina e os niveis variaram de tragos a 74,1 ng/L e
tragos a 58,9 ng/L, respectivamente. As concentragdes de AFM,; no leite cru e
ap0s pasteurizagdo ndo diferiram entre si (p > 0,05). A ndo detecgido de AFB, no
alimento animal e presenga de AFM, no leite pode ser explicado pela baixa
concentragio de AFB,. As concentragdes de AFM, detectadas nas amostras de
leite estdo de acordo com os padrdes regulamentares em nossa legislagéo (Brasil,
2002).

Orientadora: Profa. Dra. Eliana Pinheiro de Carvalho — UFLA
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2 Abstract

PEREIRA, Maria Marlucia Gomes. Research of Bl aflotoxin in feed and M,
aflatoxin in raw cow's milk. In:___ Study of the presenga of mycotoxins and
aflatoxin producing fungi in feed and M, aflatoxin in raw milk, 2003 p.57-80
Thesis (Doctorate in Food Science) Federal University of Lavras, Lavras.

The present work aimed intended to research the presence of B, aflatoxin
in feed and M, aflatoxin in raw milk samples and after pasteurization of 63+/-
2C for 30 minutes. The milk samples were collected 24 hours after feed
consumption. In 33 samples of feed analyzed (100%) ,presence of AFB, was not
detected. In the milk samples in a pilot test, where 10 samples were analyzed, 9
samples (90.0%) showed the presence of M, aflotoxin and the concentrations
found ranged from traces to 20ng/L. In the second phase of the experiment 36
samples of raw milk and 34 samples of milk were analyzed after pasteurization.
19 samples (52.77%) of raw milk and 23 samples (38.23%) of milk with
pasteuriation showed the presence of aflatoxin and the levels ranged from traces
to 74.1 ng/L and traces to 58.9ng/L, respectively. The concentrations of AFM; in
raw milk and after pasteurization did not differ between them (p > 0.05). The
non-detection of AFB, in feed and the presence of AFM,; in milk may be
accounted for by the low concentration of AFB,. The concentrations of AFM,
detected in the samples of milk are in accordance to the regulation standards in
our legislation. (Brasil, 2002).

Adviser: Profa. Dra. Eliana Pinheiro de Carvalho — UFLA
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3 Introducio

A estimativa-da produgéo de leite no Brasil referente ao ano de 2001 foi
de 20.825 (em milhdes de litros) e o consumo per capita em litros/hab, 127,14.
O consumo de licteos no Brasil ¢ considerado muito abaixo do recomendado
pela OMS - Organizagdo Mundial de Saude. O preconizado pelo érgdo é de 175
litros de lacteos equivalente litros por habitante (Associagdo..., 2002;
Consumo...,2002).

A qualidade do leite é de extrema importincia. Além dos
microrganismos, a detecgdo de substdncias toxicas assume um papel
fundamental no controle de qualidade do leite.

A produgdo de aflatoxinas pode ocorrer por 3 espécies de fungos: A.
flavus, A. parasiticus e, o mais raro, A. nomius. O A. flavus produz apenas
aflatoxina B, enquanto as outras duas espécies produzem tanto aflatoxina B
quanto aflatoxina G. A aflatoxina B, € considerada o mais potente
hepatocarcinogénico para mamiferos (Creppy, 2002).

O estudo sobre a presenga de micotoxinas em leite apresenta relevante
importincia. A primeira pesquisa sobre micotoxinas teve inicio no ano de 1960.
Dentre as micotoxinas, as aflatoxinas tém sido as mais pesquisadas em leite e
seus derivados. A presenga de aflatoxina em leite se deve a sua presenga no
alimento destinado ao consumo animal. Seu efeito crénico é o fator mais
preocupante € neste ponto ha um consenso .

As aflatoxinas sdo primariamente metabolizadas por um misto de
fungdes oxidases (MFO) no figado. Tais enzimas sdo responsaveis pelo
metabolismo oxidativo de um grande niimero de xenobidticos (Biehl & Buck,
1987). -
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A absorgdo gastrointestinal ¢ a primeira etapa de entrada das aflatoxinas
M, na corrente sanguinea. ApOs a absorgdo gastrointestinal, estas sdo
transportadas pelo sangue, podendo se ligar as suas células ou proteinas
plasmaticas (Taveira & Midio, 1999).

Para Galtier (1998), a biotransformagdo é uma etapa importante na
disposi¢@o de uma micotoxina no organismo animal ¢ as reagdes envolvidas no
processo sdo consideradas como vias enzimaticas que formam compostos
hidrossoluveis e de menor toxicidade.

Para Oliveira & Germano (1997), a imprecisdo dos valores de conversdo
da AFB1 em AFM, reforga a importincia da realizagdo de andlises rotineiras no
leite ¢ em seus derivados como fator imprescindivel para o controle da
ocorréncia de AFM,.

A taxa de conversdo de AFB1 em ragéo animal para AFM, no leite esta
em torno de 0,3 a 6,2%. A ingestdo diaria de aflatoxina M, é determinada como
sendo de 6,8 ng/pessoa/dia na Europa, 3,5 ng/pessoa/dia na América Latina, 12
ng/pessoa/dia no Extremo Oriente e 0,7 ng/pessoa/dia na Africa (Creppy, 2002).

