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RESUMO

Determinacio de aflatoxina M; e icido ciclopiazénico em leites de consumo

comercializados no Municipio de Sao Paulo-SP, Brasil

A co-ocorréncia de aflatoxina M; (AFM,) e acido ciclopiazénico (CPA) foi
pesquisada em 40 amostras de leite de consumo comercializados no municipio de
Sido Paulo e, complementarmente, foi estimado o grau de exposi¢cdo da populagio,
através do calculo da ingestdo didria das toxinas, a partir dos resultados das amostras
positivas € do consumo médio dos diversos tipos de leite. Para isto, foram utilizadas
amostras de tipos de leites A, B, C e Longa Vida, pertencentes a 2 marcas diferentes,
encontradas em lojas de hipermercados e padarias do Municipio de Sdo Paulo. A
unidade amostral foi constituida por 1 embalagem original fechada de 1 L, sendo que
cada amostra foi proveniente de um lote de fabricacdo. A colheita das amostras fot
realizada no periodo de janeiro a maio de 2002. A determinacio da AFM; foi
efetuada através da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
usando coluna de imunoafinidade como técnica de purificacdo. A pesquisa do CPA
foi realizada através do método de extracdo com solventes polares, purifica¢do por
passagem em coluna de silica gel e quantificacdo por cromatografia em camada
delgada (CCD). Os métodos utilizados nas pesquisas de AFM; ¢ CPA foram
avaliados através da execucdo de analises repetidas, em amostras de leite
experimentalmente contaminadas, com ambas toxinas. Os resultados revelaram 23
amostras (57,5%) positivas para AFM;, em niveis que variaram de 10,6 a 121,2 ng/1.
de leite. Os niveis médios de AFM; nos leites tipos A, B, C e Longa Vida foram de
5,9; 26,6; 19,8 e 22,2 ng/L, respectivamente. Ndo foi observada amostra positiva
para CPA, tendo como limite de quantificagdo 3 pg de CPA/L de leite. Adotando-se
o consumo diario de leite de 720 ml, para criangas de 4 meses de idade e utilizando o
peso médio de 7 Kg, estimou-se a ingestdo diaria média de AFM, de 0,18; 1,64; 1,22
e 1,82 ng de AFM,/ Kg de peso corpdreo/ dia, para os leites tipos A, B, C e Longa
Vida, respectivamente. Discute-se a importdncia destes dados para a Satide Publica e

o estabelecimento de limites de tolerdncia para a AFM; em leite e derivados.



SUMMARY

Determination of aflatoxin M; and cyclopiazonic acid in fluid milk

commercialized in Sao Paulo-SP, Brazil

The co-occurrence of aflatoxin M; (AFM,) and cyclopiazonic acid (CPA) was
surveyed in 40 samples of fluid milk commercialized in S3o Paulo and
complementary was estimated the level of population exposition, by using estimated
of daily intake of toxins from analytical results of positives samples and by mean
consumption of varied types of milk. To this end, were collected samples of
pasteurized milk types A, B, C and ultra-high temperature, from two different
brands, in markets and bakeries in Sdo Paulo. Each milk sample was constituted by
one original pack of 1 L, representative of one production batch. Samples were
collected during January to May 2002. The AFM,; analysis were done by high
performance liquid cromatography (HPLC), using immunoaffinity columns to
purification. The CPA analysis were done by extraction with polar solvents, followed
by clean-up in a silica gel column and quantitative determination by thin layer
chromatography (TLC). The analytical methods used to determine AFM,; e CPA
were evaluated experimentally through repeated analysis of milk samples spiked
with both toxins. Results showed 23 (57,5%) positive samples for AFM, at levels of
10,6 - 121,2 ng/LL of milk. The mean levels of AFM; in milk type A, B, C and ultra-
high temperature were 5,9; 26,6; 19,8 e 22,2 ng/L, respectively. CPA was not
detected in milk samples; the detection limit was 3 pg CPA/L of milk. By using data
on milk consumption of 720 ml for children aging 4 months and using mean weight
of 7 Kg, was estimated the mean daily intake of 0,18; 1,64; 1,22 ¢ 1,82 ng of AFM,/
Kg body weight/ day, for milk types A, B, C and ultra-high temperature,
respectively. Are discussed the implications of these data on Public Health and the
approaches for the establishment of regulations for AFM; in milk and milk products.
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1 - INTRODUCAO:
1.1 — Micotoxinas:

As micotoxinas constituem um grupo de metabolitos secundarios toxicos
produzidos por linhagens fiingicas que crescem, sob condigdes favoravets, em uma
grande variedade de substratos, principalmente graos. A exposigdo as toxinas ocorre,
predominantemente, através da ingestdo de alimentos contaminados, sendo capazes
de originar uma ampla variedade de efeitos toxicos em animais vertebrados,
incluindo o homem (FITZPATRICK 1990). Os produtos de biotransformacdo destes
compostos pelo organismo humano e animal também sdo denominados micotoxinas
(APPLEBAUM ez al. 1982).

As micotoxicoses, sindromes toxicas causadas pela ingestdo de alimentos
contaminados com micotoxinas, tém ocormrido desde a antiguidade. Porém, somente
em 1711, associaram o ergotismo, doenga caracterizada por necrose € gangrena dos
membros, ao crescimento do fungo Claviceps purpurea. Em 1875, foram
identificados seus componentes toxicos (WILSON 1978).

O conhecimento cientifico sobre as micotoxinas e seus efeitos deletérios
aumentou, consideravelmente, a partir da descoberta das aflatoxinas (LEESON ez al.

1995).

1.2 — Aflatoxinas:

As aflatoxinas pertencem ao grupo de metabolitos secundarios derivados do
bis-furano-isocumarina, produzidas por fungos do género Aspergillus, espécies A.
Slavus e A. parasiticus, descobertas em 1960, apos provocarem um surto tOxico em

perus na Inglaterra, conhecido como “7Turkey — X — disease”. Neste surto, milhares



de aves morreram, apds consumirem torta de amendoim, proveniente do Brasil
(LEESON et al. 1995).

Sdo conhecidos, atualmente, 17 compostos similares designados pelo termo
aflatoxina, porém, os principais tipos de interesse médico-sanitario sdo identificados
como By, By, Gy, G2, M; e Mz (RUSTOM 1997).

As aflatoxinas B (do inglé€s “blue”) e G (do inglés “green”) receberam essa
denominagio devido as fluorescéncias azul e verde, respectivamente, que emitem
quando expostas a luz ultravioleta, sendo essa fluorescéncia a base dos métodos
cromatograficos para analise de aflatoxinas (COULOMBE 1991). As aflatoxinas M;
e M; (do inglés “milk™) também apresentam propriedades fluorescentes, sendo
encontradas principalmente no leite de vacas alimentadas com racdo contaminada
com aflatoxinas B; e B, respectivamente (PATTERSON e? al. 1980).

Alguns pesquisadores tém detectado a presenga da AFM,, 1s0mero da AFM;,
em leite de vacas alimentadas com ragdes contendo AFB;. Experimentos indicam
que a AFM, € mais mutagénica que a AFB; e AFM, e que a poténcia carcinogéncia
em trutas arco-iris foi similar a observada com a AFB; ¢ maior que a da AFM,;
(LAFONT & LAFONT 1987).

As aflatoxinas sdo compostos altamente termoestaveis e de dificil
detoxificagdo em alimentos e ragdo animal, porém, relativamente instaveis quando
expostas a luz, principalmente a radiagdo ultravioleta, a solugdo fortemente alcalina e

aos raios gama (RUSTOM 1997).
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Figura 1 - Estruturas quimicas das principais aflatoxinas



A Figura 1 apresenta as estruturas quimicas das principais aflatoxinas que
contaminam os alimentos. Observa-se que todas apresentam um micleo central
cumarinico ligado a uma estrutura bifuranoide. As aflatoxinas B e M apresentam anel
ciclopentanona na molécula, enquanto que as da série G possuem anel lactona. As
aflatoxinas B; e G; sdo dihidroderivados de B; e G, respectivamente (COULOMBE
1991).

A estrutura quimica das aflatoxinas € muito semelhante, no entanto,
apresentam diferentes graus de atividade bioldgica, sendo a aflatoxina B; (AFB,) a
que apresenta a maior capacidade toxigénica, seguida pelas aflatoxinas Gy, B; ¢ G
(RUSTOM 1997).

As aflatoxinas s3o poderosos agentes hepatotoxicos, carcinogénicos e
mutagénicos, sendo o figado o principal 6rgido atingido. De modo anédlogo, em Saude
Publica, as aflatoxinas sdo identificadas como fatores envolvidos na etilologia do
cincer hepatico no homem, conseqiiente a ingestio de alimentos contaminados
(McLEAN & DUTTON 1995).

Para muitas espécies, os machos sdo mais susceptiveis do que as fémeas, ao
passo que, em geral, a sensibilidade é acentuadamente maior nos jovens do que nos

adultos (CHU 1991).

1.2.1 — Ocorréncia de aflatoxinas em produtos alimenticios e racgoes
animais:
A ocorréncia de fungos do género Aspergillus, bem como de suas toxinas em

alimentos e ragdes animais, apresentam distribui¢io mundial, com predominio nas

regides de clima tropical e subtropical. A contaminagdo dos produtos vegetais ocorre



através do contato com os esporos do fungo, presentes no ambiente, sobretudo no
solo, principalmente durante os procedimentos de colheita e secagem (SABINO et al.

1988).

A utilizagdo de praticas agricolas incorretas, que prolongam o contato dos
produtos com o solo, as lesGes na superficie dos grdos, provocadas por insetos, € o
armazenamento inadequado, em locais umidos e sem ventilagdo, sdo apontados como
as principais causas que favorecem a contaminagdo € o desenvolvimento de fungos

toxigénicos (CHU 1991).

O Brasil, devido a prevaléncia de clima tropical, apresenta condigGes ideais
para o desenvolvimento desses fungos. Além disso, observa-se ainda, no pais, a
utilizagdo de praticas agricolas inadequadas de plantio, colheita, secagem, transporte
e armazenagem de cereais e grios, que favorecem a contaminagdo € o
desenvolvimento de fungos toxigénicos (SABINO ez al. 1988).

BALDISSERA et al. (1993) observaram 24,85% de amostras positivas para
aflatoxinas, em alimentos para consumo animal, no sul do Brasil. Esse resultado €
superior a contaminagdo observada nos EUA, onde a contaminagdao média foi de 5—
10%, em ragdes para consumo animal (WOOD 1989).

Considerando a toxicidade das aflatoxinas, o Ministério da Agricultura do
Brasil estabeleceu, em 1996, o limite maximo de 20 pg/Kg, dado pela somatoria das
aflatoxinas B, Bz, G; e G2, aos alimentos destinados ao consumo humano (BRASIL
1996). Complementarmente, em 2002, o Ministério da Saude do Brasil estabeleceu
os limites maximos para a aflatoxina M; de 0,5 pg/L e 5,0 pg/L, para leite fluido e

leite em po, respectivamente, além de confirmar o limite maximo de 20 pug/Kg, dado



pela somatodra das aflatoxinas By, B, G; € G, nos alimentos destinados ao consumo
humano (BRASIL 2002).

