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RESUMO

FRANCA, M. M. Avaliacdo da contaminacgdo fungica e da ocorréncia de
aflatoxinas na bovinocultura leiteira organica. 2023. 126 f. Tese (Doutorado)
- Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Sé&o
Paulo, Pirassununga — SP, 2023.

O presente trabalho foi dividido em dois capitulos. O objetivo do capitulo | foi
avaliar a ocorréncia de fungos aflatoxigénicos e aflatoxinas em alimentos de
dietas destinadas a bovinos em sistemas orgéanicos de produgéo de leite e avaliar
a ocorréncia de AFM1 no leite produzido por estes animais. Foram coletadas, em
propriedades no estado de S&o Paulo, 36 amostras de alimentos destinados a
dieta de vacas leiteiras em sistema organico, sendo 26 de concentrados e 10 de
silagens, e 25 amostras de leite cru refrigerado. A AFB:1 foi a aflatoxina maior
ocorréncia nas amostras de alimentos. Os valores maximos quantificados de
aflatoxinas foram de 92,9 pg/kg™ para AFB1, 9,26 pg/kg?, para AFB2, 3,14 ug/kg
! para AFG: e 1,37 ug/kg? para AFG2, sendo que em uma amostra de alimento
concentrado apresentou nivel de AFB1 acima do recomendado pela legislacédo
brasileira para a soma de aflatoxinas em alimentos destinados ao consumo
animal. A ocorréncia de AFMi nas amostras de leite cru refrigerado foi
considerada baixa, porém com concentracdes atingiram niveis de 2,89 ug/L,
sendo que trés amostras se apresentaram fora do limite maximo AFM: para leite
fluido no Brasil. Concluiu-se que, apesar da baixa ocorréncia de aflatoxinas
detectada, foram identificados indices acima das recomendacdes tanto para
alimentos destinados a animais em sistema de producdo, quanto para o leite
fluido, e dessa forma, h& necessidade de controle e mitigacdo da presenca de
AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, e AFM1 no sistema organico de producao de leite. O
objetivo do capitulo Il foi comparar a ocorréncia de AFM1 em diferentes tipos de
gueijos entre os sistemas de produc¢ao, organico e convencional, e avaliar o risco
de exposicao alimentar a AFMi1. Foram analisados 176 queijos comerciais de 17
tipos, sendo 84 de origem organica e 92 de origem convencional. Os resultados
demonstram ocorréncia de AFM1 em 30,5% das 176 amostras analisadas. Nao
houve diferenca estatistica na ocorréncia (p=0,1780) de AFM1 e concentragéo
(p=0,1810), entre os queijos produzidos nos sistemas organico e convencional,
pelo teste Qui-quadrado e pela analise de variancias pelo teste T,

respectivamente. Também nédo houve diferenga estatistica no IDPM (p=0,1729)



e no indice de risco (HI) (p=0,1802) de AFM: entre as amostras dos dois
sistemas, pela analise de variancias pelo teste T, indicando que a probabilidade
de exposicao a AFM: pelo consumo desses produtos é semelhante. Concluiu-se
gue os queijos oriundos de ambos 0s sistemas, podem expor 0s consumidores
aos mesmos cenarios de risco pela presenca de AFMi, apesar das distintas
normas de producéo especificas e 0 estigma de que os alimentos organicos séo
mais “saudaveis”. Em suma, o presente trabalho concluiu que a AFM1 é um
obstaculo para o sistema de producéo de leite e derivados de forma geral e ha
necessidade de mitigacdo da presenca de AFM1 em leite e derivados de forma

geral.

Palavras-chave: AFM1; Aspergillus spp; Propriedades; HPLC; Laticinios.



ABSTRACT

FRANCA, M. M. Evaluation of fungal contamination and the occurrence of
aflatoxins in organic dairy farming. 2023. 126 f. Tese (Doutorado) — Faculdade
de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo,
Pirassununga — SP, 2023.

The present work was divided into two chapters. The objective of chapter | was
to evaluate the occurrence of aflatoxigenic fungi and aflatoxins in feed from diets
intended for cattle in organic milk production systems and to evaluate the
occurrence of AFM1 in milk produced by these animals. A total of 36 samples of
feed for the diet of dairy cows in an organic system were collected from farms in
the state of Sdo Paulo, 26 of which were concentrates and 10 of silages, and 25
samples of refrigerated raw milk. AFB1 was the most common aflatoxin in food
samples. The maximum quantified values of aflatoxins were 92.9 ug/kg-1 for
AFB1, 9.26 ug/kg-1 for AFB2, 3.14 pg/kg-1 for AFG1 and 1.37 pg/kg-1 for AFG2,
and in a sample of concentrated feed it presented a level of AFB1 above that
recommended by the Brazilian legislation for the sum of aflatoxins in food
intended for animal consumption. The occurrence of AFM1 in refrigerated raw
milk samples was considered low, but with concentrations reaching levels of 2.89
Mg/L, and three samples were outside the maximum AFM1 limit for fluid milk in
Brazil. It was concluded that, despite the low occurrence of aflatoxins detected,
indices above the recommendations were identified both for feed for animals in
the production system and for fluid milk, and thus, there is a need to control and
mitigate the presence of AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, and AFML1 in the organic
milk production system. The objective of chapter Il was to compare the
occurrence of AFM1 in different types of cheeses between organic and
conventional production systems, and to evaluate the risk of dietary exposure to
AFM1. A total of 176 commercial cheeses of 17 types were analyzed, 84 of
organic origin and 92 of conventional origin. The results show the occurrence of
AFM1 in 30.5% of the 176 samples analyzed. There was no statistical difference
in the occurrence (p=0.1780) of AFM1 and concentration (p=0.1810) between the
cheeses produced in the organic and conventional systems, by the Chi-square
test and by the analysis of variances by the T test, respectively. There was also
no statistical difference in the PMDI (p=0.1729) and risk index (HI) (p=0.1802) of