Face a importincia da detecgdo deste metabdlito em alimento, esta
pesquisa visa determinar a presenca de aflatoxina B1 em alimento animal e

aflatoxina M, em leite cru e apds pasteurizagao.
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4 Material e Métodos

4.1 Coleta das amostras de alimento animal

As amostras foram coletadas em fazendas da regido sul de Minas Gerais,
em quantidade correspondente a aproximadamente 1 kg. As amostras de ragio (a
base da rag&o era o milho), milho e farelo de soja eram coletadas diretamente em
sacos de aproximadamente 60 kg ou em tambores de ago, através dos quais os
animais eram alimentados no dia da coleta. A ragio era homogeneizada
diretamente no depdsito e s6 entdo era retirado a amostra. As amostras de
silagem e capim eram coletadas aleatoriamente no local de armazenamento.

Foram analisadas 33 amostras de alimento animal, as quais foram

divididas em 18 amostras de ragéo, 2 de milho, 4 de farelo de soja, 6 de silagem

¢ 3 de capim.

4.1.2 Determinacio de aflatoxinas em amostras de alimento animal
4.1.2.1 Preparo e determinacio das solugdes padrdes de aflatoxinas

Foram utilizados padrdes de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 da Sigma
Chemical Company, que foram dissolvidos em Benzeno:Acetonitrila (90:2).
Durante o trabalho, ficaram acondicionados em frascos de vidro com tampas
esmeriladas a -18 °C. A concentragio das solugdes padrSes de aflatoxinas Bl,
B2, G1 e G2 foi determinada segundo o método descrito pela - Association...,
(1998) e resumido a seguir:

Determinou-se o comprimento de onda maximo de cada solugéo padrio
de aflatoxina, tragando-se o espectro na faixa de 280 a 400 nm. A partir do valor
de absorvéncia (A) encontrado no comprimento de onda de maxima absorgdo,
calculou-se a concentragdo de cada solugéo padrdo de aflatoxina, a partir da

seguinte equacgdo: pg aflatoxina/mL= A x PM x 1000 x F / € em que:
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F= Fator de calibragdo do espectrofotémetro;

PM= Peso molecular da aflatoxina;

A= Absorvéncia da solugdo padrio de aflatoxina, no comprimento de onda
maximo;

€= Absortividade molar da aflatoxina - 18.815 4 350 nm

4.1.2.2 Preparo da amostra

As amostras de silagem e capim foram previamente moidas e
homogeneizadas em liquidificador de modo a obter particulas pequenas. As
amostras de rag@o, milho e farelo de soja ja estavam trituradas, entdo foram

passadas em peneira de 20 mesh.

4.1.2.3 Extragio das toxinas

Foram pesados 50 g das amostras, em duplicata, em Erlenmeyer de
500mL. Adicionaram-se 270 mL de metanol e 30 mL de KCI 4%. Em seguida o
material foi agitado em shaker/agitador por 30 minutos e filtrado em papel de
filtro comum e em papel de filtro Whatman n°® 4 ou similar. Foram recolhidos
150 mL.

A metodologia utilizada foi a descrita por Soares & Rodrigues-Amaya

(1989) e o limite de detecgéo é de 2 pg/kg.

4.1.2.4 Purificagdo do extrato

Transferiu-se a aliquota de 150 mL para um béquer de 600 mL, ao qual
adicionaram-se 150 mL de sulfato de cobre a 10% (farelo de soja, silagem e
capim) ou sulfato de amoénio 30% (milho e rag@o) e 50 mL de celite para todas
as amostras (medido em béquer de 50 mL). O material foi homogeneizado com a
ajuda de um bastio de vidro. Em seguida, foi filtrado em papel Whatman n° 4 ou

similar e foram recolhidos 150 mL em uma proveta de 250 mL.
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4.1.2.5 Particao liquido-liquido

Transferiu-se a aliquota de 150 mL para um funil de separagdo de 500
mL com torneira de teflon e tampa de polietileno, contendo 150 mL de 4gua
destilada. Realizaram-se duas extragdes com 10 mL de cloroférmio sob agitagio
vigorosa por 3 minutos. Apés separag@o das camadas, foi recolhido os extratos

em um béquer de 25 mL, do qual se retirou 6 mL.

4.1.2.6 Concentragiio e dilui¢io
O extrato cloroférmico foi evaporado em banho-maria, sob atmosfera de
nitrogénio, sendo posteriormente readsorvido (100 a 500 pL), conforme a

amostra, com solug@o de benzeno: acetonitrila (98:2). Em seguida o extrato seco

foi acondicionado em freezer.