Para o consumo animal, o Ministério da Agricultura do Brasil estabeleceu, em
1988, o limite maximo de 50 pg/ Kg, dada pela somatdria de B, B;, G; € G2, sendo
valido para qualquer matéria prima a ser utilizada diretamente ou como ingrediente
para racdes destinadas ao consumo animal (BRASIL 1988).

Na Tabela 1, podem ser obsérvados os niveis de aflatoxinas encontrados em

matérias prima e racoes, obtidos em levantamentos realizados no Brasil.

Tabela 1 — Niveis de aflatoxinas detectados em amostras de ra¢des animais e

matérias-prima comercializadas no Brasil.

Tipo de Origem das Freqiiencia® | Nivel Médio Referéncia
Produto Amostras (%) (ng/ Kg)b
Ragdes Diversos 25,5 50 — 7800° SABINO 1980
estados
Milho Minas Gerais 18,1 83 SABINO et al.
1986
Ragoes Diversos 10,4 241 SABINO et al.
estados 1988
Milho Regido Sul 18,2 79 SABINO et al.
1989
Milho Regido 8,6 35 SABINO et al.
Sudeste 1989
Ragdese | Rio Grande do 24.9 4-19506° | BALDISSERA
milho Sul et al. 1993
Ragdes Sdo Paulo 14,6 11,5-287° | CORREA et al.
1997
Sorgo Diversos 12,8 7 —33° SILVA et al.
estados 2000
Ragoes Rio de Janeiro 56,9 1-32° RIBEIRO et al.
2000
Racgoes Minas Gerais 12 131 MAIA et al.
2002

* Namero de amostras positivas/ total de amostras analisadas;
® Soma das 4 fragoes (B; + Bz + G1 + Gy);
 Valores se referem as concentragdes minima ¢ maxima.



Os resultados indicam um elevado percentual de amostras positivas, com

concentragGes acima do permitido pela legislacdo brasileira vigente.

1.3 — Aflatoxina M;:

As aflatoxinas, depois de ingeridas, sdo absorvidas no trato gastrointestinal e
biotransformadas primariamente no figado, por enzimas microssomais do sistema de
fungdes oxidases mistas, constituindo parte do processo de detoxicacio (BIEHL &
BUCK 1987).

A aflatoxina M; (AFM;) ¢é onginada, principalmente, a partir da
biotransformacdo hepatica da AFB;. Apos ser biotransformada, pode permanecer em
diversos tecidos, especialmente no hepatico e no renal, ou ser excretado através da
urina e do leite. E o principal metabolito hidroxilado presente em leite de animais
que ingeriram ragdo contaminada por AFB; (APPLEBAUM ef al. 1982).

A Figura 2 apresenta as principais vias de biotransformacio da AFM;.

Varios pesquisadores calcularam a quantidade de AFM,; excretada no leite
como uma porcentagem da AFB; ingerida na ragdo. FROBISH ez al. (1986)
observaram AFM; no leite de vacas lactantes, 12 horas apos o consumo de ragdo
contaminada, com uma transferéncia meédia de 1,74% do total de AFB; ingerida na
racdo. PATTERSON et al. (1980) e PRICE et al. (1985) encontraram resultados
semelhantes em vacas leiteiras, observando taxas de transferéncia de 2,2% e 1,6%,

respectivamente.

CORBETT et al. (1988) realizaram um estudo epidemiolégico sobre a AFM,,
em propriedades leiteiras, e observaram a presenga de AFM; em grande porcentagem

do leite analisado, porem, n3o detectaram, na mesma proporcdo, AFB; nas ragdes



fornecidas a esses animais. Os autores atribuiram os resultados observados ao fato
das aflatoxinas ndo estarem uniformemente distribuidas nas rag¢des animais,
diferentemente da presen¢a uniforme da AFM,; no leite. Em estudo similar, no estado
de S3o Paulo, CORREA et al. (1997) ndo detectaram AFM; nas amostras de leite
analisadas, porem, observaram contamina¢do por aflatoxinas B; e B, em 14,6% das
amostras de ragdes analisadas. Os autores atribuiram a auséncia de AFM,, nas
amostras de leite, a diluicdo das amostras, em tanques de recepg¢do, e ao limite de
deteccdo do método empregado (0,5 pg/ L), além da baixa taxa de transferéncia da

AFB, ingerida para o leite.

Virios pesquisadores notaram uma tendéncia sazonal na contaminagdo do
leite por AFM;. Os indices menores ocorreram durante os meses de verdo, quando os
animais sdo comumente alimentados em pastagens, ao invés de ragdes concentradas,

utilizadas durante o inverno (GALVANO e al. 1996).
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1.3.1 — Toxicidade das aflatoxinas:

Os efeitos toxicos das aflatoxinas sdo dependentes da dose e do tempo de
exposi¢do, acarretando, desse modo, intoxicagdes agudas ou cronicas.

A sindrome toxica aguda ocorre pela ingestio de alimento com alta
concentracdo de aflatoxina, sendo seus efeitos observados em curto espaco de tempo.
Caracteriza-se, principalmente, pela rapida deterioragdo do estado geral do animal,
perda de apetite, hepatite aguda, ictericia, hemorragias e morte (OSWEILER 1990).
As intoxicagdes agudas estdo restritas aos esporadicos casos de ocorréncia natural, e
aos experimentos laboratoriais, onde s3o utilizadas altas concentracdes de
aflatoxinas, de modo a exacerbar seus efeitos deletérios nos animais
(ROSMANINHO et al. 2001).

Os relatos sobre a ocorréncia de aflatoxicose aguda no homem sdo raros,
contudo, quadros clinicos desta natureza foram descritos na India, em 1974, numa
epidemia de hepatite toxica associada ao consumo de milho altamente contaminado
(COULOMBE 1991).

Na aflatoxicose cronica ou de longa duragdo, o sinal clinico mais evidente € a
diminui¢do da taxa de crescimento dos animais jovens € imunossupressido, podendo,
ainda, ocasionar céancer hepatico, defeitos congénitos e alteragdes genéticas
(LEESON et al. 1995). Ocorre através da ingestdo de alimentos contaminados com
baixos niveis de aflatoxinas, por um lonéo periodo de tempo, podendo a exposi¢do
ao contaminante ser continua ou intermitente. Esta patologia € de dificil diagnostico,
apesar de constituir a principal forma de intoxicagdo em condi¢des naturais (PIER

1992).
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A carcinogénese hepatica € o mais importante efeito da toxicidade cronica das
aflatoxinas. Inicia-se por alteragGes mutagénicas permanentes nas moléculas de DNA
das células hepaticas, possibilitando a iniciagdo de processo cancerigeno através da
expressdo fenotipica das modifica¢des ocorridas no DNA celular (HSIEH e? al.
1984).

As aflatoxinas també€m apresentam efeitos sobre o sistema imunitario,
destacando-se a aplasia do timo, reducdo do numero e da atividade das células T,
diminui¢do da resposta de anticorpos, supressdo da atividade fagocitaria e redugdo do
complemento (PESTKA ez al. 1990).

As aflatoxinas também tém sido consideradas como fatores envolvidos na
etiologia da sindrome de Reye, doenga grave caracterizada por encefalopatia aguda e
degeneracdo adiposa das visceras e na etiologia do kwashiorkor, considerado uma
das principais formas de desnutrigdo protéico-calérica em humanos (HENDRICKSE
1991).

Recentemente, diversas pesquisas foram realizadas no intuito de estabelecer
os efeitos causados pela exposigdo cronica as aflatoxinas, em seres humanos.

Na Africa Ocidental, GONG et al. (2003) avaliaram a exposi¢io de 479
criangas as aflatoxinas e detectaram a presenga de adutos aflatoxina- albumina no
sangue de 475 criangas (99%). Através do monitoramento de diversos pardmetros, os
autores associaram a ingestdo de aflatoxinas com o retardo no crescimento das
criangas expostas.

Na Gimbia, TURNER ez al. (2003) estabeleceram uma relagdo

estatisticamente significante em criangas expostas as aflatoxinas com baixa
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imunidade humoral. Os autores detectaram a presenca de adutos aflatoxina —
albumina no sangue de 93% das criangas pesquisadas.

A toxicidade da AFM; € muito semelhante & da AFB;, manifestando seus
efeitos toxicos também em doses baixas. PURCHASE (1967) observou que os
valores da dose letal média (DLsy) para AFB; e AFM; em patos de 1 dia, foram,
respectivamente, de 0,24 e 0,32 mg/kg de peso corpdreo.

NEAL et al. (1998), em estudo “in vitro” com células de linhagem humana,
propuseram que a elevada citotoxicidade da AFM;, estaria relacionada ao fato da
mesma ndo necessitar de ativagdo metabolica para se ligar as proteinas
microssomais, diferentemente da AFB;.

HSIEH et al. (1984) e CULLEN et al. (1987) realizaram estudo em ratos
Fischer e observaram que a AFM; é um carcinogeno hepatico, embora menos potente
que sua precursora, a AFB,. Essa conclusio baseou-se na observagdo de tumores
hepaticos em 95% dos animais que receberam ragdo contaminada com 50 ppb de
AFB,, enquanto que o grupo alimentado com 50 ppb de AFM,; ndo apresentou lesdes
hepaticas, durante o mesmo periodo de intoxicagdo, necessitando de quatro meses
adicionais de exposi¢do a AFM; (50 ppb) para observar o desenvolvimento de
carcinoma hepatocelular. Baseados nessas observagdes, os autores concluiram que a
poténcia hepatocarcinogénica da AFM; foi cerca de 2-10% da apresentada pela
AFB; BAILEY et al (1994) também confirmaram ser a AFM; um
hepatocarcindogeno, porém menos ativo que sua precursora.

Em 1992, a International Agency for Research on Cdncer, YARC, classificou
a AFB; e a AFM; como pertencentes as classes 1 (carcindogeno humano) e 2B

(provavel carcindgeno humano), respectivamente (ROTHSCHILD 1992).
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1.3.2 — Ocorréncia de aflatoxina M; em leite e derivados:

Existem relatos da ocorréncia de AFM; no leite de diversas espécies de
mamiferos, incluindo o ser humano. Em relatos recentes, ZARBA et al. (1992) e EL-
NEZAMI e? al. (1995) reportaram a ocorréncia de AFM; em amostras de leite
humano, algumas em niveis alarmantes, nas regides da G&mbia e Tailandia,

respectivamente.

A excregdo de AFM; no leite tem sido estudada, principalmente, em vacas
leiteiras, uma vez que este alimento constitui uma das principais fontes de nutrientes

para os seres humanos, particularmente a populagdo infantil.

Diversos pesquisadores estudaram os efeitos do processamento do leite de
vaca na redugdo da AFM;. PURCHASE et al. (1972) observaram redugido de 32% da
AFM; no leite durante pasteurizagdo, porém, STOLOFF ef al. (1975), em tratamento

similar, ndo detectaram redugdo significativa.

