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RESUMO

A qualidade e a seguranca biologica das racdes para cées e gatos abrangem o controle
de diferentes segmentos da cadeia produtiva, desde os procedimentos empregados na
agricultura para desenvolvimento de plantas saudaveis, a producdo industrial, o transporte do
produto final até o armazenamento nos pontos de venda e consumo em residéncias. Além da
possibilidade da contaminacdo microbiana, o crescimento fungico e as micotoxinas sao
substancias que podem acarretar danos aos animais. Ensaios experimentais em animais tém
demonstrado os mais variados efeitos destas substdncias tdxicas que v@o desde a
imunossupressao, alteracdes metabolicas até carcinogénese (SANTIN, 2005). O trabalho teve
por finalidade pesquisar, quantitativamente, a ocorréncia de aflatoxinas total (B1, B2, G1 e Gy)
e fumonisinas (B; e B,) em alimentos comerciais para cdes e gatos de linhas standard,
premium e super premium de maior comercializagdo no Brasil. As amostras foram coletadas
em estabelecimentos comerciais no Sul de Minas Gerais, nas cidades de Alfenas, Lavras, Trés
Coracdes e Varginha, sendo 5 amostras de alimentos standard para cées, 10 amostras de
alimentos premium para gatos, 10 amostras de alimentos premium para cdes, 5 amostras de
alimentos super premium para gatos e 5 amostras de alimentos super premium para caes,
totalizando 35 amostras. A determinacdo da presenca e quantificacdo das aflatoxinas e
fumonisinas foram realizadas através do método de cromatografia de afinidade com leitura
em fluorimetro digital, no laboratério de Micologia e Micotoxinas do Departamento de
Ciéncia de Alimentos da Universidade Federal de Lavras — MG e laboratdrio de Micotoxinas
da Embrapa Milho e Sorgo, em Sete lagoas — MG. Das 35 amostras analisadas em duplicata
para presenca e quantificacdo de aflatoxinas total, todas apresentaram presenca em niveis
aceitaveis de acordo com recomendacdo da legislacdo vigente, sendo o menor valor médio o
de 1,089 ppb/kg para alimentos comerciais de linha premium para cdes e maior valor médio
de 4,266 ppb/kg para alimentos comerciais de linha super premium para gatos. Para as
analises de presenca e quantificacdo de fumonisinas, das 35 amostras, todas apresentaram
presenca, sendo que 68,57% das amostras apresentaram concentracdo acima de 4.000 ppb/kg,
indice recomendado pela legislacdo vigente. Verificou-se menor valor médio de 4.790 ppb/kg
para alimentos comerciais de linha premium para cdes e maior valor medio de 7.260 ppb/kg
para alimentos de linha super premium para gatos. Os resultados indicam possivel falha no

processo de certificacdo de matérias-primas adquiridas pelas industrias do mercado pet food.

Palavras-chave: micotoxinas, alimentacdo animal, cromatografia.



ABSTRACT

The quality and biological safety of dog and cat feeds encompass the control of
different segments of the production chain, from the procedures used in agriculture to the
development of healthy plants, industrial production, transportation of the final product to
storage at points of sale consumption in households. In addition to the possibility of microbial
contamination, fungal growth and mycotoxins are substances that can lead to animal damage.
Experimental animal tests have shown the most varied effects of these toxic substances
ranging from immunosuppression, metabolic alterations to carcinogenesis (SANTIN, 2005).
The aim of this work was to quantitatively investigate the occurrence of total aflatoxins (B1,
B2, G1 and G2) and fumonisins (B1 and B2) in commercial dog and cat food from standard,
premium and super premium lines of higher commercialization in Brazil . Samples were
collected in commercial establishments in the southern region of Minas Gerais, in the cities of
Alfenas, Lavras, Trés CoracOes and Varginha, with 5 standard food samples for dogs, 10
premium cat food samples, 10 premium dog food samples, 5 samples of super premium food
for cats and 5 samples of super premium dog foods totaling 35 samples. The determination of
the presence and quantification of aflatoxins and fumonisins were carried out using the
method of affinity chromatography with reading in digital fluorimeter, in the laboratory of
Mycology and Mycotoxins of the Department of Food Science of the Federal University of
Lavras - MG and laboratory of Mycotoxins of Embrapa Maize and Sorghum, in Sete lagoas -
MG. Of the 35 samples analyzed in duplicate for the presence and quantification of total
aflatoxins, all were present at acceptable levels according to the current legislation, with the
lowest average value being 1.089 ppb / kg for commercial premium dog food and higher
value average of 4,266 ppb / kg for commercial super premium cat food. For fumonisin
presence and quantification analyzes, of the 35 samples, all were present, with 68.57% of the
samples having a concentration above 4,000 ppb / kg, an index recommended by the current
legislation. There was a lower mean value of 4,790 ppb / kg for commercial premium dog
food and a higher average value of 7,260 ppb / kg for super premium line food for cats. The
results indicate possible failure in the certification process of raw materials purchased by the

pet food industry.

Key words: mycotoxins, animal feed, chromatography
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1 INTRODUQAO E JUSTIFICATIVA

A histéria que envolve a relagdo do homem e os animais de companhia,
principalmente os cdes e gatos, vem sendo escrita ao longo dos anos (SAAD et al., 2007).
Segundo a Associacdo Brasileira da Industria de Produtos para Animais de Estimacéo,
existem no Brasil cerca de 52,2 milhdes de cdes e 22,1 milhdes de gatos, tornando o Brasil o
segundo maior pais do mundo em populacéo pet (ABINPET, 2017).

A necessidade em buscar facilitagbes para a boa nutricdo dos cées e gatos tornou as
dietas comerciais secas a primeira op¢do de alimentacdo para os proprietarios, sendo que
atualmente pelo menos 34% da populagdo de cdes e gatos sdo alimentados atraves de dietas
industrializadas (PRIOR, 2003). Existem atualmente no pais mais de 300 marcas registradas,
produzidas por mais de 70 fabricantes, com preco e qualidade variaveis (CARCIOFI et al.,
2006).

No Brasil, a responsabilidade da regulamentacdo das racGes para cdes e gatos é do
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, prevista no Decreto n® 76.986 de 6 de
janeiro de 1976, que regulamentou a Lei n°® 6.198, de 26 de dezembro de 1974, que dispde
sobre a inspecao e a fiscalizacdo dos produtos a alimentacao animal.