4.1.2.7 Identifica¢iio e quantificagio

O residuo, apds a adigéio da solugdo de benzeno:acetonitrila (98:2), foi
agitado por 1 minuto em agitador de tubos. A placa de cromatografia utilizada
foi de silica gel 60G, cromatofolha de 20x20 cm, sem indicador fluorescente e
de 0,25 mm de espessura. Foram aplicados entdo, na placa, 1, 3, 5, 7 ¢ 10 pL de
cada solugdo padrdo de aflatoxina: B1, B2, Gl e G2 e 3 e 5 pL do extrato da
amostra. A placa foi desenvolvida em tolueno: acetato de etila: cloroférmio:
acido formico 90%, na proporgédo de 70:50:50:20 v/v, em cédmara saturada por 1
hora. Apds o desenvolvimento da placa, deixou-se na capela por 5 minutos a
temperatura ambiente, e em seguida na estufa a 105 °C por 5 minutos. A placa
foi visualizada sob luz ultravioleta a 366 nm, utilizando-se, para isso, um
cromatovisor. As aflatoxinas apresentam fluorescéncia azul e verde em Rf (fator
de reten¢do) em torno de 0,4-0,5.

Calculo: pg/kg de amostra=Sx Y x V/ X x W, onde:

S: pL da solugdo padrédo da toxina com intensidade de fluorescéncia igual a da
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amostra;

Y: concentragdo da solugdo padrio de toxina em pg/mL;

V: volume da diluigdo de extrato final da amostra (uL);

W: peso em gramas da amostra contido no extrato final; se as quantidades ndo

forem alteradas, € igual a 3,75 g;

X: pL da solugdo da amostra com intensidade de fluorescéncia igual a da

solugdo padrdo (S);

4.2 Coleta das amostras de leite

Inicialmente foram coletadas amostras de leite cru, perfazendo um total
de 10. Destas 10 amostras, fez-se a determinagfio de aflatoxina M;; tais amostras
foram utilizadas como piloto para verificar a viabilidade do experimento. A
partir de entdo foram selecionados 12 produtores com média de produgdo em
torno de 250 litros de leite diarios. Destes, foram feitas coletas de amostras de
ragdo e apds 24 horas fez-se a coleta do leite. Dos 12 produtores selecionados, o

trabalho permaneceu com apenas 2, os quais apresentavam valores significativos
de Aflatoxina M.

4.3 Tratamento das amostras de leite

As amostras de leite foram avaliadas quanto a quantidade de aflatoxina
M no leite cru e apds tratamento térmico; todas as analises foram realizadas em
duplicatas. O tratamento térmico do leite foi realizado de acordo com o que se
segue: em torno de 400 mL de leite eram acondicionados em recipiente plastico,
que entdo era disposto em banho-maria (DUBNOFF - TECNAL), ¢ no qual
fazia-se o controle da temperatura em painel e também através de um
termometro colocado diretamente na amostra de leite. A temperatura utilizada
foi 63°C+/-2 por 30 minutos. Apds o tratamento térmico foram feitas as provas

de fosfatase e peroxidase (Brasil, 1981).
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4.4 Teste de recuperacio de aflatoxina M, em leite cru

Uma amostra de leite com 7,66 ng/L foi contaminada com niveis de 40,
80 e 120 ng/L. O procedimento foi executado em duplicata para cada nivel de
contaminagio.

A partir de uma solug@io padrio de aflatoxina M, 3,29 pg/mL em
benzeno:acetonitrila (90:10), transferiram-se 150 puL para baldo volumétrico de
25 mL, completando o volume com o mesmo solvente, obtendo-se uma solugéo
com 19,74 ng/mL de aflatoxina M,. Transferiram-se, entdo, 100 pL, 200 pL e
300 pL em duplicata para Erlenmeyers de 125 mL e adicionaram-se 50 mL de
leite previamente aquecido a 37 °C, centrifugado a 3578 g por 15 min. e filtrado
em papel Watman n° 4. As amostras foram mantidas em shaker por 30 minutos.

A metodologia utilizada foi a descrita por Tuinstra et al. (1993), através
da qual foram utilizadas colunas de imunoafinidade para extragio e CLAE

(Cromatografia liquida de alta eficiéncia) para determinagdo da aflatoxina M,.

4.5 Determinacfo de aflatoxina M, em leite
4.5.1 Preparo da solugio padrao de aflatoxina M,

Foi utilizado padrio da Sigma Chemical Company dissolvido em
benzeno:acetonitrila (90:10) para obter uma concentragé@o de aflatoxina M, em
torno de 10 pg/mL (AOAC, 1998).

Determinou-se, a seguir, a absorvancia proxima a 350 nm (pico maximo)
e calculou-se a concentragdo exata da aflatoxina M, na solugdo usando a
seguinte equagdo:
pg aflatoxina M;/mL= A x PM x F x 1000/ € onde:

A= Absorvancia medida no pico maximo (préximo de 350 nm);
PM= Peso molecular da aflatoxina M, = 328;

F= Fator de corregdo do Espectofotometro;
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e= Absortividade molar da aflatoxina M, em benzeno:acetonitrila (90:10):
18.815.
Essa solugdo foi armazenada em freezer (aproximadamente -18°C). A

concentragé@o da aflatoxina M, na solugéo foi verificada de 6 em 6 meses.