RUSTOM (1997) relatou que as diferencas observadas pelos diversos
pesquisadores estdio relacionadas com as diferentes metodologias analiticas

empregadas.

Atualmente, ha um consenso de que os métodos usuais de processamento do
leite (pasteurizagdo, esterilizagdo e desidratagdo) ndo reduzem significativamente a
AFM; contida no leite (VAN EGMOND 1983; SABINO et al. 1989; GALVANO et
al. 1996).

Diversas pesquisas sobre a incidéncia de AFM; em leite e produtos lacteos
tém sido realizadas em varios paises, demonstrando elevados percentuais de

ocorréncia, porem, em niveis baixos de contaminagio.
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Na Espanha, analisando leite UHT por cromatografia em camada delgada
(CCD), BLANCO et al. (1988) encontraram 29,8% das amostras positivas, com
contaminagdo entre 20-100 ng/l. Na Grécia, MARKAKI & MELISSARI (1997)
analisaram leite pasteurizado por cromatografia liquida de alta efici€éncia (CLAE) e
ELISA, observando contaminagdo por AFM; em 89% das amostras, em niveis entre
5-177ng/ L.

GALVANO et al. (1998) detectaram por CLAE, na Italia, AFM,; em mais de
80% das amostras de leite fluido, leite em pé e iogurte, com niveis médios de 10 ng/l,
21 ng/kg e 18 ng/l, respectivamente. KIM et al. (2000) analisaram por CLAE e
ELISA amostras de leite pasteurizado, formula infantil, leite em pd e iogurte, na
Coréia do Sul, observando incidéncias de 76, 85, 75 e 83%, respectivamente.

MARTINS & MARTINS (2000) analisaram, em Portugal, 101 amostras de
leite, por purificagio em coluna de imunoafinidade e quantificagdo por CLAE, e
detectaram AFM; em 83,2% das amostras, porém, apenas 2 estavam em nivelis acima
de 50 ng/L.

GALVANO ez al. (1996), em estudo de revisdo sobre a incidéncia de AFM;,
concluiram que, apesar dos elevados percentuais de contaminag¢do, ©Os niveis
observados em leite e derivados, na maioria dos paises pesquisados, ndo constitui
sério risco a Saade Publica, porem, ressalva que os paises com climas tropicais e
subtropicais necessitam de maior controle dos produtos lacteos.

Na Taildndia, SAITANU (1997) pesquisou AFM,, por CLAE, em amostras
de leite cru, pasteurizado, esterilizado e peletizado, e observou contaminagio em
mais de 90% das amostras, sendo que 18% apresentavam contaminagdo superior a

500 ng/L de leite.
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No Brasil, existem poucos dados referentes a incidéncia de AFM; em leite e
derivados.

No municipio de Sdo Paulo, MARTINS & MARTINS (1986) analisaram, por
fluordensitometria, 224 amostras de leite tipo “B”, pertencentes as quatro marcas de
maior consumo pela populagdio. A AFM; esteve presente em 4 amostras, na
proporgdo de 1,8% do total de amostras analisadas, sendo 2 em niveis de 250 ng/ L.

SABINO et al. (1989) analisaram, por cromatografia em camada delgada,
amostras de leite, coletadas de fazendas do Vale do Paraiba, detectando AFM; em
18% das amostras, com contaminagdo entre 100-1.680 ng/l, no entanto, em 100
amostras de leite comercial pasteurizado, coletadas no Estado de Sdo Paulo,
observaram apenas 1 amostra positiva (200 ng/l). Os autores atribuiram a baixa
incidéncia de AFM,;, nas amostras de leite comerciais, a diluigio da toxina,
decorrente da mistura de leite contaminado € ndo contaminado, durante o
beneficiamento pelas usinas de leite.

SYLOS et al. (1996) pesquisaram AFM;, por CCD, em 152 amostras de leite
pasteurizado, leite em po, queijo e iogurte, comercializados no municipio de
Campinas/ SP, entre 1989-1990. Os autores ndo detectaram AFM; em nenhuma
amostra. Posteriormente, em 1992, os autores analisaram 52 amostras de leites
pasteurizados tipo A, B e C, por CLAE, e encontraram 4 amostras contaminadas com
niveis entre 73-370 ng/l. Os autores atribuiram os resultados positivos encontrados a
técnica analitica empregada, mais sensivel que a cromatografia em camada delgada,
utilizada na pesquisa em 1989-1990.

OLIVEIRA et al. (1997), analisando, por ELISA, 300 amostras de leite em

po, distribuido pelo programa de alimentagdo escolar do municipio de S&o Paulo,
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observaram 11% de amostras positivas, com concentragGes entre 100-1000 ng/lL
Tomando como base os niveis médios obtidos nas amostras positivas, os autores
estimaram a ingestdo diaria da AFM,, por criangas de 4 meses de idade, adotando
para o calculo o consumo médio de 720 ml de leite e calcularam a ingestdo diaria
média de AFM, de aproximadamente 3,7 ng/ Kg de peso corporal por dia. A ingestdo
diaria observada estava acima do nivel maximo toleravel de 0,2 ng/ Kg de peso
corporal por dia, sugerido por KUIPER-GOODMAN (1990).

JUSSARA (2000) pesquisou AFM;, por fluorodensitometria, em 120
amostras de leite pasteurizado e esterilizado, da cidade de Sido Paulo, e observou 7
amostras positivas, representando 6% do total analisado. Os niveis encontrados
variaram de 24,3 a 101,2 ng/L.

Recentemente, no municipio de Ribeirdo Preto/ SP, GARRIDO et al. (2003)
analisaram AFM; e AFM; em 60 amostras de leite comercial esterilizado e¢ 79
pasteurizado. A AFM; ndo foi encontrada em nenhuma amostra, enquanto a AFM;
esteve presente em 20,9% das amostras, em niveis de 50-240 ng/ L.

Os trabalhos citados indicam que a freqii€ncia de AFM,; em nossas condigdes
€ relativamente baixa. Contudo, os resultados obtidos por PRADO erf al. (1999)
demonstram que a contaminagdo pode atingir niveis elevados, pois observaram 82%
de amostras positivas em leite pasteurizado, no estado de Minas Gerais. Os autores
atribuiram a alta freqii€éncia observada as técnicas mais sensiveis, atualmente
disponiveis, utilizadas na extragdo, purificagdo e quantificagdo da AFM,; em
amostras de leite. Os autores utilizaram coluna de imunoafinidade na extragdo e

purificagdo da AFM,; e quantificagdo por CLAE.
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Considerando os riscos decorrentes da AFM; em leite e derivados, além do
fato destes produtos serem amplamente consumidos pelo homem, sobretudo como
constituinte basico da alimenta¢do infantil, diversos paises estabeleceram limites
maximos de tolerdncia. Os paises membros do MERCOSUL e os Estados Unidos
adotaram niveis de 500 ng/l para o leite fluido (MERCOSUL 1994; STOLOFF et al.
1991), enquanto que os paises da Unido Européia adotaram o valor de 50 ng/L para
leite fluido (CE 1996).

E importante ressaltar que os limites de tolerincia devem ser coerentes
com os limites de detecgdo dos métodos analiticos disponiveis, considerando ainda
sua precisdo e exatiddo de resultados. HORWITZ er al. (1993) revisaram VAarios
resultados de estudos interlaboratoriais para deteccio de AFM; em leite e produtos
lacteos e constataram que nenhuma metodologia havia sido eficaz em determinar

AFM; em nivel abaixo de 50 ng/l.

Em 1995, a International Dairy Federation (IDF) promoveu um estudo
interlaboratorial, com 16 participantes de 11 paises, com o objetivo de testar um
metodo aplicavel a analise de AFM,; em leite, em concentragdes entre 8-60 ng/l. O
método escolhido foi baseado na extragdo e purificagdo da toxina em coluna de
imunoafinidade, com quantificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(TUINSTRA et al. 1993). Os resultados demonstraram que esta metodologia €
particularmente apropriada para o monitoramento da AFM; em leite fluido,

sobretudo para a detecgdo de baixas concentragdes da toxina.
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1.4 — Acido Ciclopiazdnico (CPA):

O acido ciclopiazdnico € uma micotoxina produzida por algumas espécies de
fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium, incluindo A. versicolor, A. oryzae, A.
Slavus, A. tamarii, P. patulum, P. viridicatum, P. cyclopium, P. camemberti, entre
outros (BALACHANDRAN & PARTHASARATHY, 1996; DORNER et al. 1984).
Foi isolado pela primeira vez em cultura de Penicillium cyclopium Westling, em
1968 (HOLZAPFEL 1968).

O CPA ¢ considerado um acido tetrdmico (MOTTA & VALENTE SOARES
2000), devido a presenta de B-diketona e B-hidroxi a,B-ketona ndo saturada em
posi¢des opostas, como pode ser visualizado em sua estrutura quimica, apresentada

na Figura 3.

Figura 3. Estrutura quimica do acido ciclopiazénico.

Pesquisas retrospectivas do episodio denominado “7urkey — X — disease”,

ocorrido em 1960, no Reino Unido, revelaram a associagdo do CPA e das
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aflatoxinas, com agdes toxicas aditivas nos animais (COLE 1986; BRADBURN et al.
1994).

Diversos pesquisadores tém demostrado a produgdo concomitante do CPA e
de aflatoxinas pelo 4. flavus (GALLAGHER et al. 1978; GQALENI et al. 1996;
VAAMONDE et al. 2003), porém DORNER etz al. (1984) ndo observaram a
producdo de CPA em 47 isolados de 4. parasiticus, enquanto 46 deles produziram

aflatoxinas.

1.4.1- Ocorréncia do CPA em produtos alimenticios e ragoes animais:

No Brasil, sdo raras as referéncias a respeito da incidéncia de CPA em
produtos alimenticios e ragdes animais, apesar de existir inimeros trabalhos
cientificos sobre a ocorréncia de fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium, em
nosso territorio.

POZZI et al. (1995) analisaram amostras de milho pds-colheita e estocado, €
observaram a presenca de fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium em mais de
40% das amostras. ONO et al. (1999) analisaram 150 amostras de milho, do estado
do Parana, e constataram contaminag¢do por Penicillium spp. em 93% das amostras.

FREIRE et al. (2000) observaram que o A. flavus foi a espécie de fungo mais
freqiientemente isolada em pimentas e castanhas do Brasil. SILVA et al. (2000)
1solaram fungos de sorgo estocado e constataram a prevaléncia das espécies 4. flavus
e Fusarium moniliforme.

P. viridicatum fo1 isolado de mosquitos das regides Norte e Sudeste do Brasil
(COSTA & OLIVEIRA 1998).

MOTTA & VALENTE SOARES (2001) analisaram, em Campinas/ SP, 80
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amostras de produtos a base de tomate e observaram a ocorréncia do CPA em 8
amostras, em niveis entre 36 — 178 ng/ g. Os autores justificaram a pesquisa pela
grande ocorréncia de fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium em produtos
alimenticios, no Brasil.