Os alimentos comerciais para cdes e gatos sdo divididos de acordo com a
segmentacdo comercial instituida pela prépria industria, e baseia-se na qualidade e no tipo de
matéria-prima, concentracdo de nutrientes, caracteristicas do rétulo e preco, sendo
normalmente aceita pelos consumidores como um critério qualitativo que norteia decisdes de
compra (CARCIOFI, 2003).

Os alimentos secos para cées e gatos, no geral, sdo produzidos através do processo de
extrusdo. O processo de extrusdo envolve a mistura conjunta de todos os ingredientes, em
conjunto, até formar uma massa que posteriormente é cozida em um extrusor e passada por
um processo de coc¢do, com pressdo e temperatura elevadas (CASE et al., 1998).

Embora o processo de cozimento sob pressdo e alta temperatura colabore para manter
a esterilidade do produto, durante a etapa final de fabricacdo, que compreende a secagem,
armazenamento e empacotamento, a ragdo fica suscetivel a uma série de microrganismos
contaminantes, que podem vir a se proliferar, tornando o produto uma verdadeira colénia de
fungos e bactérias (SILVA & DOMARESKI, 2011).

A contaminacéo de racgao por fungos € um dos principais fatores de danos aos animais,
podendo ocorrer apds 0 processamento e armazenamento, ou mesmo com a manipulacdo da

matéria-prima. Os contaminantes mais comuns sdo do género Penicillium e Aspergillus
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presentes no ar e agem quando as condi¢cGes de umidade e temperatura sdo inadequadas
(MARTINS et al., 2003).

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios, produzidos por fungos que se
desenvolvem naturalmente em produtos alimenticios, capazes de originar uma ampla
variedade de efeitos toxicos em animais vertebrados, incluindo o homem (COULOMBE,
1991). O fato das micotoxinas apresentarem, de modo geral, grande estabilidade quimica, o
que permite a sua persisténcia no alimento mesmo apos a remocao dos fungos pelos processos
usuais de industrializacdo e embalagem (CHU, 1991). As micotoxinas de maior ocorréncia no

Brasil devido condic6es climaticas incluem as aflatoxinas e as fumonisinas.

2 OBJETIVOS
Determinar as concentracdes de aflatoxinas totais (B1, B2, G1 e G2) e fumonisinas
(B1 e B2) dos alimentos comerciais para cées e gatos de maior representatividade no

mercado, verificando assim sua qualidade.

3 METAS

Divulgacdo dos dados levantados a partir da pesquisa através de publicacdo em
periddico, bem como a apresentacdo dos mesmos no Congresso do Colégio Brasileiro de
Nutricdo Animal — CBNA.

4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Controle de qualidade

Elementos para a gestdo da qualidade ja orientam a producdo em diversas cadeias
produtivas ha algum tempo. Seguindo a esta tendéncia, tais preceitos comeg¢am a inspirar 0s
profissionais e organizacdes voltadas a producéo de alimentos para a nutrigdo de animais de
companhia, como ragdes, enlatados, biscoitos, “ossinhos”, dentre uma grande variedade de
produtos que ndo param de ser desenvolvidos (BOARI, 2007).

As adequacdes aos processos de producdo de racGes permitem a deteccdo de pontos
criticos de controle durante as fases de fabricacdo ou até mesmo na aquisicdo de matérias-
primas para o processo industrial, onde analises microbioldgicas sdo de grande importancia,

pois levam & adocdo de medidas corretivas ou mesmo de recolhimento (recall) dos produtos,
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quando se constatam niveis de contaminacdo acima dos determinados pela legislagédo
(CHALFOUN et al., 2008).

As fabricas devem estar atentas ao controle microbiolégico das matérias-primas
utilizadas, como as farinhas de carne e 0ssos destinadas a nutricdo animal, ja que a ingestao
de racdo contendo esta matéria-prima contaminada por bactérias e fungos pode trazer uma
série de prejuizos a satde do animal que a consumir (ANDRIGUETTO et al, 1990).

Dentre os programas de gestdo da seguranca dos produtos para alimentacdo animal,
sdo aplicadas as Boas Praticas de Fabricacdo — BPF (Good Manufacturing Practice — GMP) e
o0 sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle — APPCC (Hazard Analysis
and Critical Control Points — HACCP), cujas certificacbes sdo legalmente exigidas pelo

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA.

4.1.1 Boas Praticas de Fabricacao

As Boas Préticas de Fabricacdo preconizam os requisitos minimos a serem atendidos
na producdo de alimentos, com vistas a garantia da qualidade e seguranca alimentar, bem
como um adequado ajuste do ambiente de producédo, favorecendo a otimizagdo de seu uso,
higienizacdo (limpeza e desinfeccao), motivacdo profissional e seguranca do trabalho, o que

conta a favor da imagem da empresa (BOARI, 2007).

4.1.2 Anélise de Perigos e Pontos Criticos de Controle

O sistema Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) ou HACCP,
traducdo do inglés Hazard Analysis and Critical Control Points, é um sisitema de garantia da
qualidade constituido por algumas etapas e pré-requisitos, que tem como principal objetivo
assegurar a inocuidade de alimentos, como pet food. Todas as etapas associadas a producao
de alimentos sdo estudadas, seguindo um fluxo linear desde a obtencdo de matérias-prima,
passando pelo processamento, transporte, distribuicdo e comercializacdo do produto
elaborado, buscando identificar os pontos criticos nos quais 0s perigos, sejam eles fisico,
quimicos ou biolégicos possam ser reduzidos a niveis aceitaveis ou, até mesmo, eliminados
(BOARI, 2007).

4.2 Contaminagéo microbioldgica
Um dos principais fatores ligados ao risco para a saude animal é referente a

contaminacgdo dos alimentos por microrganismos diversos. Essa contaminagdo pode ocorrer
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desde a produgdo e o armazenamento da matéria-prima de origem animal e de grdos, que sao
amplamente utilizados na fabricacdo de racGes para varias espécies animais, até 0 processo
final de industrializacdo e embalagem do produto (ANDRADE & NASCIMENTO, 2005).

Os animais e os produtos de origem animal sdo 0s maiores reservatorios de Salmonela
spp. A presenca de salmonelas nos ingredientes de racGes para os cdes constitui um problema,
embora esses microrganismos ndo causem comumente doenca em animais adultos, provocam
gastrenterites/toxinfecdes em filhotes (SCARCELLI & PIATTI, 2002). Embora o processo de
cozimento, possa eliminar as bactérias na racdo, o produto final pode perder sua esterilidade
durante os processos subsequentes de secagem, pulverizacdo de gordura e empacotamento.