4.5.2 Preparo das solugdes padrio de aflatoxina M,

Inicialmente preparou-se uma solugdo intermediaria (SI) de
aproximadamente 0,10 pg/L em cloroférmio PA. Essa solugdo foi obtida
transferindo-se um volume conhecido da solu¢do padrao de aflatoxina M, (4.5.1)
para um baldo volumétrico ambar de 5 mL. Apds concentragdo em nitrogénio,
diluiu-se rapidamente com cloroférmio grau

Em seguida, preparou-se uma solug@o de trabalho (ST) transferindo-se
250 pL da solug@o intermediaria (SI) para um baléo volumétrico &mbar de 5 mL.
Apos concentragdo em nitrogénio até secura, ressuspendeu-se imediatamente na
fase movel de inje¢do dgua:acetonitrila grau CLAE (70:30), previamente filtrada
em membrana de celulose regenerada de 0,45 um. Apos agitagdo por 1 minuto
em ultra-som, foram realizadas dilui¢Ses sucessivas da ST de 2,5 mL em 5,0 ml
(e outros volumes) com a fase mdvel de injegdo para obter concentragdo de
aflatoxina M; na faixa préxima de 0,15 a 3,0 ng/mL. Seguiu-se agitagdo em

agitador de tubos ou ultrasom.

4.5.3 Purificagiio das amostras de leite-em coluna de imunoafinidade

As amostras foram aquecidas em banho-maria até atingir 37 °C +/- 1 °C.

Ap6s o aquecimento, centrifugaram-se 100 mL de cada amostra a 3578 g
por 15 min.

Filtrou-se a amostra em papel de filtro Whatman n° 4; As colunas de
imunoafinidade Afla-M; marca Vicam, foram mantidas de 2-8 °C (ndo deixar

congelar);
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As colunas foram mantidas a temperatura ambiente na hora do uso;

Alguns cuidados foram tomados antes do uso das colunas, tais como ndo
deixar as colunas secarem, isto €, o tampdo deve estar acima do gel; e observar
se a ponta inferior da coluna esta obstruida convenientemente com uma tampa
clara;

Adaptou-se uma rolha furada no centro a um Kkitazato, o qual foi
conectado a uma bomba de vacuo. Em seguida, adaptou-se a coluna de
imunoafinidade a rolha;

Retirou-se a tampa branca da coluna, e com auxilio de tesoura, fez-se um
pequeno furo no centro ou entéo utilizou-se uma agulha (15x15), adaptando-a na
tampa da coluna e, em seguida,, a uma seringa de vidro de 20 mL;

Pipetou-se 50 mL da amostra (pipeta volumétrica ou proveta ) para uma

proveta ou Erlenmeyer;

Transferiram-se inicialmente = 10 mL de leite para a seringa e,
constatando antes se ndo havia algum vazamento, desconectou-se a tampa clara
da parte inferior da coluna para iniciar a elui¢do (ndo foi preciso fazer vacuo);

Apos a eluigdo de toda a amostra (ndo se deixou secar), a coluna foi
lavada com 10 mL de 4gua ultrapura (MILIQ, USA) colocando aos poucos + 2
mL;

Esgotou-se por completo toda a agua. Para isso utilizou-se vicuo;

- A coluna foi desconetacda do sistema de vacuo e da rotha. Fechou-se a
coluna utilizando a tampa clara;

Foi conectada outra seringa a coluna e prendeu-se este sistema, com uma
garra, a um suporte;

Um frasco dmbar de 5 mL foi colocado na ponta da coluna para receber

o eluato;
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Adicionaram-se 4 mL de acetonitrila CLAE na seringa, deixando de 6-7
minutos a acetonitrila em contato com a coluna (para isso, pressionou-se o
émbolo até que a acetonitrila preenchesse a coluna pela metade);

Recolheu-se o eluato por gravidade no frasco &mbar de 5 mL;

Evaporou-se o eluato da amostra com aquecimento (50 °C) em banho-
maria e nitrogénio até secar completamente;

Apds a secagem, a amostra foi ressuspendida imediatamente em 200 puL
da fase movel de injegdo (dgua:acetonitrila 70:30). Agitou-se em seguida em
agitador de tubos e filtrou-se em membrana de celulose regenerada de 13 mm de
didmetro e 0,45 um de poro para um pequeno frasco ambar com auxilio de uma

seringa de insulina tipo longa.

4.5.4 Condicdes cromatograficas

A separagdo e quantificagdo da AFM, foram conduzidas em um sistema
de cromatografia Shimadzu com detector de fluorescéncia (excitagéo: 366 nm e
emissdo 428 nm), coluna de fase reversa C18 (250x4,6 mm) com particulas de §
pm , guarda coluna C18 (25x4,6 mm), loop de 20 pL, fluxo 1,0 mL/minuto, fase
movel: agua: isopropanol:acetonitrila (80:12:8), filtrada em membrana de 0,45
pm a vacuo, com detector de fluorescéncia: excitagdo 366 nm, emissdo 428 nm.

O tempo de retengdo nessas condi¢des foi de aproximadamente 10 minutos.