Devido a capacidade do 4. flavus em produzir concomitantemente aflatoxinas
e CPA e ao conseqiiente risco de potencializagdo dos efeitos toxicos de ambas
toxinas para os animais € o homem, diversas pesquisas tém sido realizadas com o
objetivo de estabelecer suas co-ocorréncias naturais.

Na Argentina, PINTO et al. (2001) observaram a co-ocorréncia de CPA e de
aflatoxinas em amostras de amendoim.

LEE & HAGLER (1991) analisaram sete lotes diferentes de milho, nos
Estados Unidos, constatando a contaminac¢do por acido ciclopiazonico em 4 lotes,
com niveis de 25-250 pg/kg, sendo as aflatoxinas detectadas em todos os lotes
(niveis de 4- 508 ug/kg), evidenciando a co-ocorréncia das toxinas. As analises
microbiologicas dos lotes revelaram a presenca de Aspergillus flavus.

URANO et al. (1992) analisaram 45 amostras de milho € 15 de amendoim,
coletadas no programa de monitoramento de micotoxinas, do Departamento de
Agricultura do Estados Unidos, e observaram contaminagdo por CPA em 51% do
milho e 90% do amendoim, enquanto as aflatoxinas estavam presentes em 87% do
milho e em 100% do amendoim analisado.

Na Indonésia, WIDIASTUTI et al. (1988) detectaram CPA e aflatoxinas em
21 de um total de 26 lotes de milho, destinados a ragdo animal, sendo que metade dos
lotes contaminados apresentavam CPA em niveis acima de 1 ppm. MARTINS &

MARTINS (1999), BALACHANDRAN & PARTHASARATHY (1996) e
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SCUDAMORE et al. (1998) também observaram a co-ocorréncia de aflatoxinas e

CPA, em ragdes animais, em Portugal, na India e no Reino Unido, respectivamente.

1.4.2 — Ocorréncia do CPA em produtos de origem animal:

A presenca de acido ciclopiazOnico em ragdes animais apresenta um risco a
Saude Publica, devido a alta taxa de transferéncia de CPA, ndo metabolizado, para os
principais produtos de origem animal, consumidos pelo homem.

NORRED (1987) administrou doses orais de 10 mg CPA/ Kg de peso
corporal para frangos de corte e observou a presenga de 14,5% da dose de CPA nos
tecidos musculares, 48 h apds a administracio.

BYREM et al. (1999) observou niveis médios de 500 ng/ g de CPA, nos
tecidos musculares de suinos, apos administracdo de racdo contendo 10 ppm de CPA.

DORNER et al. (1994) observaram transferéncia de acido cicloptazonico
(CPA), administrado oralmente, para ovos de galinhas poedeiras. O CPA foi
detectado nos ovos 24h apods a sua introdugdo e os niveis encontrados aumentaram
consideravelmente, durante o periodo de intoxicagdo. No mesmo estudo, os autores
administraram doses orais de 5 mg de CPA/ Kg de peso vivo, para 3 ovelhas
lactantes, e observaram uma alta concentracdo de CPA no leite (236 ng/g), 24 horas
apos sua introdugdo; apos a segunda dose, a concentragdo do CPA no leite dobrou
(568 ng/g), mantendo-se em niveis altos por trés dias, apos a sua retirada da racdo.

Além da AFM; e do CPA, outras micotoxinas também podem ser excretadas
através do leite, como ocratoxina (SKAUG 1999; VALENTA & GOLL 1996),
fumonisinas (SPOTTI er al. 2001; MARAGOS & RICHARD 1994), toxina T-2

(LEE & CHU 1981; COLLINS & ROSEN 1979), deoxinivalenol (PRELUSKY et al.
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1987, COTE et al. 1986) e zearalenona (PRELUSKY ez al. 1990; SCOTT &
LAWRENCE 1988). Porém, as pesquisas realizadas tém demonstrado uma baixa
taxa de transferéncia dessas micotoxinas, presentes em ragdes contaminadas, para o
leite (GALVANO et al. 1996).

PRASONGSIDH ez al. (1997, 1998b) analisaram a estabilidade do CPA em
leite e observaram que as técnicas usuais de processamento, entre elas, a
pasteurizacdo, a esterilizagdo e a desidratagdo, ndo apresentaram eficiéncia para
destruir o CPA no leite contaminado, similarmente ao que ocorre em relagdo a
AFM,;.

Recentemente, LOSITO et al. (2002) analisaram 20 amostras de leite
comercial , na Italia, e encontraram 3 amostras positivas para CPA, em niveis de 4,5—
8,3 ng/ ml.

Além da contaminagdo dos produtos de origem animal pela transferéncia do
CPA, presente na ragdo, pode ocorrer contaminagido pelo crescimento de fungos nos
produtos acabados, como € o caso do queijo tipo camembért, no qual € usado na

producdo P. camembertii, produtor de acido ciclopiazénico (ZOVICO et al. 1997).

1.4.3 - Toxicidade do CPA:

Os dados relativos a toxicidade do CPA tém aumentado nas altimas duas
décadas, devido, principalmente, aos relatos de sua ocorréncia natural, em diversos
produtos agricolas, destinados ao consumo humano e animal (BALACHANDRAN
& PARTHASARATHY 1996).

RAO & HUSAIN (1985) relataram a ocorréncia de intoxicagdo aguda por

CPA, em seres humanos, na India. A analise microbiologica do cereal, conhecido
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localmente como “kodo” (utilizado como arroz ou na manufatura de pdes), revelou
alta contaminacgdo por Aspergillus flavus e A. tamarii. Os principais sintomas agudos
observados, na populagido intoxicada, foram nauseas e vertigens.

Estudos toxicologicos, efetuados em frangos de corte, revelaram maior
predisposigdo a agdo toxica do CPA em orgdos como figado, pro-ventriculo
(GENTLES et al. 1999), pancreas (BALACHANDRAN & PARTHASARATHY
1995), bago (DORNER et al. 1983), sistema neurologico (PORTER et al. 1988), e
fibras musculares, com conseqiiente perda de peso e alteragées motoras (CULLEN ez
al. 1988).

LOMAX et al. (1984) administraram a porcos 1,0 mg de CPA/ Kg de peso
vivo (p.v), por 14 dias, e observaram ulceragGes gastricas, durante a necropsia.
Porcos que receberam 10 mg de CPA / Kg p.v. apresentaram, além de ulceras
gastrica e intestinais, lesGes severas no figado e rins.

MORRISSEY et al. (1985) administraram 4 mg de CPA/ Kg de p.v., a ratos
Sprague-Dawley, por 4 dias, e observaram severas lesdes no figado e bago dos
animais. Contudo, VOSS ez al. (1990), utilizando ratos Sprague-Dawley,
administraram 4 mg de CPA/ Kg de p.v.,, em tratamento por 13 semanas, e nio
observaram severas lesGes hepaticas.

HILL et al. (1986) observaram prejuizo da atividade imunologica, com
reducdo do titulo de anticorpos, em ratos que receberam 0,1 mg de CPA/ Kg de p.v.

Em relagiio aos efeitos teratogé€nicos do CPA, MORRISSEY ef al. (1984)
administraram 10 mg de CPA/ Kg de p.v., a ratas Fischer prenhas, e observaram
retardamento no desenvolvimento dos embrides, principalmente em relagdo a parte

ossea. Os autores concluiram que o potencial teratogénico do CPA € baixo.
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ANTONY et al. (2003) observaram aumento significativo da gama glutamil
transpeptidase (GGT), indicativo de alteragdes pré-neoplasicas no figado, em ratos
expostos ao CPA.

NORRED e7 al. (1985), utilizando ratos Sprague-Dawley, observaram a
eliminagdo do CPA, principalmente pela via biliar, 72 h. apdés a administragdo de 8

mg de CPA/ Kg de p.v.

1.4.4 — Toxicidade conjunta do CPA e das aflatoxinas:

Devido a co-ocorréncia das aflatoxinas e do CPA, em diversos produtos
alimenticios e ragdes animais, varios pesquisadores estudaram os possiveis efeitos
toxicos sinérgicos e/ou aditivos, de ambas toxinas.

SORENSON et al. (1984) demonstraram significante atividade mutagénica
‘do CPA e da AFB,, isoladamente ou em combinac¢do, em estudos com Salmonella
typhimurium. Os autores concluiram que a atividade mutagénica das toxinas, em
combinagdo, parece ser mais aditiva do que sinérgica.

PIER et al. (1989), em estudo com porcos e SMITH et al. (1992), em estudo
com frangos, administraram aflatoxina e CPA, isoladamente e em combinacdo,
observando a potencializagdo dos efeitos das duas toxinas, demonstrada pela redugdo
no ganho de peso, aumento da mortalidade e alteragGes hepaticas nos animais
intoxicados, entre outros parametros analisados. Contudo, MORRISSEY ez al.
(1987) ndo observaram potencializagdo dos efeitos toxicos da AFB, e do CPA, em

ratos Sprague-Dawley.

YATES et al. (1987) observaram que a AFB, e o CPA apresentam diferentes

atividades citotoxicas, com modos de agdo independentes. Os autores monitoraram
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os efeitos toxicos, de ambas toxinas, em bactérias marinhas Photobacterium

phosphoreum e concluiram que o CPA € mais citotoxico que a AFB;.

Através do estudo de intoxicagGes agudas e cronicas, utilizando AFB; e CPA,
isoladamente e em combinagdo, em primatas Vervet, JASKIEWICZ er al. (1988)

observaram efeito sinérgico cumulativo, de ambas toxinas.

1.5 — Estimativa da ingestdo didaria média (IDM) de micotoxinas e sua
importincia:

Um dos mais importantes aspectos da analise de risco de substincias
quimicas € o estabelecimento do grau de exposicio do organismo humano. Em
relacgio aos contaminantes presentes nos alimentos, esta determinacio ¢€
particularmente dificil, embora seja possivel estima-la, indiretamente, a partir dos
dados de consumo dos alimentos e dos respectivos niveis médios de ocorréncia da
substincia toxica. Nestas condigdes, o grau de exposigdo € medido em termos de
ingestdo diaria por unidade de peso corporeo, sendo geralmente expressa em ng/ Kg
p.c./dia (WHO 1983).

A ingestdo diaria de uma toxina pode ser avaliada mediante a comparacio
com um valor teorico de ingestdo toleravel, calculado a partir de dados experimentais
ou epidemioldgicos. Com relagdo as aflatoxinas, contudo, ainda ndo existem dados

suficientes para estabelecer niveis toleraveis de exposicio (RUSTOM 1997).

Alguns pesquisadores, no entanto, tém preconizado a utilizagdo de fatores de
seguranga para estimar valores de ingestdo diaria toleravel (IDT) para as aflatoxinas,

com base em experimentos com animais. Neste tipo de estimativa, um fator de 1000
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a 5000 € aplicado a maior dose administrada aos animais, para a qual ndo foram
observados efeitos toxicos (BOISSEAU 1990).