O controle microbioldgico das farinhas de carne e 0ssos destinadas a nutricdo animal é
de suma importancia, visto que a ingestdo da racdo contendo essa matéria-prima contaminada
por bactérias pode ser a causa de sérios problemas para 0s animais que as ingerem
(ANDRIGUETTO et al., 1990).

As proprias caracteristicas das farinhas de carne e de ossos fazem-nas susceptiveis a
alteracdes fisico-quimicas que proporcionam a deterioracdo por diversas estirpes microbianas
patogénicas, por isso que a qualidade microbioldgica dessas farinhas depende basicamente de
fatores como a extensdo da contaminacdo da matéria-prima, da contaminacdo do produto final
e das condic¢des de armazenamento (SANTOS et al, 2000).

Os microrganismos apresentam caracteristicas proprias que determinam suas
exigéncias para o crescimento e multiplicacdo, e um dos fatores que influenciam na
guantidade de bactérias que sdo encontradas em alimentos de forma geral é a temperatura. A
maioria das bactérias de interesse médico, veterinrio e agrondmico e que sdo facilmente
encontradas concentram-se em um grupo que as caracteriza como mesofilas, pois apresentam
um requerimento térmico para o crescimento dentro da faixa de temperatura compreendida
entre 28 a 37° C (TRABULSI et al, 1999).

Com relagdo aos grdos, FRAZIER & WESTHOFF (1993) comentam que a sua
superficie externa conserva alguns microrganismos adquiridos durante seu desenvolvimento,
e estes contaminantes procedem do solo, de insetos, pd, agua, 5 plantas, dejetos animais e
outras fontes. Os graos de cereais recém-colhidos contém varias bactérias, inclusive do grupo
dos coliformes fecais, e/ou esporos fungicos por grama analisada.

A matéria prima das ragdes pode sofrer iniUmeras contaminagdes, desde a colheita no
campo até seu processamento e comércio como produto final. Os grdos em geral apresentam
grande susceptibilidade a serem acometidos por fungos, e quando encontram ambiente

favoravel para se desenvolver toda a matéria prima pode ficar comprometida, podendo
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acarretar em inimeros prejuizos na saude do animal e transtornos para seus donos
(LAZZARI, 1993).

A contaminacdo de racdo por fungos é um dos principais fatores de danos aos
animais, podendo ocorrer ap0s 0 processamento e armazenamento, ou mesmo com a
manipulacdo da matéria-prima. Os biocontaminantes mais comuns sdo do género Penicillium
e Aspergillus presentes no ar e agem quando as condi¢cdes de umidade e temperatura do

ambiente sdo inadequadas (Martins et al., 2003).

Tabela 1. Contaminantes microbioldgicos — Dados segundo regulamentacdo do manual do

Programa Integrado de Qualidade Pet

RISCOS LIMITES
Satisfatorio Limite de Né&o- Inaceitavel
Aceitabilidade satisfatorio (perigo)

Salmonella spp Ausente em 25g Presente em 25¢
Escherichia coli Ausente em 259 Presente em 25g
Bacillus cereus <10 10 - 10* 10*-10° >10°
Staphylococcus &ureos <10 10 - 10° 10° - 10* >10*
Bolores e Leveduras <10 10 - 10° 10° - 10* >10*
Coliformes fecais <10 10 - 10° 10°% - 10* > 10*
Enterobactérias <10 10 - 10° 10° - 10* >10*

ANAFAL PET (2016)

4.3 Micotoxinas

Os alimentos para animais de companhia tém predisposicdo para presenca de alguns
tipos de micotoxinas, tais como: Aflatoxina, Ocratoxina A, Fumonisina, Zearalenona e Don
(Vomitoxina) segundo o Manual do Programa Integrado de Qualidade Pet (2017).

A contaminacdo da ragdo com fungos pode ser por meio do ambiente, e seu
desenvolvimento pode ser favorecido por umidade, temperatura e substrato com a
multiplicagdo do microrganismo e a producdo de metabdlitos tdxicos, a exemplo das
micotoxinas (BERNARDI & NASCIMENTO, 2005).

As micotoxinas podem causar nos cdes e em seres humanos sinais clinicos com

manifestacdo de diminuicdo do apetite, diarréia, vOmitos e hemorragias, assim como
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hepatotoxidade e nefrotoxicidade, além de possuirem um efeito carcinogénico (MALLMAN
etal., 2002).

Aflatoxinas, ocratoxinas, tricotecenos, zearalenona, fumonisinas e acido fusarico
foram encontrados nos ingredientes e racdes acabadas para pets, resultando em toxicidade
aguda e problemas de saude cronicos em animais de estimacdo (BOERMANS & LEUNG,
2007).

As micotoxinas podem entrar na cadeia alimentar humana e animal atraves da
contaminacdo direta ou indireta de alimentos ou racdes. A forma indireta ocorre quando um
ingradiente qualquer foi previamente contaminado por um fungo toxicogénico, e mesmo que
este tenha sido eliminado durante o processamento, as micotoxinas ainda permanecerdo no
produto final. A contaminacéo direta, por outro lado, ocore quando o produto, o alimento ou
racdo se torna contaminada por um fungo toxicogénico com posterior formacdo de
micotoxinas (FRISVAD; SAMSON, 1992).

Micotoxicose é o termo utilizado para definir qualquer enfermidade causada aos
homens e animais pela exposic¢do as micotoxinas. Os quadros toxicos variam de acordo com a
micotoxina, seu efeito dose-dependente, espécie animal e até mesmo entre individuos de uma
mesma espécie, é caracterizada por estar relacionada a alimentacdo, ndo é contagiosa, nao é
infecciosa e € sempre causada pelas toxinas produzidas por fungos (HUSSEIN; BRASEL,
2001). As micotoxinas estdo associadas a sindromes cronicas, como imunossupressdo e
carcinogénese (MOSS, 1998).
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Tabela 2. Limites de niveis de micotoxinas para produto acabado — Dados segundo
regulamentacéo do manual do Programa Integrado de Qualidade Pet

MICOTOXINAS LIMITES PARA PRODUTO ACABADO
Aflatoxina Total (B1 + B2 + G1 + G2) 20 ppb

Aflatoxina B1 10 ppb

Ocratoxina A 50 ppb

Fumonisina (B1 + B2) 4000 ppb

Zearalenona 100 ppb

Don (Vomitoxina) 1250 ppb

Citrinina 500 ppb

Nivalenol 100 ppb

T2 100 ppb

ANFAL PET (2016)
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4.4 Aflatoxinas