4.5.5 Preparo da curva de calibragio da aflatoxina M,

Preparou-se a curva de calibraggo injetando 20 pL das solugSes padroes
de aflatoxina M, (descrito no item 4.5.2) com concentragdes na faixa de 0,15 a
0,30 ng/mL, nas condig¢Ges cromatograficas descritas em 4.5.4.

Construi-se o grafico area versus massa de aflatoxina M, injetada e

verificou-se a linearidade da curva de calibragdo, onde r* > 0,99.
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4.5.6 Determinagao da aflatoxina M, no extrato da amostra
Injetou-se aliquotas de 20 pL do extrato da amostra purificado (4.5.3)

usando as mesmas condi¢Ges cromatograficas utilizadas na elaboragéo da curva
de calibragio (4.5.5).

Identificou-se o pico da aflatoxina M, da solugdo da amostra por

comparagdo com o tempo de retengdo obtido na injegdo das solugdes padrdes da

aflatoxina M;.

4.5.7 Calculo
A partir da curva de calibragdo, calculou-se a massa de aflatoxina M,
pela equag@o da reta através de regressdo linear do Programa Excel-E.
ng de aflatoxina M)/L=A x V/ M,
onde,
A: Quantidade de aflatoxina M, determinada pela equag@o da reta;
V: Volume do extrato final da amostra em pL (1000 pL);
M: Volume do leite liquido utilizado (50 mL).

4.6 Andlises estatisticas
A andlise estatistica para as variaveis estudadas foi realizada através de
teste ndo paramétrico. O teste utilizado foi o Teste de Wilcoxon - Mann-

Whitney, o qual foi realizado através de "aproximagdo normal" (Campos,-1983).
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5 Resultados e Discussao

As amostras de alimento animal representaram um total de 30 amostras,
as quais foram divididas em 18 amostras de ragdo, 2 de milho, 4 de farelo de
soja, 6 de silagem e 3 de capim. Em 100% das amostras analisadas ndo foi
detectada presenga de aflatoxina. Como as amostras de ragdo eram coletadas 24
horas antes da coleta do leite e verificou-se a presenga de aflatoxina no leite e
ndo na ragdo, tal amostra foi encaminhada aos laboratérios de Micologia e
Micotoxinas da FUNED-MG e da UFRRJ-RJ para confirmag&o dos resultados
encontrados no laboratério da UFLA-MG; nos trés laboratérios ndo foi
encontrado presenga de aflatoxina na rag@o.

Para Trucksess et al. (1983), vacas em lactagdo mediante o consumo de
ragdo com 300.000 pug de AFB1 em 1 dia, a quantidade excretada de AFM; foi
de 100 pg/L, o que corresponde uma taxa de 0,03%. Entretanto, Creppy (2002)
cita que a taxa de conversdo de AFBI1 da rag@o animal para AFM, no leite esta
em torno de 0,3 a 6,2%.

Em levantamento realizado por Sabino et al. (1988), em produtos
alimenticios e ragdes animais 93,22% (974 amostras) ndo apresentaram
fluorescéncia no cromatograma, sendo que as ragdes animais correspondiam a
276 amostras, em 89,61% das quais n#o foi detectada aflatoxina.

Entre as vérias pesquisas de AFB1 em alimentos destinados ao consumo
animal no Brasil, observa-se uma grande variedade dos dados, ou seja, valores
de 0 até 7400 ppb, o que demonstra a necessidade de uma vigildncia constante
para garantir a qualidade do alimento (Salay & Marcadante, 2002).

Para Scussel et al. (1984), a confiabilidade dos resultados analiticos na
determinagdo de micotoxinas é preocupante, tendo em vista varios fatores, como

a distribui¢do ndo uniforme das micotoxinas nos alimentos e ragdes animais, as
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baixas concentragdes, em que os niveis encontrados estdo em (g/kg, e ainda a
presenca de interferentes.

A quantidade da aflatoxina presente na ragdo pode nao ser detectada pelo
método utilizado, mesmo quando da sua presenga no leite em forma de AFM,. O
maior indice encontrado neste experimento para AFM, foi 74,1 ng/L (Tabela
6A). Comparando-o com o descrito por Trucksess et al. (1983), o nivel de
aflatoxina B1 ingerido foi estimado em 0,25 pg/dia, o que representam um
indice muito baixo, além de ndo poder ser detectado pelo método de Soares e
Amaya (1988), o qual foi empregado.

Um outro fator importante ¢ a amostragem, hoje considerado um ponto
de extrema importincia, que sugere que para um melhor controle de qualidade
da ragfio a coleta seja feita diretamente nas fabricas, o que permite uma coleta
em um universo maior e, assim, a obtengio de uma amostra mais homogénea, o
que permitiria uma maior seguranga dos dados,com efetiva diminuigdo do erro
analitico.

Os resultados de recuperagédo e coeficiente de variagdo obtidos de leite
cru com quantidade de aflatoxina M, padronizado estdo apresentados na Tabela
7.