O fator de seguranga reflete diferengas inter e intra-espécies, bem como o
significado biologico dos tumores induzidos e o conceito de que doses muito baixas
podem iniciar o processo cancerigeno (KUIPER-GOODMAN, 1991). A IDT para a
AFM,, baseada nestes critérios, e calculada em relacdo aos resultados do
experimento de CULLEN et al.(1987), foi de 0,5 ng/Kg p.c. /dia (fator de seguranca
de 5000). Para a AFB,, a IDT assim calculada, foi de 0,15 ng/ Kg p.c./dia (KUIPER-

GOODMAN, 1990).

KUIPER-GOODMAN (1990) propés o céalculo da IDT através da
extrapolagdo da DTso observada em animais, mediante o emprego de um fator de
seguranga de 50.000. Deste modo, a IDT para a AFM,, calculada em relagdo aos
resultados obtidos por CULLEN et al, (1987), foi de 0,2 ng/ Kg p.c./ dia; para a
AFB,, o valor obtido foi de 0,023 ng/ Kg p.c./ dia.

As criangas, assim como os animais jovens, de maneira geral, sdo
consideravelmente mais sensiveis aos efeitos toxicos de compostos quimicos (WHO,
1986). Entre as caracteristicas que contribuem para esta maior vulnerabilidade,
destacam-se:
¢ maior grau de absor¢do de substancias toxicas nos jovens do que nos adultos,
enquanto que a capacidade de detoxicagdo € menor, devido aos rins ainda ndo
estarem suficientementes aptos a excretar os produtos de biotransformacio;
¢ baixos niveis de proteinas plasmaticas, capazes de formar ligagdes com substancias

toxicas; e,
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¢ grande superficie corporal em relagdo ao peso (as células sdo menores do que nos

adultos, o que aumenta a superficie de exposicdo aos agentes quimicos).

Em relacdo ao organismo adulto, bem como criangas maiores, uma das
principais conseqiiéncias da contaminac¢do do leite por AFM, € a sua contribuig¢do
para o aumento da ingestdo total de aflatoxinas, incluindo a possibilidade de um

efeito aditivo a AFB,;.
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2 - OBJETIVOS:

Considerando os. riscos decorrentes do consumo de leite contaminado por
micotoxinas, principalmente pela populagido infantil, além da importdncia do
conhecimento de seus niveis de contaminagdo, constituem objetivos do presente

trabalho:

a) Avaliar o desempenho dos métodos analiticos em condigdes experimentais,
através de ensaios de recuperagdo em leite artificialmente contaminado com AFM, e

CPA;

>

b) Pesquisar, quantitativamente, no periodo de 5 meses, a ocorréncia de AFM; ¢
CPA, isolados e conjuntamente, em amostras de leite de consumo (tipos A, B, C e

Longa Vida), comercializados no Municipio de Sdo Paulo; e,

c¢) Calcular a ingestdo diaria meédia das toxinas, a partir dos niveis médios obtidos nas

amostras positivas € do consumo médio per capita dos diferentes tipos de leite.
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3 — MATERIAL E METODOS:

3.1 - Avaliacio do desempenho dos métodos em condi¢gdes experimentais:
3.1.1 — Determinacgio das concentragoes dos padries de AFM; e CPA:
Material:

e espectrofotdmetro marca Perkin Elmer, modelo UV/VIS;

e K,Cr,0O7 (dicromato de potassio) p.a., Merck®;

e H,SO, (acido sulfurico) p.a., Merck® ;

e padrio de AFM; , Sigma Chemical®;

e padrdo de CPA , Sigma Chemical®;

® benzeno p.a., Merck®;

e acetonitrila grau HPLC, Merck®;

e cloroformio grau HPLC, Merck®;

e metanol grau HPLC, Merck® ;

e micropitetas de vidro de 10, 50, 100 e 500 pl.

Cilculo do fator de correcio do espectrofotometro:

Inicialmente, foi verificada a calibragdo do espectrofotometro, através da
leitura das absorbéncias das solugdes de dicromato de potassio a 0,25mM, 0,125 mM
e 0,0625 mM, em comprimento de onda de 350 nm, usando como branco solugdo de
H,SO4 a 0,018 N, para a determinagdo de seu fator de corregdo (SCOTT, 1990),

através da seguinte formula:



30

E = A x 1000/ concentracio em mM, onde:
E = absortividade molar de cada solu¢do de K>Cr;O7;
A = absorbéincia de cada solugio de K,;Cr0-,

Ap6s calcular a absortividade molar de cada solugdo de K>Cr;O7 (0,25mM,
0,125 mM e 0,0625 mM), foi realizada a média dos 3 valores de E, para determinar o

fator de corregéo, através da seguinte formula:

FC = 3.160/ E médio, onde:
FC = fator de corregdo do espectrofotdmetro;

E médio = média dos 3 valores de E, obtidos de cada solugdo de K,Cr,O7 (0,25mM,

0,125 mM e 0,0625 mM).

O valor do fator de corregdo do espectrofotdmetro ndo pode ser inferior a

0,95 e nem superior a 1,05.

Aflatoxina Mjy:

Apos a determinagdo do fator de correcdo do espectrofotdometro, o padrao de
AFM;, mantido a —5°C, foi dissolvido em benzeno-acetonitrila (9+1), e calibrado
espectrofotometricamente, em comprimento de onda de 350 nm, através da técnica

preconizada por SCOTT (1990), que estabelece:

AFM; pg/ ml = A x MW x FC x 1000/ E, onde:
A = absorbéancia do padrio

MW =328 (peso molecular da AFM; )

FC = fator de corregdo do espectrofotometro

E = 18815 (absortividade molar da AFM; )
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ApoOs a determinagdo da concentragdo do padriao de AFM,;, as solugdes de uso
foram preparadas pela transferéncia de 1ml da solugdo estoque, para um tubo conico
dmbar de 20 ml, e concentrado em atmosfera de nitrogénio. O residuo foi dissolvido
em metanol grau HPLC, e agitado em “vortex” por 3 minutos. Esta solugéo
intermediaria (SI) foi utilizada na preparagdo das solugdes, para elaboragdo da curva
de calibragdo do aparelho de cromatografia liquida, e na contaminag¢do das amostras

de leite, para os ensatos de recuperagio.

Acido ciclopiazonico:

Foi utilizado padrdo de CPA puro, adquirido da Sigma Chemical, sendo
posteriormente dissolvido em metanol, ;1e maneira a obter, aproximadamente, 1 mg
CPA/ ml. Essa solugdo estoque foi calibrada espectrofotometricamente, em
comprimento de onda de 282 nm, através da técnica preconizada por NORRED

(1987), que estabelece:

CPA pg/ ml= A x MW x FC x 1000/ E, onde:
A = absorbancia do padrdo de CPA

MW =336,4 (peso molecular do CPA)

FC = fator de correcdo do espectrofotémetro

E = 20400 (absortividade molar do CPA)

ApOs a determinacgdo da concentragdo do CPA, a solugdo foi mantida a 0°C e
protegida da luz, para posteriores diluigdes com metanol, para formar as solugdes

utilizadas na contaminagdo das amostras de leite, para os ensaios de recuperacdo, e
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na aplicacdo em cromatofolhas, na técnica de cromatografia em camada delgada

(CCD), por comparagdo visual, descrita no item 3.2.2.

3.1.2 — Ensaios de recuperacio da AFM; em leite:

Para avaliar a eficiéncia da metodologia utilizada, na pesquisa de AFM; em
leite, foram realizados ensaios de recuperacdo, em amostras artificialmente
contaminadas.

As amostras de leite foram artificialmente contaminadas, de maneira a obter
niveis de contaminacido de 50 e 500 ng/ L de leite. As amostras fortificadas foram
preparadas em triplicata, para cada nivel de contaminagdo, e submetidas ao método
descrito no item 3.2.1, com vistas a obtencdo dos percentuais de recuperagdo e
coeficientes de vartagdo dos resultados das analises.

O limite de detecgdo da técnica foi determinado através da injegdo de 20 pl de
padrdes, progressivamente diluidos, considerando-se, como tal, a massa de toxina
capaz de originar uma resposta 3 vezes superior ao desvio padrdo da linha de base,

nas condigGes descritas no item 3.2.1.

3.1.3 — Ensaios de recuperacao do CPA em leite:

Para avaliar a eficiéncia da metodologia utilizada na determinagdo de CPA
em leite, foram realizados varios ensaios de recuperagdo, em amostras artificialmente
contaminadas, de acordo com PRASONGSIDH e7 al. (1998a).

As amostras de leite foram artificialmente contaminadas, de maneira a obter
niveis de contaminacgdo de 5 ¢ 20 ng CPA/ L de leite. Os percentuais de recuperagéo

e coeficiente de variagdo foram obtidos a partir da fortificagdo, em triplicata, das



33

amostras de leite com padrio de CPA, para cada nivel de contaminagdo,
submetendo-as ao método descrito no item 3.2.2.

O limite de detec¢do da técnica foi determinado através da aplicagdo de
aliquotas progressivamente menores do padrdo, contendo 50 ng CPA/ ml, em placa
cromatografica (cromatofolhas) de silica gel, submetidas ao método descrito no item

3.2.2.

3.2 — Anailises laboratoriais:

3.2.1 — Determinacio de AFM; em leite:

Material:

e cromatografo liquido de alta eficiéncia, Shimadzu®, equipado com detector de
fluorescéncia (excitagdo: 360 nm e emissdo: 450 nm), coluna Shim-pack 5 pum 6 x
150 mm, precedida de pré-coluna Shin-pack 5 pm 4 x 10 mm;

e colunas de imunoafinidade AflaTest — P, Vicam®;

® suporte de bomba de duas posic¢oes;

e centrifuga de tubos de ensaio;

® agua ultra-purificada, Sistema Milli-Q;

e metanol grau HPLC, Merck®;

e icido triofluoracético (TFA) p.a., Merck™;

e frasco ambar de 2mil:
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Analise das amostras:

A determinagio de AFM,;, nas amostras de leite, foi efetuada mediante a
extragdo e purificagdio em coluna de imunoafinidade e quantificagcio por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), descritas a seguir:

O leite (25 ml), previamente aquecido a 37°C, foi submetido a centrifugagido
(1.250 x g, 15 min.), em tubos de ensaio, para a retirada da gordura, localizada no

sobrenadante.

Posteriormente, o leite foi passado diretamente através de coluna de
imunoafinidade (fluxo de 2-3 ml/ min.), sendo a mesma adaptada a uma seringa de
vidro e conectada a um sistema de pressdo positiva (suporte de bomba). Apods a
passagem da amostra pela coluna, com a conseqiiente fixagdo das moléculas de
AFM, pelos anticorpos, passou-se 20 ml de solucdo de agua deionizada-metanol

(9+1), de modo a eluir os demais componentes do leite, nio necessarios a analise.

A AFM, foi eluida do conjugado antigeno-anticorpo pela passagem de 1 ml

de metanol grau HPLC, sendo o eluato recolhido em frasco 4mbar.