As aflatoxinas sdo metabolitos secundarios que podem ser produzidos por fungos
como Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. nominus (YU et al., 2005). Podem ser encontradas
em indmeros produtos alimenticios, como milho, trigo, farinha de trigo, cevada, nozes,
pistache, arroz, améndoa, feijdo, semente de algoddo, coco, gengibre, pimenta e pimenta
malagueta, frutas, pimentdo-doce, frutas secas e cerveja, além de estar presente em racles e
produtos de origem animal contaminados por ragdes (HOLLINGER & EKPERIGIN, 1999;
JAIMEZ et al., 2000; STROKA et al., 2000; CHIAVARO et al., 2001; YONG & COUSIN,
2001; PAPP et al., 2002; BLESA et al., 2003; VENTURA et al., 2004; LIU et al., 2006).

Os sinais da intoxicagéo por aflatoxinas depende principalmente de sua concentracao
no alimento, do tipo de aflatoxina e do tempo de ingestdo. Sao toxinas potentes ao figado e a
maioria das espécies animais expostas a estas micotoxinas mostram sinais da doenca que
variam de agudo (letais ou ndo) e subagudos. O efeito agudo é de manifestacdo e percepcéo
répidas, podendo levar o animal & morte causando reaces irreversiveis, resultante da ingestdo
de doses geralmente elevadas. O efeito subagudo é resultado da ingestdo de doses ndo
elevadas que provoca distirbios e alteracbes nos oOrgdos do homem e dos animais,
especialmente no figado. Ambos os casos dependem da espécie animal, idade, do estado
nutricional e também do sexo (TEIXEIRA, 2008).

As aflatoxinas compdem-se de quatro substancias principais: B1, B2, G1 e G2. As
aflatoxinas M1 e M2 constituem-se como metabolitos hidroxilados de AFB1 e AFB2,
respectivamente, que sdo encontrados no leite e derivados, carne e excretados na urina
(DINIZ, 2002; CHIAVARO et al., 2001) (Figura 1). O metabdlito mais importante € a
aflatoxina B1 (AFB1), devido sua elevada hepatoxicidade e maiores concentragdes nos
substratos, seguida de G1, B2 e G2. As aflatoxinas sdo comumente encontradas em diversos
alimentos utilizados como racdo de animais, principalmente em grdos (MALLMANN et al.,
1994). S&o toxinas de baixo peso molecular, e de reduzida hidrossolubilidade, porém, séo
bastante solGveis em solventes de polaridade intermediaria (MERCK, 1996).
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Figura 1. Estrutura quimica das principais aflatoxinas, adaptado de WILSON, 2005.

4.4.1 Mecanismo de acao das aflatoxinas e patogenia

A absorcdo das aflatoxinas ocorre no trato gastrintestinal e sua biotransformacao
ocorre primariamente no figado, por enzimas microssomais do sistema de funcdes oxidases
mistas, associadas ao citocromo P-450 (FORRESTER et al., 1990). A AFB1 € considerada
uma das substancias mais toxicas para o figado, sendo este o principal 6rgdo atingido.

Os efeitos mutagénicos se processam em duas fases distintas denominadas iniciacéo e
promocdo de neoplasia (REDDY et al., 2006). As mutacBes ocorridas a nivel celular
determinam a fase de iniciacdo, e a promocao neoplasica se d& com expressdo fenotipica das
modificacOes primarias (GEYIKOGLU & TURKEZ, 2005). As lesdes bioquimicas geradas
em RNA e proteinas caracterizam mecanismos de toxidade aguda da AFB1 por conduzir a
morte celular (CHOY, 1993).

Os efeitos citotoxicos de AFB1 ocorrem devido a formagdo de radicais livres dentro
dos hepatocitos resultando na peroxidagdo dos fosfolipideos e consequente aumento na
permeabilidade das membranas plasmatica, mitocondrial, do reticulo endoplasmatico e dos
lisossomos, reduzindo a fluidez, inativacdo completa das proteinas de membrana e
despolarizagdo da membrana mitocondrial (BISCHOFF & RAMAIAH, 2007).
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4.4.2 Presenca de aflatoxinas em alimentos

Verifica-se maior ocorréncia de aflatoxinas em produto de origem vegetal oriundo de
debulha manual, ensacado e armazenado com uma umidade elevada e quando se reumedece 0
produto depois de seco (SABINO, 2002).

O numero de trabalhos que avalia a contaminagdo flngica e por micotoxinas em graos
no Brasil principalmente no estado de S&o Paulo, em alimentos destinados ao consumo
humano e animal, como amendoim e derivados, milho, feijao e racdes (RODRIGUES-
AMAYA,; SABINO, 2002).

A falta de Boas Préticas Agricolas, bem como as condi¢des tropicais de temperatura e
umidades elevadas, propicia o desenvolvimento flngico, principalmente no milho, que
constitui um o6timo substrato, rico em carboidratos. Durante 0 armazenamento, essa atividade
fangica, pode levar a rapida deterioracdo na qualidade nutricional dos graos e a contaminacgéo
por micotoxinas (MAGAN; ALDRED, 2007).

Considerando a toxicidade das aflatoxinas, o Brasil através do Ministério da Saude e
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, estabeleceu através da resolucéo
RDC n° 274, o limite maximo de 20 ppb/kg, dado pela somatoria de B1+B2+G1+G2, sendo
valido para amendoim (com casca, descascado, cru ou tostado), pasta de amendoim (ou
manteiga de amendoim) e milho em grdo (inteiro, partido, amassado, moido, farinhas e
sémolas) e 50 ppb/kg para racdo animal (BRASIL, 2002), sendo este limite diminuido para 20
ppb/kg para alimentos destinados ao consumo de cdes e gatos vide o0 Manual de Qualidade da
ANFAL PET de 2016.

4.5 Fumonisinas

As fumonisinas sdo metabolitos secundarios do género Fusarium o qual se destaca
como um dos mais importantes em termos de perdas globais devido as micotoxicoses
(SMITH; SEDDON, 1998). Isso se deve ao fato desse género ter a capacidade de produzir
uma variedade de micotoxinas, sendo as mais importantes os tricotecenos (vomitoxina e T-2
entre outras), as fumonisinas, a zearalenona, a moniliformina e o acido fusarico.