Os valores de recuperagdo encontrados apresentaram um percentual de
95,37%, 82,05% e 87,84%; na validagdo de métodos, a recuperagio deve ser de
no minimo 70%, o que demonstrou que a recuperagdo esteve dentro dos padrdes
esperados. Os valores de recuperagdo encontrados por Prado et al. (1999)
variaram de 88,9% a 104,9% e as médias de recuperagio encontradas por Souza
(1997) em trés métodos estudados estavam entre 60,0 e 127,4%, em que 58,0%
destes valores estavam acima de 90,0%; 32,0% entre 71,0 ¢ 90,0% e apenas
10,0% apresentaram-se com valores menores ou iguais a 70%; os valores

obtidos neste trabalho foram superiores ao minimo estabelecido e aceitavel.
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TABELA 7 Recuperagéo média e coeficiente de variagido de aflatoxina M, em

amostra de leite cru apos determinag@o da quantidade de aflatoxina
presente na amostra e adi¢do de aflatoxina.

FM, ng/lL AFM; ng/l Coeficiente de
adicionada  encontrada Média Desvio padrio  Recuperagdo  variagdo
Branco 7,66 7,66 0,0 - 0,0

Branco 7,66 7,66 0,0 - 0,0

40,0 31,80

40,0 42,48 37,18 7,49 95,37 20,0

80,0 64,13

80,0 64,62 64,37 0,35 82,05 0,5

120,0 92,18

120,0 118,43 105,30 18,56 87,84 17,7

Na Tabela 8 estdo expressos os resultados de AFM; em 10 amostras de
leite cru. Do total de amostras analisadas, 100% estavam dentro dos padrdes
estabelecidos pela legislagdo (500 ng/L) (Brasil, 2002), sendo que quatro
amostras apresentaram valores abaixo dos niveis de detec¢do; em uma amostra
ndo foi detectada aflatoxina e em 05 amostras foram encontrados valores que
variaram de 7 a 20 ng/L. Os valores encontrados por Bento et al. (1989) em leite
pasteurizado estavam entre 100 a 400 ng/L e os detectados por Prado et al.
(1994) em 4,55% das amostras de leite cru e leite em pd apresentaram-se entre
38-79 ng/L.Valores superiores foram encontrados por Souza et al. (1997), os
quais variaram de 650-1300 ng/L em 2% das amostras de leite analisadas; Prado
* etal. (1999), em leite pasteurizado, detectaram, em 83% das amostras, uma faixa
de 8-77 ng/L. Os padrdes preconizados pela Unido Européia para leite "in
natura" e seus derivados sdo de 0,05 ng/L. No entanto, cada pais tem
determinado seu proprio padrdo e a Roménia apresenta um dos mais baixos, 0
ppb. Os resultados demonstram a necessidade de um efetivo monitoramento no
controle de aflatoxinas no leite, pois os dados sdo bastante variados. Para

Galvano et al. (1996), programas de monitoramento de aflatoxinas M, em leite e
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seus derivados, principalmente nos paises de clima tropical e subtropical, sdo de

extrema importancia.

TABELA 8 Valores médios de aflatoxina AFM; em 10 amostras de leite cru da
regido de Lavras, Sul de Minas Gerais

Amostras ng/L Amostras ng/L
1 Tragos 6 tragos
2 20,0 7 11,0

3 7,0 8 12,0
4 Tragos 9 8,0

5 Tragos 10 nd -

nd:ndo detectado; 1g-limite de quantificagfo: 6ng/L; tragos < Iq

Nas Tabelas 9 e 10 estdo expressos os valores médios de aflatoxina M,
em leite cru e leite com tratamento térmico, respectivamente. Apés o tratamento
térmico observou-se uma redugdio de 15,60% da AFM,, considerando as
amostras em que foi detectada presenca da aflatoxina em quantidade > ao limite
de quantificagdo; no entanto, ndo houve diferenga significativa (p > 0,05) entre
os tratamentos (Tabela 6A).

No leite cru obtivemos 19 amostras (52,77%) com presenga de
aflatoxina M;, com os valores variando de tragos a 74,1 ng/L; em 17 amostras
(47,22%) nio foi detectada aflatoxina. No leite pasteurizado a presenga de
aflatoxina foi detectada em 13 amostras (38,23%) e os seus valores variaram de
tragos a 58,9 ng/L; e em 21 amostras (61,76%) ndo foi detectada aflatoxina. Os
valores obtidos estdo dentro dos padrdes estabelecidos pela legislagdo (Brasil,
2002).

A estabilidade da aflatoxina no leite tem sido pesquisada e os resultados

apresentam discordincia entre os varios pesquisadores.
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Stoloff et al. (1975) e Egmond (1983) n3o observaram redugdo da AFM,
apo6s pasteurizagdo do leite. O primeiro autor trabalhou com leite artificialmente
contaminado (62°C/30 minutos) e o segundo, com leite naturalmente
contaminado. Ja& nos valores encontrados por Purchase et al. (1972) estes
observaram uma redugéo de 32% AFM, mediante uma temperatura de 62°C /30
minutos ¢ observou-se que a redugiio foi proporcional ao aumento da
temperatura, mesmo quando ocorreu a redugdo do tempo de exposi¢do ao
tratamento.