O eluato foi diluido com agua ultra-purificada, formando uma solugdo de
metanol-agua (7+3), semelhante a fase mdvel utilizada no cromatografo liquido, para

obtencdo de melhor separagdo e quantificagdo dos picos de AFM;.

A separacdo e quantificagdo da AFM,; foi conduzida em um sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, usando como fase movel solugdo de
metanol-dgua (7+3). A partir do calculo da area do pico da AFM,, das solucdes
padrées e do extrato das amostras, foi calculado a massa de AFM; presente na

amostra, conforme a equagdo abaixo.
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AFM;(ng)=(G x S)/H, onde:

G = area do pico originado pelo extrato da amostra;

S = Massa do padrdo de AFM, injetado (ug);

H = area do pico originado pelo padrio.

Apo6s a determinagdo da massa de AFM,, presente nas amostras, foi calculada
a concentragdo de AFM; no leite, através da equagdo abaixo, proposta por
TUINSTRA et al., (1993).
AFMiug/L=aXxX Veg¢/ Vin x M, onde:
a = massa de AFM; em nanogramas (ng), correspondente a area do pico de AFM;,
do extrato da amostra
Vet = volume em que o extrato da amostra foi dissolvido, em microlitros (ul)
Vm= volume da amostra injetada, em microlitros (ul)

M = volume de leite utilizado na analise.

Elaboracio da curva de calibracio da AFM; no aparelho de cromategrafia

liquida:

A curva de calibragdo foi realizada de acordo com os procedimentos

preconizados por TUINSTRA ez al., (1993).

Os padrdes utilizados na elaboragdo da curva de calibragdo foram preparados

pela diluigdo de aliquotas convenientes da solugdo intermediaria, contendo 0,2 pg



36

AFM,/ml de metanol, de modo a apresentar padrdes contendo 0,5; 1,0 € 2,0; 5,0 e

10,0 ng AFM//ml de metanol.

Os 5 padroes ¢ os extratos das amostras foram injetados no cromatografo

liquido de alta eficiéncia, utilizando os seguintes parametros:

¢ fase movel: metanol grau HPLC — agua ultra-purificada (7+3);

¢ fluxo: 0,5 ml/ minuto;

¢ temperatura do forno: 25°C

4 aliquota injetada: 20 pl.

Durante as analises, fo1 borbulhado gas hélio na fase movel.

Confirmacio da identidade da AFM;:

A presenca de AFM;, nas amostras de leite positivas, foi confirmada por
cromatografia em camada delgada, de acordo com SCOTT (1989), através da
derivatizagdo da AFM,; para AFM,,, por acido triofluoracético, nas cromatoplacas de

aluminio.
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3.2.2 - Determinacio de CPA em leite:
Material:

® bicarbonato de sodio p.a., Synth®;

® metanol p.a., Synth®;

® hexano p.a., Synth®;

e acido cloridrico fumegante 37% p.a., Merck™;
e cloroférmio p.a., Synth®;

e éter de petroleo p.a., Merck®;

e alcool etilico p.a., Synth®;

e acido acetico p.a., Synth®;

® 4- dimetilaminobenzaldeido p.a., Merck®;
® acetato de etila p.a., Merck®;

e 2-propanol p.a., Merck®,

e hidroxido de aménio p.a., Merck®,

e sulfato de sodio anidro p.a., Merck®;

e silica gel (70 — 230 mesh ASTM), Merck®;

e cromatoplacas de aluminio G 60 (20 x 20 cm);
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® becker de vidro, 100, 250 € 500 ml;

e micropipeta de vidro, 10 ul;

e funil de separagdo de vidro, 500 ml;

® pipeta volumétrica de vidro, 1, 5, 10 e 25 ml;

® coluna de vidro com valvula, 100 ml;

e evaporador rotativo;

e estufa.

Analise das amostras:

A determinagdo de CPA, nas amostras de leite, foi efetuada de acordo com a
técnica descrita por URANO er al. (1992), incluindo as modificagdes propostas por
PRASONGSIDH et al. (1998b), e as adaptagdes necessarias as condi¢gOes das

analises, estando sumarizados a seguir:

A amostra de leite (25 ml) foi adicionada a 25 ml de solugdo de bicarbonato
de sodio a 2% em metanol, em funil de separa¢do e agitada, manualmente, por 5
minutos, sendo essa a primeira partigio da toxina (meio basico). Em seguida, foi
acrescentado 100 ml de hexano, sendo a solugdo agitada, manualmente, por 3

minutos, para desengordurar a amostra.
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Apoés a separagdo das duas fases, a fase hexdnica fo1i descartada, e a fase
inferior (metanodlica) drenada para outro funil de separacdo, sendo acrescentado 0,4

ml de acido cloridrico fumegante 37%, de maneira a obter um pH = 2,0 - 3,0.

A solugdo acidificada, no funil de separagdo, foi acrescentado 50 ml de
cloroférmio, e agitado, manualmente, por 10 minutos; sendo essa a segunda partigdo
da toxina (meio acido). A soluc¢do resultante foi transferida para tubos de ensaio e
centrifugada por 15 minutos a 1250 rpm, de modo a separar a fase cloroformica da

fase metanolica.

A fase cloroformica, extraida com o auxilio de pipeta volumétrica, fo1 filtrada
em funil analitico, acrescido de sulfato de sodio anidro, e reservada para a proxima

etapa.

A fase metanolica retornou ao funil de separacdo, sendo acrescentado 50 ml
de cloroférmio, e agitada a solugdo, manualmente, por 10 minutos. A solugdo
resultante foi transferida para tubos de ensaio e centrifugada, por 15 minutos, a 1250

rpm, de modo a separar, novamente, a fase cloroformica da fase metanolica.

A fase metanodlica foi descartada e a fase cloroférmica filtrada em funil

analitico, acrescido de sulfato de sodio anidro.

Os dois extratos de cloroformio foram combinados e evaporados, em

evaporador rotativo, a 35° C, até proximo a secura.

O residuo foi ressuspendido em 5 ml de cloroformio e passado em coluna de

silica gel, de acordo com NORRED (1987).
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A coluna foi preparada pela colocagdo de uma camada de, no maximo, 4 cm
de silica gel, em coluna de vidro, previamente preenchida com cloroformio. A

formacdo do gel na coluna foi auxiliada pela agitagdo continua com bastio de vidro.

O cloroférmio excedente foi drenado, até o nivel do gel.

O condicionamento da coluna foi obtido através da passagem de 5 ml de

metanol, seguido por 5 ml de cloroformio e 5 ml de éter de petroleo.

O residuo de cloroférmio foi transferido, quantitativamente, para a coluna,
sendo, posteriormente, lavada com 5 ml de éter de petroleo, 5 ml de cloroformio e,

finalmente, eluida com 20 ml de solugdo metanol- acido acético (99+1).

O eluato foi evaporado, até proximo a secura, em evaporador rotativo, a 35°C.

O residuo foi transferido, quantitativamente, para um frasco de 4 ml, e secado
sob atmosfera de nitrogénio. O residuo final foi ressuspendido, em 200 pl de
metanol, para posterior identificagdo e quantificagdo por cromatografia em camada

delgada (CCD).

A técnica de CCD foi realizada em cromatoplacas de aluminio (20 x 20 cm),

divididas em 4 partes iguais (10 x 10cm).

Os padrdes e as amostras foram aplicados, com o auxilio de micropipeta de

10 pl, a 1cm da base inferior da cromatoplaca, com espagamento de 1 cm entre eles.

Os padrdes foram aplicados em 3 niveis diferentes (2,5; 5 ¢ 10 ng de CPA) e

as amostras em aliquotas de 10 pl.
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A fase movel escolhida foi a solugdo de acetato de etila — 2-propanol —
hidroxido de amoénio (50:15:10), em corrida unidimensional, descrita por LANSDEN

(1986), em cuba cromatografica saturada.

Apos a corrida cromatografica, a cromatoplaca foi retirada da cuba, e secada

em estufa a 35° C, por 3 minutos.

Em seguida, foi realizada a aspersdo de reativo de Erlich (LANSDEN 1986),
sobre toda a placa, para a observagdo de mancha de coloragdo purpura, apos cerca de
4 minutos. Nestas condigdes, a mancha permaneceu evidente, por aproximadamente,

7 minutos.

Nas amostras artificialmente contaminadas com CPA, durante os ensaios de
recuperagdo, a quantificagdo foi realizada pela comparagdo visual da mancha da

amostra, com aliquotas convententes do padrio.

Confirmacao da identidade do CPA:

O acido ciclopiazénico ndo apresenta caracteristica fluorescente, como a
AFM,;. A olho nu, o CPA se apresenta incolor, devendo ser realizada uma reagdo
com reativo de Erlich (GALLAGHER ez al. 1978; LANSDEN 1986; DORNER ef al.
1994; GQALENI et al. 1996), para o desenvolvimento de coloragdo purpura,
utilizada na identificagdo e confirmagdo do CPA.

O reativo de Erlich escolhido, na identificagdo e confirmagdo do CPA, foi
desenvolvido por LANSDEN (1986), através da dissolugdo de 1 g de 4-
dimetilaminobenzaldeido em 75 ml de etanol, sendo, posteriormente, acrescido 25 ml

de acido cloridrico.
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O reativo de Erlich foi1 aspergido em cima da cromatoplaca, apds a acorrida

cromatografica e secagem em estufa.

3.3 — Amostras:

Foram colhidas 40 amostras de leite, sendo 10 amostras para cada tipo de
leite (A, B, C e Longa Vida), pertencentes a 2 marcas diferentes, para cada tipo de

leite, em hipermercados € padarias, localizados no Municipio de Sdo Paulo.

O periodo de colheita iniciou no més de janeiro de 2002, estendendo até maio

de 2002, tomando o cuidado de evitar a repeticdo dos lotes de amostras ja colhidas.

A unidade amostral foi constituida por 1 embalagem original de 1 litro,
fechada. Foram colhidas 8 amostras de leite/ més, retirando-as, ao acaso, das
unidades disponiveis nas gdndolas. A colheita foi efetuada na primeira semana de

cada més.

As amostras colhidas foram identificadas e armazenadas em caixa isotérmica
contendo gelo, e enviadas ao Laboratorio de Tecnologia de Produtos de Origem

Animal, da FMVZ/USP, em Pirassununga/SP, para a realizagdo das analises.

As amostras foram congeladas, apds a chegada ao Laboratorio, para evitar
possiveis perdas das toxinas, durante a armazenagem. As amostras foram analisadas,

no maximo, 20 dias, apos a chegada ao laboratorio.