Espécies de Fusarium, produtoras de fumonisinas, sdo citadas por MILLS (1989)
como as principais invasoras de grdos de milho no campo, podendo causar varias doengas,
como a podriddo de sementes e colmo. O pesquisador alerta que os niveis de fumonisinas
podem aumentar quando as condigdes de armazenamento forem favoraveis ao crescimento do

fungo e a producédo de fumonisinas.
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Inicialmente descritas e caracterizadas em 1988 (BEZUIDENHOUT et al. 1988,
GELDERBLOM et al. 1988), essas substancias sdo produzidas por diversas espécies do
género Fusarium, especialmente por Fusarium verticillioides (anteriormente classificado
como Fusarium moniliforme), Fusarium proliferatum e Fusarium nygamai, além da
Alternaria alternada f. sp. lycopersici (BENNETT e KLICH, 2003). Outras espécies, tais
como Fusarium anthophilum, Fusarium dlamini, Fusarium napiforme, Fusarium
subglutinans, Fusarium polyphialidicum e Fusarium oxysporum tém sido incluidos no grupo
de produtores dessas micotoxinas (POZZI et al., 2002).

As fumonisinas foram isoladas pela primeira vez por BEZUIDENHOUT et al. (1988)
e sdo constituidas de moléculas estruturalmente relacionadas. Pertencentes ao grupo de
micotoxinas produzidas por Fusarium verticillioides, F. proliferatum, F. nygamai e
Alternaria alternata (LAZZARI, 1997), sdo conhecidas as fumonisinas B1, B2, B3, B4, Al e
A2 onde as principais sdo as B1, B2 e B3 (PINTO, 2007). Embora 28 anélogos tenham sido
identificados (RHEEDER et al., 2002), a fumonisina B1 representa aproximadamente 70% da

contaminacdo total das fumonisinas detectadas e € considerada a mais toxica (CRUZ, 2010).

Figura 2. Estrutura quimica das principais fumonisinas, adaptado de WILSON, 2005.

4.5.1 Mecanismo de acdo das fumonisinas e patogenia

A contaminagdo de alimentos com fumonisinas tem sido associada a vérias doencas
gue podem afetar a salde em animais, entre elas a leucoencefalomacia em cavalos, edema
pulmonar em suinos e toxicidade renal e hepatoxidade em ovelhas, ratos e coelhos (OTTONI,
2008).
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O efeito tdxico das fumonisinas esta relacionado principalmente com os niveis de
contaminagdo e com o tempo de consumo do alimento contaminado. As fumonisinas séo
consideradas possivelmente carcinogénicas e termoestaveis, apresentando grandes riscos para
pessoas e animais domésticos que consomem milho ou subprodutos contaminados, podendo
provocar nauseas, alucinac@es, dermatites e até mesmo a morte (LAZZARI, 1997).

A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) classificou as
fumonisinas como possivelmente cancerigenas a seres humanos. Segundo MARASAS et. al.
(2004), os niveis desta micotoxina em milho estdo epidemiologicamente correlacionados com

alta ocorréncia de cancer esofagico em seres humanos.

4.5.2 Presenca de fumonisinas em alimentos

A ocorréncia de fumonisinas em milho e em produtos derivados tem sido relatada em
varios estudos realizados no Brasil. Para 0 milho BITTENCOURT, et al. (2005) encontraram
resultados de até 15.300 pg/kg em amostras coletadas na regido de Sao Paulo, ao passo que
HIROOKA et al. (1996) relataram niveis de fumonisina B1 de 10.590 pg/kg e FB2 de 10.310
Hg/kg em amostras da regido do Parana.

MACHINSK e SOARES (2000) analisaram fumonisinas totais em produtos a base de
milho (farinha, canjica, farinha pré-cozida, pipoca e milho em grdo) em Campinas, com niveis
de até 2890 pg/kg, enguanto que KAWASHIMA (2004) encontrou até 8.600 pg/kg de
fumonisina B1 em amostras de derivados de milho (farinha, canjica, flocos pré-cozidos, fub4,
pipoca e quirera) coletadas em Pernambuco. A farinha de milho proveniente dos estados de
MS, PR, SC e RS apresentou uma média de 5.737 pg/kg de fumonisinas totais (SCAFF;
SCUSSEL, 2004).

Ao longo dos altimos 10 anos, outros trabalhos continuam relatando a ocorréncia de
fumonisinas em derivados de milho. Como exemplo citam-se a contaminacdo de fuba de
milho comercializado em Sete Lagoas-MG com niveis de fumonisinas totais de até 985 pg/kg
(FERREIRA et al., 2013), amostras de farinha, flocos, canjica e pipoca comercializados em
Pirassununga — SP contendo até 1.208,6 pg/kg de fumonisina B1 (BORDIN et al., 2014) e
amostras de farinha de milho atingindo niveis maximos de 2.040 pg/kg de fumonisinas totais
(B1 e B2) no Distrito Federal (CALDAS; SILVA, 2007). No Parana, MARTINS et al. (2012),
relataram valores méaximos de 3.462 pg/kg e 886 pg/kg de fumonisina B1 e fumonisina B2,
respectivamente, em farinha e grits de milho. Neste sentido, os niveis de contaminagédo

encontrados em milho e derivados apontam para a necessidade de estudos frequentes
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relacionados com a ocorréncia desta micotoxina em derivados de milho (SCAFF; SCUSSEL,
2004).

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Local e Periodo Experimental

O experimento foi conduzido no Laboratério de Micologia e Micotoxinas do
Departamento de Ciéncia de Alimentos da Universidade Federal de Lavras — UFLA e no
Laboratdrio de Micotoxinas da Embrapa Milho e Sorgo, na cidade de Sete Lagoas — MG.

As racbes comerciais para cdes e gatos foram adquiridas em estabelecimentos na
regido do Sul de Minas Gerais, nas cidades de Alfenas, Lavras, Trés Coragdes e Varginha, em
embalagens lacradas, dentro do prazo de validade indicado pelo fabricante e armazenadas
dentro das recomendacdes até o inicio das andlises laboratoriais.

O periodo experimental foi de 30 dias.