No leite apds a pasteurizagdo, a taxa de redugo encontrada por
Kiermeier & Buchner (1977) foi de 6 a 13%. Resultado similar foi observado
por Bakirci (2001), que constatou uma redugio de 5 a 17%, com uma média de
7,62%, ndo havendo, no entanto, diferenga significativa entre os tratamentos;

tais valores s@o préximos ou similares aos encontrados neste experimento.

TABELA 9 Valores médios de aflatoxina AFM; em amostras de leite cru da
regido de Lavras, Sul de Minas Gerais

Amostras AFMi Amostras AFM, Amostras AFM; Amostras AFM,
ng/L ng/L ng/L ng/L
1 tragos 10 6,2 19 nd 28 tragos
2 tragos 11 nd 20 6,8 29 83
3 nd 12 nd 21 nd 30 nd
4 35,0 13 65,0 22 nd 31 27,2
5 22,4 14 74,1 23 nd 32 28,4
6 nd 15 45,9 24 nd 33 26,8
7 nd 16 nd 25 nd 34 48,5
8 nd 17 tragos 26 nd 35 26,5
9 nd 18 nd 27 tragos 36 26,5

nd:nfo detectado; Ig-limite de quantificagfio: 6ng/L; tragos < Iq
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TABELA 10 Valores médios de aflatoxina AFM; em amostras de leite
pasteurizado da regido de Lavras, Sul de Minas Gerais

Amostras AFM: Amostras AFM Amostras AFM, Amostras AFM,
ng/L ng/L ng/L ng/L

1 nd 10 tragos 19 tragos 28 nd

2 nd 11 nd 20 tragos 29 7,1

3 nd 12 nd 21 nd 30 nd

4 36,9 13 58,9 22 nd 31 18,8

5 23,8 14 57,6 23 nd 32 24,6

6 nd 15 44,6 24 nd 33 -

7 nd 16 nd 25 nd 34 -

8 nd 17 nd 26 nd 35 16,1

9 nd 18 nd 27 nd 36 25,9

nd:néo detectado; Ig-limite de quantificagdo: 6ng/L; tragos < Iq
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que:

6 Conclusdes

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir

Nas amostras de alimento animal analisadas ndo foi detectada a
presenga de aflatoxina B1.

No teste piloto, a presenca de aflatoxina M, foi constatada em 90%
das amostras de leite; no entanto, todas estavam dentro dos padrdes
estabelecidos pela legislagdo brasileira.

Na segunda fase do experimento, a presenga de aflatoxina M, foi
constatada em 52,77% das amostras de leite e todas encontravam-se
dentro dos padrdes preconizados pela legislagéo brasileira.

As concentragdes de aflatoxina nos leite cru e pasteurizado ndo
diferiram entre si.

O método utilizado para detecgdo de aflatoxinas em ragdo
apresentou um limite de detecgdo superior a4 concentragdo minima

necessaria a bioconversdo para AFM,.
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TABELA 1A Contagem de fungos (log)¢/g) em alimento destinado ao consumo
animal na regido de Lavras, Sul de Minas Gerais

Amostras Meio DRBC Meio DG18 Meio AFPA
1 4,65 3,51 3,34
2 4,97 3,72 2,57
3 5,36 4,66 2,90
4 3,50 2,11 1,57
5 5,25 2,0 1,50
6 5,18 2,28 3,81
7 6,28 4,36 3,96
8 4,85 3,50 2,91
9 5,67 4,72 2,49
10 2,25 2,0 1,90
11 6,82 5,58 2,79
12 4,54 3,08 2,25
13 5,85 4,65 2,11
14 3,30 2,80 1,0
15 8,38 7,41 2,46
16 4,80 3,59 1,72
17 4,88 2,45 1,54
18 3,48 2,11 1,28
19 3,65 2,64 1,92

20 5,62 4,80 2,32
21 5,36 5,64 4,94
22 4,53 3,36 1,54
23 8,38 6,23 2,08
24 3,54 2,0 1,30
25 5,38 4,20 4,08
26 3,0 2,11 1,20
27 461 2,46 1,17
28 5,34 4,52 2,45
29 3,0 2,20 1,20
30 6,84 5,92 5,25
31 3,45 2,53 1,04
32 3,62 2,11 1,08
33 4,66 3,72 3,51
34 4,40 3,62 2,18
35 3,28 2,23 1,11
Média 4,83 3,55 2,28
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TABELA 2A Principais espécies fiingicas isoladas de ragdo destinada
aoconsumo animal na regido de Lavras, Sul de Minas Gerais

Isolados
Microrganismos N° %

A. flavus 31 31,63
A. niger 22 22,44
A. parasiticus 19 19,38
A. ochraceus 15 15,30
A. fumigatus 11 11,23
Eurotium spp 12 100,0
P. restrictum 18 12,22
P. citrinum 13 11,71
P. crustosum 13 11,71
P. implicatum 12 10,22
P. viridicatum 11 9,91
P. rugulosum 1 9,91