GALVANO et al. (1996) sugeriram haver pouca perda de aflatoxina M; em
leite mantido congelado a —18°C por até 53 dias, e PRASONGSIDH e? al. (1997)
observaram que amostras de leite mantidas congeladas a —18°C, por até 140 dias,

apresentaram perda de acido ciclopiazdnico inferior a 12%.
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3.4 — Estimativa da ingestao diaria média (IDM) das micotoxinas:

A estimativa da ingestdo diaria média de AFM; foi baseada nos niveis obtidos
nos diferentes tipos de leite analisados. Para isto, adotou-se o valor de consumo
diario de leite de 720 ml, para criangas de 4 meses de idade, as quais apresentam o
maior consumo deste produto, de acordo com OLIVEIRA et al. (1997).

O valor da ingestdo didaria média de AFM;, por unidade de peso corporeo,
expresso em ng/ Kg p.c./ dia, foi baseado no peso de 7 Kg, estimado pela Fundagdo
IBGE (1977), para criangas do sexo masculino, de 4 meses de idade, residentes no

Municipio de Sdo Paulo.

3.5 — Procedimentos estatisticos:

Os resultados obtidos nos ensaios de recuperagdo da AFM; e do CPA, em
amostras de leite artificialmente contaminadas, foram submetidos a tratamento
estatistico para o calculo da média, desvio padrio e desvio padrdo relativo
(coeficiente de variagdo), de acordo com DUX (1986), com a finalidade de verificar
a precisio do método de analise, frente a cada um dos niveis de contaminagdo
utilizados nas amostras.

Os resultados obtidos nas analises em leite de consumo foram submetidos as
medidas de posigdo e dispersdo (média, varidncia e desvio padrio). As amostras que
apresentaram niveis detectaveis de AFM; foram aplicadas a distribui¢io normal com
o teste “Z”, para as duas meédias independentes (a = 0,05 e “Z,” = 1,96),
determinando a existéncia de diferengas significantes entre as concentragdes de

AFM;, presentes nos diferentes tipos de leite, de acordo com BERQUO ez al. (1981).
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO:

4.1 - Avaliacgio do desempenho dos métodos em condi¢des experimentais:

O fator de correcdo do espectrofotOmetro apresentou valor de 0,98, estando
apto para determinar as concentragdes dos padroes de AFM; e CPA, de acordo com

SCOTT (1990), que preconiza valor ndo inferior a 0,95 e nem superior a 1,05.

4.1.1 — Resultados dos ensaios de recuperacio da AFM; em amostras de
leite:

Os percentuais de recuperagdo e coeficientes de variagdo obtidos a partir da
fortificagdo, em triplicata, do leite com padrao de AFM,;, estdo apresentados na

Tabela 2.

A Tabela 2 mostra que houve melhor recuperacio meédia nas amostras
contaminadas experimentalmente com 50 ng/lL de AFM; (93,6%), quando

comparada as 500 ng/L (67,5%).

As analises efetuadas com a amostra controle, ndo contaminada
experimentalmente, revelaram-se negativas para AFM,;, confirmando a auséncia
dessa toxina em niveis acima de 10,6 ng/L, limite minimo de quantificagdo do
método exposto, no leite utilizado no preparo das amostras para os ensaios de

recuperagao.
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Tabela 2. Resultados das recuperagdes médias e coeficientes de variagdo obtidos em

leite ndo contaminado e contaminado experimentalmente com 50 e 500 ng/L de

AFM;.
AFM; AFM,;
Recuperacido .
Quantidade Quantidade Meédia C°f,ﬁ°.‘°nf° de
Média ariagdo
Adicionada Encontrada (ng/L) %)
(%) *
(ng/L) (ng/L)
0
0 0 0 - -
0
45,2
50 46.4 46,8 93,6 3.9
48 8
417,6
500 255 337,7 67.5 24 1
340,4

Os valores médios de recuperacdo e coeficiente de variagdo obtidos nas

amostras contaminadas com 50 ng/ L, 93,6% e 3,9%, respectivamente, demonstraram
P

uma alta eficiéncia do método para baixos niveis de contaminagdo. Esses resultados

estio coerentes com os observados por outros pesquisadores em ensaios de
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recuperagdo em niveis de até 200 ng AFM,/ L de leite (TUINSTRA e? al. 1993;

GALVANO et al. 1998; PRADO et al. 1999; MARKAKI & MELISSARI 1997).

PRADO et al. (1999), utilizando coluna de imunoafinidade como técnica de
purificacdo ¢ CLAE na quantificagdo, obtiveram recuperagdo média de 88,9% e
coeficiente de variagdo de 22, 4%, em amostras contaminadas artificialmente com 45

ng/ L de leite.

Contudo, nos ensaios com amostras contaminadas com 500 ng/ L. foram
observados baixos valores médios de recuperacgdo e altos coeficientes de variacgio,
67,5 e 24,1%, respectivamente. O limite maximo de quantificagdo para a coluna de
imunoafinidade Aflatest-P, de acordo com o fabricante, é de 500 ng/ L de leite. Os
resultados observados indicam uma baixa sensibilidade dessas colunas, para esse

nivel de contaminacio.

Nas condig¢des realizadas no Laboratono, o limite de detecgao do método foi
de 0,005 ng de AFM, em injecdo de 20 ul do padrio, sendo esse limite estabelecido
através da injecdo do padrdo, o qual foi diluido progressivamente, de modo a originar
uma resposta 3 vezes superior ao desvio padrdo da linha de base, nas condigdes

descritas para a corrida cromatografica.

O Grifico 1 exibe a curva de calibragdo dos padrdes de AFM; (0,5; 1,0 e 2,0;
5,0 e 10,0 ng AFM,/ml) em CLAE e a Figura 4 o cromatograma em CLAE do pico

do padrdo com 5 ng AFM;/ml, ambos submetidos ao método descrito no item 3.2.1.



47

Conc
1071
14 T
3.0 p-—————— :——~— ————*’—~
I H
t 1
{ 1
)
] i
N - - -
| t
3 ]
t H
[ i
] ]
H 1
Q 1.0 2.0
Area 21.05

Grifico 1. Grafico da curva de calibragdo dos padrées de AFM; contendo 0,5; 1,0 e

2,0; 5,0 e 10,0 ng AFM;/ml, em aparelho CLAE

A curva de calibragio com 5 padrdes apresentou lineariedade com r* = 0,998,

estando apta a determinar as concentragdes AFM;, presentes nas amostras de leite.

Nas condigdes realizadas, o tempo de retengdo do pico de AFM,; foi de 3,9
minutos. Nota-se, na Figura 4, a presenga do pico de metanol antes do padrdo.
Apesar da proximidade de ambos, ndo houve comprometimento dos resultados das

analises.

O limite de quantificagdo do método, nessas condigdes, foi de 10,6 ng AFM, /
L de leite, sendo estimado como o menor nivel detectado nas amostras (MOTTA &

VALENTE SOARES 2000).
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min

Figura 4. Cromatograma em CLAE do pico do padrdo de AFM; (5 ng/ ml)

4.1.2 — Resultados dos ensaios de recuperacio do CPA em amostras de
leite:

Os ensaios de recuperagido foram realizados em 2 niveis de contaminagio (5 e
20 Wl de CPA/ L de leite). As amostras fortificadas foram preparadas em triplicata,
para cada nivel de contaminacgdo, e submetidas ao método descrito no item 3.2.2,
com vistas d obtengdo dos percentuais de recuperacgdo e coeficientes de variagdo dos

resultados das analises.

Percentuais de recuperacgio e coeficientes de variagdo obtidos da fortificagdo,

em triplicata, de leite com padrdo de CPA, estdo apresentados na Tabela 3.

As analises efetuadas com a amostra controle, n3o contaminada
experimentalmente, revelaram-se negativas para CPA, confirmando a auséncia desta
toxina em niveis abaixo de 3 ug/ L, no leite utilizado no preparo das amostras para os

ensaios de recuperagio.
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Nas amostras contaminadas com 5 e 20 pug de CPA/ L de leite foram
observados valores de recuperagées médios de 74,6% e 82%, e de coeficientes de

variagdo médios de 10,8% e 18,2%, respectivamente.

Os resultados observados estdo coerentes com os encontrados por
pesquisadores analisando outros substratos, como amendoim (LANSDEN, 1986),
carne de frango (NORRED, 1987), milho ¢ amendoim (URANO et al.,, 1992) e

produtos a base de tomate (MOTTA & SOARES, 2000).

Os limites de detecgdo e quantificagdo do método em CCD, nas condi¢des
realizadas, foram de 2,5 ng de CPA e de 3,0 pg/ L, respectivamente. Deve-se
salientar que esses resultados foram expressivos, uma vez que os limites de detecgdo
e de quantificacdo observados por outros pesquisadores situaram-se entre 20-26 ng e
25-100 pg/ Kg, respectivamente (URANO et al., 1992a; URANO et al., 1992 b;

LANSDEN & DAVIDSON, 1983 € LANSDEN, 1986).
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TABELA 3. Resultados das recuperagdes médias e coeficientes de variagdo obtidos

em leite ndo contaminado e contaminado experimentalmente com 5 e 20 ng/L de

CPA.
CPA CPA
Recuperacgdo .
Quantidade Quantidade Meédia CozﬁC}enEe de
Média ariacdo
Adicionada Encontrada (ng/L) o
) 9
(ng/L) (ng/L)
0
0 ) 0 - -
0
3,7
5 4,1 3,7 74,6 10,8
3,3
17,6
20 18,6 16,4 82 18,2

13
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4.2 — Resultados das analises nas amostras em leite de consumo:

Aflatoxina M;:

Os niveis de AFM,; encontrados nas amostras de leite estdo apresentados na

Tabela 4.

Tabela 4. Incidéncia de aflatoxina M; em leite de consumo tipos A, B, C e Longa

Vida, comercializados no Municipio de Sdo Paulo-SP, durante o periodo de janeiro a

maio de 2002.
Tipo de N° Amostras Faixa® Média >50 ng/LL° | >500
leite amostras positivas® ng/L*
analisadas (ng/L) (ng/L) n (%)
n (%) n (%)
A 10 3 (30%) 14,4 — 5,9 0 0
26,6
B 10 6 (60%) 10,6 — 26,6 2 (20%) 0
121,2
C 10 6 (60%) 11,4 — 19,8 1 (10%) 0
51,4
Longa 10 8 (80%) 11,4 — 22,2 0 0
Vida 45.4
Total 40 23 (57,5%) | 10,6 — 18,6 3 (7,5%) 0
121,2

®Amostras positivas >10,6 ng AFM,/L
®Niveis minimos e méaximos detectados nas amostras analisadas
 Limite maximo de AFM; em leite aceito pela Comunidade Européia (C.E. 1998)

4 Limite maximo de AFM, em leite aceito pelo Brasil (BRASIL 2002)
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Observa-se que das 40 amostras analisadas, 23 (57,5%) apresentaram AFM;
em niveis que variaram de 10,6 a 121,2 ng/L de leite. No entanto, todas as amostras
positivas encontraram-se dentro do limite aceito pelo Brasil e EU.A. (GALVANO et
al. 1996), enquanto 3 amostras estavam com niveis acima de 50 ng/L, que € a
tolerdncia maxima aceita pela Comunidade Européia (C.E. 1998). A julgar pelo
baixo nivel de tolerancia estabelecido pela Comunidade Européia, deduz-se que fo1
adotado com base nos limites de detecgdo dos métodos analiticos disponiveis

(STOLOFF etz al. 1991).