Tabela 4. Quantidade de alimentos comerciais para caes e gatos de linhas standard, premium
e super premium coletados nos municipios de Alfenas, Lavras, Trés CoracOes e Varginha

Produtos Quantidade de marcas Periodo da coleta
Coletadas
Standard para Cées 5 ago/17
Premium para Caes 10 set/17
Premium para Gatos 10 set/17
Super Premium para Caes 5 out/17
Super Premium para Gatos 5 out/17

5.2 Testes para Aflatoxinas e Fumonisinas

A analise para Aflatoxinas foi realizada utilizando o Aflatest (VICAN), através do
método de cromatografia de afinidade com anticorpos monoclonais. O teste apresenta
resultado para Aflatoxinas Totais (B1 + B2 + G1 + G2). A leitura foi realizada com o uso de
fluorimetro digital, no Laboratério de Micotoxinas da Embrapa Milho e Sorgo em Sete
Lagoas — MG.

Para a analise de Fumonisinas se utilizou o Fumonitest (VICAN), atraveés do método
de cromatografia de afinidade com anticorpos monoclonais. O teste apresenta resultado para
Fumonisinas (B1 + B2). A leitura foi realizada com o uso de fluorimetro digital, no

Laboratdrio de Micotoxinas da Embrapa Milho e Sorgo em Sete Lagoas — MG.
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Os testes apresentam resultados confidveis e quantitativos, através de métodos
aprovados e utilizados pelas empresas do ramo pet food, sendo que estes resultados
encontrados foram analisados de forma comparativa com os niveis de tolerancia indicados
pela ANFAL PET, 2016.

5.3 Ensaio e Delineamento Experimental

Foram selecionadas 35 racGes comerciais para cées e gatos, levando em consideragéo
0s produtos de maior destaque no mercado nacional e suas representatividades em vendas,
sendo 15 amostras de racOes para gatos e 20 amostras de ragdes para caes.

As racdes foram coletadas dentro do prazo de validade em embalagens integras, sendo
10 racdes de linha Premium para gatos, 5 racdes de linha Super Premium para gatos, 5 racfes
de linha Econdmica para caes, 10 ragdes de linha Premium para cées e 5 ragdes de linha Super
Premium para cdes. O critério estabelecido para a classificacdo das ragdes em linhas foram
descritos por CASE et al., 2011.

As amostras receberam numeracdes aleatoriamente para sua identificacdo, a fim de se
manter a discricdo dos fabricantes dos produtos e a representatividade do experimento. As
amostras foram submetidas entdo as analises de contaminantes microbioldgicos,
guantitativamente, para a presenca de aflatoxinas e fumonisinas. Os resultados da
microbiologia foram analisados de acordo com os indices de seguranca alimentar
apresentados pela ANFAL PET, 2016.

5.4 Preparo das amostras

Para extracdo das amostras foram pesadas em balanca de precisdo 50g de cada um dos
produtos, em duplicata, para cada uma das analises de aflatoxinas e fumonisinas. As amostras
entdo foram processadas em liquidificador juntamente com 5g de sal (NaCl) e 100 ml de

solucéo de metanol : 4gua (80:20) por tempo cronometrado de 1 minuto.

5.5 Preparo das solucgdes de diluicdo e lavagem

Foram preparadas solucdes de metanol : agua (80:20), com uso de concentracdes de 20
ml de metanol grau HPLC com a adicdo de agua purificada, sendo esta solucdo utilizada para
preparagédo das amostras.

A solucédo do tampédo PBS (salina tampéo fosfato) foi preparada com 8 g de NaCl, 1,2
g de Na;HPOQq,, 0,2 g de KH,PO,4 e 0,2 g de Kcl dissolvidos em aproximadamente 990 ml de
agua purificada, sendo o ajuste do pH da solugéo a 7.0 com uso de HCI concentrado.
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Para preparo da solucdo de lavagem PBS / 0,1% Tween 20, foi adicionado 1 ml de
Tween-20 a 1000 ml de PBS, que foram misturados.

5.6 Filtracdo das amostras

O produto da amostra devidamente processada juntamente com o sal (NaCl) e solugéo
de metanol : &gua (80:20) foi passado por um primeiro processo de filtracdo com uso de
bomba de pressdo negativa através de filtro de papel plissado. O filtro de papel plissado foi
completamente aberto e colocado dentro de funil de vidro, para aumentar a superficie de
filtrac&o.

Foram pipetados entdo 10 ml do filtrado em uma proveta limpa, que foram diluidos
com 40 ml de &gua purificada para as andlises quantitativas de aflatoxinas e com 40 ml de
tampdo PBS/0,1% Tween 20 para as analises quantitativas de fumonisinas.

Deu-se inicio entdo ao segundo processo de filtracdo, com uso de filtro de microfibra e
uso de bomba de pressao negativa. O filtro de microfibra foi encaixado dentro de um funil de
vidro. Foram utilizados filtros distintos para cada um dos processos de filtracdo, que foram

descartados apds uso.

5.7 Cromatografia de afinidade

Para a andlise quantitativa de aflatoxinas, foi passado 2 ml do extrato filtrado (2 ml =
0,2 g da amostra) completamente atraves da coluna de afinidade Aflatest a um fluxo de cerca
de 1-2 gotas / segundo até que o ar passasse pela coluna, com auxilio de seringa de vidro.
Apos, foi realizada a lavagem da coluna para a retirada de impurezas, por duas vezes
conforme procedimento Aflatest, com uso de 5 ml de &gua purificada, em fluxo médio de 2
gotas por segundo, até que o ar passasse pela coluna. As aflatoxinas entdo foram eluidas da
coluna de afinidade pela passagem de 1 ml de metanol grau HPLC, a um fluxo de 1-2 gotas /
segundo e coletada totalmente em uma cubeta de vidro.

Para a andlise quantitativa de fumonisinas, foi passado 10 ml do extrato filtrado
completamente através de uma coluna de afinidade Fumonitest a um fluxo de cerca de 1-2
gotas / segundo até que o ar passasse pela coluna, com auxilio de seringa de vidro. Foi
passado entdo 10 ml do tampédo PBS com 0,1% Tween 20 através da coluna a um fluxo de
cerca de 2 gotas / segundo. Foi realizado ent@o processo de lavagem da coluna para a retirada
de impurezas com uso de tampdo PBS puro sem a adigéo de 0,1% de Tween 20, conforme

recomendacéo do procedimento Fumonitest. As fumonisinas entdo foram eluidas da coluna de
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afinidade pela passagem de 1 ml de metanol grau HPLC, a um fluxo de 1 gota por segundo e
coletada totalmente em uma cubeta de vidro.

ApOls estas etapas, as cubetas foram colocadas em refrigerador em temperatura
aproximada de 2° C, para ap6s serem levadas para a Embrapa Milho e Sorgo, na cidade de

Sete Lagoas — MG para a leitura em fluorimetro.