9

9

8

7

4

62

19

14

14

8

4

P. purpurogenum 8,11
P. minoluteum 8,11
P. variable 7,21
P. janthinelum 6,30
Taralomyces spp 1,15
Fusarium spp 65,26

F. verticillioides 20,0
F. solani 14,73
Alternaria spp 100,0
Cladospirium spp 100,0

Paecilomyces spp
Total de isolados 346

100,0
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TABELA 3A Principais espécies fungicas isoladas de farelo de soja destinada ao
consumo animal na regido de Lavras, Sul de Minas Gerais

Isolados

Microrganismos N° %
A. flavus 5 45,5
A. niger 2 18,2

A. fumigatus 1 9,1

A. candidus 1 91

A. niveus 1 9,1

A. terreus 1 9,1
Eurotium spp 1 100,0
P. restrictum 2 40,0
P. crustosum 1 20,0
P. implicatum 1 20,0
P. rugulosum 1 20,0
Fusarium spp 10 76,9
F. verticillioides 2 15,4
F. solani 1 7,69
Alternaria spp 1 100,0
Cladosporium spp 4 100,0

Total de isolados 35
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TABELA 4A Principais espécies fiingicas isoladas de farelo de soja e trigo
destinada ao consumo animal na regido de Lavras, Sul de Minas

Gerais
Microrganismos Isolados
N° %

A. flavus 1 25,0
A. niger 1 25,0
A. parasiticus 1 25,0
A. ochraceus 1 25,0
P. restrictum 1 12,5
P. crustosum 1 12,5
P. implicatum 1 12,5
P. viridicatum 1 12,5
P. rugulosum 1 12,5
P.minoluteum 1 12,5
P. janthinelum 1 12,5
P. variable 1 12,5
Fusarium spp 4 66,67
F. verticillioides 1 16,67
F. solani 1 16,67

Total de isolados

—
—

TABELA 5A Principais espécies fungicas isoladas de carogo de algodao
destinada ao consumo animal na regifio de Lavras, Sul de Minas

Gerais
Microrganismos Isolados
N° %

A. flavus 1 . 25,0
A. niger 1 25,0
A. terreus 1 25,0
A. fumigatus 1 25,0
P. restrictum 1 33,33
P. crustosum i 33,33
P. janthinelum 1 33,33
Alternaria spp 1 100,0
Curvularia spp 2 100,0
Cladosporium spp 1 100,0

Total de isolados

—
—
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TABELA 6A Tratamento estatistico nos teores de aflatoxina M, nos leites cru e
ap0s tratamento térmico

Amostra | ejte

" HA=O

leite Postos leite Leite
cru trat cru trat.
1 30 00 0,0 40,0 40,0 20,5 44,5 20,5 H, :A<0
2 30 00 30 80 48,0 44,5 44,5 20,5 :
3 00 0,0 6,2 1,0 49,0 49,0 20,5 20,5 a=0,05
4 350 369 68 1,0 50,0 50,0 64,0 65,0
5 224 238 7,1 1,0 51,0 51,0 55,0 56,0 Ti=1424
6 00 00 83 1,0 52,0 520 20,5 20,5
7 00 00 16,1 1,0 53,0 53,0 20,5 20,5 T2=1204
8 00 00 188 1,0 54,0 540 20,5 20,5
9 00 00 224 10 550 550 20,5 20,5 p(uA)=p(uB)=648
10 62 30 238 1,0 560 56,0 49,0 445
11 00 00 246 1,0 570 570 20,5 20,5 o(uA)=o(uB)=
88,7918915
12 00 00 259 10 580 58,0 20,5 20,5
13 650 589 264 1,0 590 59,0 71,0 70,0 uA=538
14 74,1 576 265 20 610 605 72,0 69,0
15 459 446 272 1,0 62,0 620 67,0 66,0 uB=758
16 00 00 284 10 630 63,0 20,5 20,5
17 30 30 350 1,0 64,0 64,0 445 20,5 zc=1,24
18 00 0,0 369 10 650 650 20,5 20,5
19 00 0,0 446 10 66,0 66,0 20,5 44,5 zt=1,96
20 68 68 459 1,0 670 67,0 50,0 44,5
21 00 00 485 10 680 680 20,5 20,5 Aceita-se H,
22 00 00 576 10 690 69,0 20,5 20,5
23 00 00 589 1,0 700 70,0 20,5 20,5 AeB vémde
populagdes idénticas
24 00 00 650 1,0 71,0 71,0 20,5 20,5
25 00 00 741 10 720 72,0 20,5 20,5  Teste de Wilcoxon
26 00 0,0 20,5 20,5 Mann-Whitney
27 30 0,0 445 20,5
-28--- 3,0 0,0 445 20,5
29 83 7,1 52,0 51,0
30 0,0 0,0 20,5 20,5
31 272 0,0 62,0 20,5
32 284 0,0 63,0 20,5
33 26,4 18,8 59,0 54,0
34 48,5 24,6 68,0 57,0
35 26,5 16,1 60,5 53,0
36 26,5 259 60,5 58,0
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