GALVANO et al. (1996) observaram que a incidéncia de AFM,, em leite e
produtos lacteos, realizadas em varios paises, demonstraram elevados percentuais de
contaminagdo, principalmente utilizando técnicas analiticas sensiveis a baixos niveis

de contaminagao.

MARKAKI & MELISSARI (1997), GALVANO et al. (1998), KIM et al.
(2000), MARTINS & MARTINS (2000) e SAITANU (1997) observaram, em seus
respectivos paises, contaminagdes em mais de 75% das amostras de leite analisadas,
utilizando CLAE como método de quantificacdo das amostras. Os autores obtiveram

um limite de quantificagdo entre 1-15 ng AFM,/ L de leite.

No Brasi, MARTINS & MARTINS (1986), SABINO ez al. (1989),
OLIVEIRA et al. (1997) e JUSSARA (2000) detectaram percentuais de
contaminagdo entre 1,8-18% nas amostras de leite analisadas. Os limites de
quantificagdo observados pelos autores, obtidos através de diferentes técnicas

analiticas, variaram de 100-250 ng/L de leite.
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Os trabalhos citados acima, realizados no Brasil, indicam que a freqii€éncia de
AFM,; em nossas condigdes € relativamente baixa, quando comparada com as
recentes pesquisas realizadas no exterior. Porém, os resultados encontrados no
presente estudo, utilizando uma técnica analitica mais sensivel, demonstrou uma alta
porcentagem de amostras positivas no Municipio de S3o Paulo, bem como os
resultados encontrados por PRADO er al, (1999) que demonstraram altos
percentuais de contaminagdo, observando 82% de amostras positivas, em leite
pasteurizado, coletadas no estado de Minas Gerais, em niveis entre 6-77 ng/ L. Os
autores atribuiram a alta freqii€ncia observada as técnicas analiticas mais sensiveis,
atualmente disponiveis, utilizadas na extragdo, purificagdo e quantificagio da AFM;

em amostras de leite.

Observando a Tabela 4 nota-se uma ocorréncia de AFM; nas amostras de
leite tipo A de 30% e uma contamina¢do média de 5,9 ng/ L, enquanto os outros
tipos de leite apresentaram ocorréncia igual ou superior a 60%, com niveis médios

acima de 19 ng/L.

Dessa forma, foram determinadas as medidas de posigdo e dispersdo dos
resultados, aplicando a distribuigdo normal com o teste “Z” para as duas meédias
independentes (o= 0,05 ¢ “Z”= 1,96), e observou-se a existéncia de diferengas
significativas entre as concentragoes de AFM, no leite tipo A, quando comparado
com os tipos C e Longa Vida, de acordo com BERQUO et al., (1981), podendo os

resultados serem observados na Tabela 5.

De acordo com o ANUALPEC (2001), os diferentes tipos de leite estudados,

na presente pesquisa, tiveram uma participagdo no mercado consumidor de 0,83%,
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7,5%, 33,3% e 58,3%, para os tipos de leite A, B, C e Longa Vida, respectivamente.
Portanto, o tipo de leite que, na presente pesquisa, apresentou uma menor incidéncia
¢ média de contaminac¢do por AFM; , representa menos de 1% do consumo total de

leite fluido pela populagdo.

Tabela 5. Valores de estatistica “Z” e sua significincia ao teste das médias referentes
as concentragdes de AFM, , obtidas nas amostras dos tipos de leite A, B, C e Longa

Vida, comercializados no municipio de Sdo Paulo, no periodo de janeiro a maio de

2002.
Tipos de Leite Valor de “Z”

AeB 1,65
AeC 1,97*

A e Longa Vida 2,57*
BeC 0,49

B e Longa Vida 0,33

C e Longa Vida 0,29

*Significante para o= 0,05 e “Z”= 1,96

E extremamente importante confirmar a identidade das micotoxinas, devido a
presenca de substidncias interferentes que podem acarretar resultados falso positivo

(SABINO et al. 1989). Porem, a confirmagdo da identidade da AFM; foi realizada
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apenas na amostra que apresentou nivel de contaminagdo de 121 ng/L, devido ao

baixo limite de quantificagdo observado na técnica.

Acido Ciclopiazdnico:

A pesquisa de CPA, realizada nas 40 amostras de leite, colhidas no Municipio
de S3o Paulo, nio revelou nivel detectavel. O limite de quantificagdo do método em
apreco, nas condi¢gdes de execucdo descritas, foi de 3 pg/ L de leite.

DORNER et al. (1994) observaram um alto nivel de acido ciclopiazdnico,
ndo metabolizado, no leite de ovelhas lactantes. Os autores administraram doses orais
de CPA para 3 ovelhas lactantes e observaram uma alta concentragdo de CPA no
leite (236 ng/g), 24 horas ap0s sua introdugdo; apos a segunda dose, a concentragdo
do CPA no leite dobrou (568 ng/g), mantendo-se em niveis altos por trés dias, apos a
sua retirada da ragdo. Infelizmente, os dados fornecidos pelos autores ndo permitem
uma estimativa da taxa de transferéncia do CPA, fornecidos as ovelhas, para o leite.
O nivel de CPA observado no leite foi muito acima do que o encontrado por outros
autores em experimentos com AFM,; no leite, como uma porcentagem da AFB,
ingerida na ragdo (FROBISH ef al., 1986; PATTERSON et al., 1980; PRICE ez al.,
1985).

Pelo exposto acima, esperava-se observar amostras de leite positivas para
CPA, principalmente naquelas com niveis de AFM; acima de 100 ng/ L, devido a
producdo concomitante de CPA e AFB; pelo 4. flavus (GQALENI et al., 1996).

Portanto, devido a boa eficiéncia da metodologia de anélise de CPA em leite,

desenvolvida na presente pesquisa, € comprovada através de ensaios de recuperagdo,
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como exposto na Tabela 3, pode-se inferir que o leite de vaca analisado, consumido
no Municipio de Sdo Paulo, de janeiro a maio de 2002, ndo apresentou CPA em nivel
superior a 3 pg/L de leite.

Porem, deve-se ressaltar que LOSITO er al. (2002) encontraram 3 amostras
positivas para CPA, utilizando o método CLAE, em niveis de 4,5—- 8,3 ng/ L,

analisando 20 amostras de leite comercial , na Italia.

4.3 —Estimativa da ingestido diaria média (IDM) de AFM;:

Os resultados da IDM de AFM,, através dos diferentes tipos de leite, estdo
apresentados na Tabela 6.

Nota-se, na Tabela 6, que apenas o leite tipo A apresentou valor de IDM
dentro dos valores para a ingestdo diaria toleravel (IDT) de AFM; proposto por
CULLEN et al. (1987) e por KUIPER-GOODMAN (1990) de 0,5 e 0,2 ng/Kg
p.c./dia, respectivamente. Nota-se, também, que o leite tipo Longa Vida apresentou
valor de IDM 10 vezes acima do observado no leite tipo A. Esses resultados podem
ser devido a alimentagdo dos animais com ragdes contendo diferentes niveis de
aflatoxina, variedade genética dos animais e/ ou resisténcia, alem de outros fatores
que podem estar envolvidos (PATTERSON er al. 1980; PRICE et al. 1985;
FROBISH e al. 1986).

| A ingestdo diaria média de AFM; de 1,64; 1,22 e 1,82 para os leites tipo B, C
e Longa Vida, estimada no presente trabalho, revelou-se muito acima dos valores de
IDT mencionados para a AFM,;. Contudo, existem controvérsias a respeito da

validade desses valores, devido, sobretudo, aos problemas decorrentes da
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extrapolacio de dados obtidos em animais para a espécie humana, bem como dos
resultados relativos a exposi¢do dos animais a altas doses das toxinas, para estimar
efeitos a doses baixas (KUIPER-GOODMAN, 1990). Além disso, a poténcia
carcinogénica da AFB| no organismo humano € considerada 10 vezes menor do que
a observada em ratos da cepa Fischer (WOGAN, 1992), realgando as diferengas
interespécies.

Apesar das dificuldades no estabelecimento de niveis seguros para o consumo
de micotoxinas, € importante ressaltar que o consumo diario de alimentos
contaminados, ainda que em niveis baixos, por longo periodo de tempo, posa como a
principal forma de intoxicagdo por micotoxinas, a micotoxicose cronica, respohsével
por carcinomas, imunossupressdo, lesdes hepaticas e renais e perda de peso. Somado
a possivel interagdo com outras micotoxinas, presentes em varios tipos de alimentos,
podem acarretar danos irreversiveis a populagdo exposta, principalmente a infantil

(KUIPER-GOODMAN, 1990).
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Tabela 6. Estimativa da ingestdo diaria média (IDM) de AFM, , através dos leites
tipos A, B, C e Longa Vida, colhidos no Municipio de Sdo Paulo, entre os meses de
janeiro a maio de 2002, adotando-se para tal, parametros de criangas do sexo

masculino de 4 meses de idade.

Tipos de leite Nivel médio de Amostras positivas Estimativa da

contaminagdo por para AFM, ingestdo diaria de

AFM; (%) AFM, por unidade

(ng/L) de peso corporeo*®

(ng/Kg p.c./dia)

A 5,9 30% 0,18
B 26,6 60% 1,64
C 19,8 60% 1,22
Longa Vida 22,2 80% 1,82

* Adotando-se consumo de 720 ml de leite e peso médio de 7 Kg (OLIVEIRA er al.,
1997)
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5 - CONCLUSOES:

¢+ Os resultados obtidos, durante os procedimentos de avaliagdo do desempenho dos
métodos analiticos, em amostras de leite contaminadas artificialmente com AFM; e
CPA, pode-se concluir que ambos sdo apropriados para pesquisas e levantamentos

sobre a ocorréncia destas micotoxinas, em amostras de leite;

+ Naio foi observada nenhuma amostra positiva para CPA, em niveis acima de 3 ug/L

de leite;

¢ O percentual de amostras de leite de consumo positivas para AFM,; foi de 30, 60,
60 e 80% para os leites tipo A, B, C e Longa Vida, respectivamente, com valores
médios de 5,9; 26,6; 19,8 e 22,2 ng/l. para os leites tipo A, B, C e Longa Vida,

respectivamente;

¢ Nio foi observada amostra com nivel de contaminagio por AFM; acima do

permitido pela legislagdo brasileira vigente;

¢ A estimativa de ingestdo diaria média (IDM) de AFM, , em criancas de 4 meses,
com 7 Kg de peso e com consumo médio de 720 ml de leite, foi de 0,18; 1,64; 1,22 ¢

1,82 ng/Kg p.c./dia, para os tipos de leite A, B, C e Longa Vida, respectivamente.

¢ Apenas o leite tipo A apresentou valor de ingestdo diaria média (IDM) dentro dos

valores de ingestdo diaria toleravel (IDT) propostos para a AFM;.
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