5.8 Anélises estatisticas

Para as analises estatisticas foi aplicada a estatistica descritiva para todas as linhas de
produtos, demonstrando as contaminacgdes por aflatoxinas e fumonisinas. Foram realizadas as
médias e desvio padrdo para cada uma das linhas de produtos (standard para cdes, premium
para gatos, premium para cdes, super premium para gatos e super premium para cdes. A

estatistica aplicada foi descrita por CRUZ, 2010.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram encontrados resultados positivos para presenca de aflatoxinas e fumonisinas em todas
as linhas de produtos analisados, conforme se pode observar nas tabelas com os dados de

médias das duplicatas para cada amostra analisado (tabelas 5, 6, 7, 8 € 9).

Tabela 5. Valores médios de duplicatas para contaminacdo por aflatoxinas e
fumonisinas em alimentos comerciais para caes de linha standard

CLASSIFICACAO PRODUTO  AFLATOXINAS FUMONISINAS

(Ma/kg) (Ma/kg)

1 5,8 14.000
Standard 2 0,71 3.500
Caes 3 0,18 4.600

4 0,74 12.000
5 1,2 1.800




Tabela 6. Valores médios de duplicatas para contaminacdo por aflatoxinas e
fumonisinas em alimentos comerciais para cées de linha premium

CLASSIFICACAO PRODUTO  AFLATOXINAS FUMONISINAS

(pa/kg) (pa/kg)

1 0,43 1.000

2 1,2 2.000

3 0,52 7.200

4 3,8 9.100

Premium 5 0,8 4.200
Caes 6 0,15 5.600
7 0,35 4.400

8 1,7 4,100

9 1,3 6.600

10 0,64 3.700

Tabela 7. Valores médios de duplicatas para contaminacdo por aflatoxinas e
fumonisinas em alimentos comerciais para gatos de linha premium

CLASSIFICACAO PRODUTO  AFLATOXINAS FUMONISINAS

(Ma/kg) (Ma/kg)

1 1.4 3.700

2 1,8 7.500

3 1,3 6.000

4 0,22 8.100

Premium 5 0,63 5.300
Gatos 6 11 7.400
7 0,34 5.500

8 4,2 3.200

9 3,8 2.700

10 1 1.700

Tabela 8. Valores médios de duplicatas para contaminacdo por aflatoxinas e
fumonisinas em alimentos comerciais para caes de linha super premium

CLASSIFICACAO PRODUTO  AFLATOXINAS FUMONISINAS

(Hg/kg) (Hg/kg)
1 1,1 6.400
Super Premium 2 2,5 4.900
Caes 3 1,8 8.800
4 1,6 6.000
5 1,5 5.000
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Tabela 9. Valores médios de duplicatas para contaminacdo por aflatoxinas e
fumonisinas em alimentos comerciais para gatos de linha super premium

CLASSIFICACAO PRODUTO  AFLATOXINAS FUMONISINAS

(Ha/kg) (Ha/kg)
1 2 8.000
Super Premium 2 4,2 3.200
Gatos 3 1,2 9.700
4 0,93 14.000
5 13 1.400

6.1 Contaminacao por aflatoxinas

Foram realizadas as analises para presenca e quantificacdo de aflatoxinas para um total
de 35 amostras, em duplicata, que foram divididos em linhas de segmentagcdo de mercado
conforme descrito por CASE et al. 2006. Os resultados podem ser observados na tabela 10.

Tabela 10. Determinacdo de Aflatoxina Total (B1 + B2 + G1 + G2) nos alimentos comerciais
para cdes e gatos de linhas standard, premium e super Premium

Produto Amostras  Acimado limite®  Aflatoxina Total ~ Variacdo
Positivas ¢ (ng/kg) © (ng/kg)
Standard 5/5 0/5 1,726 £ 0,18 -
Caes 2,062 5,8
Premium 10/10 0/10 1,089 £ 0,15 -
Caes 1,012 3,8
Premium 10/10 0/10 2,569 + 0,22 -
Gatos 3,090 11
Super Premium 5/5 0/5 1,7+ 1,1-
Caes 0,460 2,5
Super Premium 5/5 0/5 4,266 + 0,93 -
Gatos 4,515 13

% Positivas para presenca de Aflatoxina Total (B1 + B2 + G1 + G2)
® Acima do limite permitido pela legislacdo (20 pg/kg)
¢ Médias + Desvio padrdo de amostras analisadas em duplicata

Pode-se observar que ha a presenca de aflatoxinas em todos os produtos avaliados,
dentro de niveis aceitdveis pela legislagdo do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento — MAPA e também em conformidade com as recomendagfes do Manual do
Programa Integrado de Qualidade Pet da ANFAL PET, 2016, que ¢ Maximo de 20 ppb/kg.
Mesmo dentro de valores aceitaveis existe grande variacdo de quantidades de aflatoxinas
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dentre as amostras analisadas, sendo a menor quantidade encontrada a de 0,15 ppb/kg em
produto de linha premium para cdes e a maior quantidade a de 13 ppb/kg para produto de
linha super premium para gatos. Verifica-se também o menor valor médio de quantidade de
aflatoxinas de 1,089 ppb/kg na linha de alimentos premium para cées, enquanto a maior
concentracéo foi de 4,226 ppb/kg na linha de alimentos super premium para gatos.

Conforme descrito por IAMANKA, 2010, os fungos do género Aspergillus sdo
favorecidos por clima tropical, onde a umidade na estocagem pode interferir diretamente na
producdo de aflatoxinas. Podemos observar que a estocagem tanto nas industrias como em
estabelecimentos comerciais esta sendo realizada de forma adequada, mantendo os niveis de
aflatoxinas dentro de um padréo exigido e recomendado por legislacdo. SIQUEIRA, 2007 cita
as aflatoxinas como um problema pos-colheita, mas que nédo pode ser descartado também na
compra da matéria-prima.

Os alimentos destinados ao consumo de cdes possuem maior indice de saida no
mercado, devido a populacdo de cdes ser de 52,2 milhdes de cées no Brasil, enquanto a
populacdo de gatos é de cerca de 22,1 milhdes, segundo a ABINPET, 2017. Isso remete a
informacdo de que os alimentos comerciais para gatos permanecem por mais tempo estocados
tanto nas inddstrias como nos estabelecimentos, podendo ser um fator que contribui para os
maiores niveis de aflatoxinas nesses produtos, sendo os valores de 2,569 ppb/kg para linha
premium gatos e de 4,266 ppb/kg para linha super premium gatos.

Recentes casos inclusive com ¢bito de cdes no Brasil devido a contaminacdo por
aflatoxinas alarmaram a industria pet food. E provavel que as empresas tenham desenvolvido
metodologias efetivas em seus programas de garantia de qualidade, que se refletem nos dados
dentro dos parametros exigidos em legislagéo.

6.2 Contaminacao por fumonisinas

Foram realizadas as analises para presenca e quantificacdo de fumonisinas para um
total de 35 amostras, em duplicata, que foram divididos em linhas de segmentacdo de
mercado conforme descrito por CASE et al. 2006. Os resultados podem ser observados na
tabela 11.
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Tabela 11. Determinacao de Fumonisina (B1 + B2) nos alimentos comerciais para cées e
gatos de linhas standard, premium e super premium

Produto Amostras  Acimado limite®  Fumonisina Total ~ Variagéo
Positivas ® (ng/kg) © (ng/kg)
Standard 5/5 3/5 7.180 = 1.200 -
Caes 4.876,228 14.000
Premium 10/10 7/10 4.790 = 1.000 -
Caes 2.294,101 9.100
Premium 10/10 6/10 5110 = 1.700 -
Gatos 2.096,401 8.100
Super Premium 5/5 5/5 6.220 = 4.900 -
Caes 1.411,949 8.800
Super Premium 5/5 3/5 7.260 = 1.400 -
Gatos 4,533,254 14.000

% Positivas para presenca de Fumonisina (B1 + B2)
® Acima do limite permitido pela legislacéo (4.000 pg/kg)
¢ Médias * Desvio padrdo de amostras analisadas em duplicata

Observa-se que o indice de presenca de fumonisinas foi positivo para todas as
amostras analisadas, sendo que na quantificagdo 68,57% do total de amostras se encontram
acima dos limites de toleréncia e recomendacéo pela legislacdo do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento — MAPA e pelo Manual do Programa Integrado de Qualidade Pet —
ANAFAL PET 2016, que é nivel maximo de 4.000 ppb/kg. H& grande varia¢do também entre
os valores analisados, sendo o menor de 1.000 ppb/kg para alimento de linha premium para
cdes e 0 mais elevado de 14.000 ppb/kg para produtos de linha standard para cées e super
premium para gatos.

Os fungos do género Fusarim sdo associados principalmente a producdo de
micotoxinas nas lavouras, conforme descrito por IMANKA, 2010, podendo indicar que a
industria pet food possui dificuldades quanto a certificagdo e integridade de matérias-primas.
Deve-se ressaltar a necessidade de uma maior controle produtivo para evitar a contaminagdo
por fumonisinas.

Dos alimentos standard para cdes, 60% apresentaram indice de contaminacdo por
fumonisinas acima do aceitavel, sendo o valor médio de fumonisinas de 7.180 ppb/kg. Na
linha premium para cdes foi encontrado o menor valor médio de fumonisinas, de 4.790
ppb/kg, ainda assim, acima do recomendado, sendo que 70% das amostras apresentaram
contaminacdo acima de nivel maximo. Nos produtos de linha premium para gatos houve

indice de contaminacdo acima do recomendado em 60% das amostras, sendo o valor médio da
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presenca de fumonisinas de 5.110 ppb/kg. Na linha super premium para cdes 100% dos
produtos se encontravam com niveis de fumonisina acima da recomendacédo, sendo o valor
médio de 6.220 ppb/kg. Por fim, na linha super premium para gatos, houve indice de
contaminacdo acima do tolerado para fumonisinas de 60%, com valor médio de 7.260 ppb/kg,
0 maior valor médio encontrado.

O alto valor de desvio padréo encontrado para todas as linhas de produtos para as
analises de fumonisinas indicam que os dados se encontram espalhados por uma ampla gama
de valores, onde podemos afirmar que had grande divergéncia de qualidade quanto a

contaminacg&o por fumonisinas.

7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo mostram que embora haja presenca de aflatoxinas em todos
0s produtos destinados a alimentacdo de cdes e gatos analisados, seus valores estédo dentro de
indices tolerados pela legislacdo vigente, indicando controle efetivo das industrias do ramo
com a qualidade de estocagem dos produtos, bem como no transporte e distribuicdo do
mesmo até o consumidor final.

A alta ocorréncia de fumonisinas nos alimentos comerciais para cdes e gatos é
preocupante, aumentando a exposi¢do dos animais a estas micotoxinas, onde 68,57% do total
de produtos analisados apresentaram niveis de contaminacdo acima de 4.000 ppb/kg, nivel de
tolerancia recomendado pela legislacdo vigente. E um fator indicativo de que a contaminac&o
por micotoxinas pode ter inicio na lavoura, onde graos que serdo inclusos nas formulac6es dos
alimentos, necessitariam de maior controle de qualidade e melhor selecdo de matérias-primas,
onde os fornecedores conseguissem certificar seus produtos em niveis adequados para as
fumonisinas.

A exposicdo do animal a essas micotoxinas de forma frequiente, também pode ser fator
para que se desencadeie uma série de problemas de saude, independente dos niveis de

concentragéo das toxinas.



8 ANEXQOS

Figura 3. Pesagem da amostra em Figura 4. Processamento da amostra com

balanca de preciséo NaCl e solucdo metanol : &gua (80 : 20)

Figura 5. Primeira etapa de filtracdo em Figura 6. Segunda etapa de filtracdo em

filtro de papel plissado com uso de filtro de microfibra com uso de bomba de
bomba de pressdo negativa pressdo negativa
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Figura 7. Cromatografia de afinidade
para  aflatoxinas — coluna de
imunoafinidade Aflatest VICAM

Figura 9. Calibracdo do fluorimetro
digital série-4 VICAM — Embrapa Milho
e Sorgo

o wire

Figura 8. Cromatografia de afinidade
para  fumonisinas — coluna de

imunoafinidade Fumonitest VICAM
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Figura 10. Preparacdo das amostras e
pipetagem em cubetas
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Figura 11. Inoculagdo de reveladores  Figura 12. Teste de calibragdo do
VICAM para realizacdo de leitura em  fluorimetro digital série-4 VICAM

fluorimetro

Figura 13. Encaixe de cubeta de vidro  Figura 14. Leitura e resultados em
com amostra para leitura em fluorimetro bobina para anélises de aflatoxinas e

fumonisinas
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