AFM1 between the samples of the two systems, by analysis of variances by the



t-test, indicating that the probability of exposure to AFM1 by the consumption of
these products is similar. It was concluded that cheeses from both systems can
expose consumers to the same risk scenarios due to the presence of AFM1,
despite the different specific production standards and the stigma that organic
foods are "healthier”. In summary, the present study concluded that AFM1 is an
obstacle to the milk and dairy products production system in general and there is

a need to mitigate the presence of AFM1 in milk and dairy products in general.

Keywords: AFM1, Aspergillus spp; Dairy; Farms; HPLC.
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1 INTRODUCAO GERAL

O mercado de produtos organicos em 2020 movimentou 120,6 bilhdes de
dolares (Ecovia intelligence) e, de acordo com FIBL e IFOAM (2022), havia 74,9
milhdes de hectares compondo areas de propriedades em sistema organico e
cerca de 1,6 % das propriedades agricolas mundiais estdo em sistema organico.
O leite faz parte da variedade de alimentos oriundo de sistemas organicos e sua
producdo vem aumentando significativamente desde 2008 para atender a
crescente demanda. Em 2017, esta producéo atingiu 4,7 milhdes de toneladas,
representando 3% do leite produzido pelos paises da Unido Européia (FIBL &
IFOAM — ORGANICS INTERNATIONAL., 2019). O cenario atual dos produtos
organicos demonstra aumento de demanda mundial continuo, consumidores na
busca por produtos consideramos mais saudaveis e um mercado com
necessidade de expor claramente os beneficios e diferenciais de seus produtos
(SAHOTA, 2022).

A producédo de alimentos organicos é crescente no mundo e no Brasil, no
qual a regulamentacdo é recente, havendo potencial de desenvolvimento e
ocupacdo de espaco no mercado de acordo com a evolugcdo da demanda
(VILELA et al., 2019a). Ha poucas pesquisas realizadas com lacteos oriundos
dos sistemas de producao orgéanicos; além disso, ha necessidade de definir o
que € um produto organico, um dos desafios das empresas que atuam neste
mercado, pois as definicdes para os consumidores sdo vagas (SAHOTA, 2022).

Tanto o sistema convencional quanto o sistema organico de producédo
estdo sujeitos ao desenvolvimento de fungos nas matérias primas utilizadas na
elaboracao das dietas animais, como graos de milho, soja, sorgo, fornecidos na
forma fresca, de concentrado ou como silagens. Os principais géneros de fungos
toxigénicos encontrados em graos sao Fusarium, Aspergillus e Penicillium. Scott
(1991) e Falasconi (2005) afirmam que, devido a suas caracteristicas fisiologicas
e a execucao de préticas irregulares de manejo na agricultura, o crescimento de
fungos é favorecido em diversas etapas do crescimento vegetativo e
florescimento e até depois da colheita nos processos de beneficiamento,
armazenagem e expedicdo dos graos.

O sistema de produc¢éo organico segue regras especificas e, portanto, os
padroes de producdo sédo restritos e diferentes do sistema convencional de

producdo. E interessante entender se a restricio ao uso de fungicidas e
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pesticidas em geral pode resultar em maior contaminac¢éo dos graos por fungos
aflatoxigénicos e Aflatoxina Bi. Bovinos leiteiros do sistema organico que
ingerem esses alimentos em suas dietas podem excretar AFM1 em seu leite, que
consequentemente sera transferido para os derivados.

Dessa forma, o presente trabalho pretendeu avaliar a contaminacao
fungica e a ocorréncia de aflatoxinas na bovinocultura leiteira organica e foi
dividido em dois capitulos. O primeiro capitulo refere-se ao experimento |, o qual
tem foco na investigacao de aflatoxinas em propriedades que adotam o sistema
organico de producdo de leite, e € intitulado “Ocorréncia de fungos
aflatoxigénicos e aflatoxinas em alimentos de dietas destinadas a bovinos em
sistema organico de producédo de leite, e ocorréncia de aflatoxina M1 no leite
produzido”. O segundo capitulo refere-se ao experimento Il, focado na pesquisa
de AFM:1i nos queijos de ambos os sistemas de produgdo, organico e
convencional, e intitulado “Comparacdo da ocorréncia de aflatoxina M1 em
gueijos oriundos de sistema de producao organico e convencional e analise de

risco a exposicao alimentar”.

2 CAPITULO I: OCORRENCIA DE FUNGOS AFLATOXIGENICOS E
AFLATOXINAS EM ALIMENTOS DE DIETAS DESTINADAS A BOVINOS EM
SISTEMA ORGANICO DE PRODUCAO DE LEITE, E OCORRENCIA DE
AFLATOXINA M1 NO LEITE PRODUZIDO.

RESUMO

Os sistemas organicos vém conquistado espaco no mercado mundial conforme
a demanda de produtos, e o leite organico esta entre eles. Tanto o sistema
convencional quanto o sistema de producdo organico agropecudrios estao
sujeitos ao desenvolvimento de fungos nas matérias primas utilizadas na
elaboracdo das dietas animais. Fungos do género Aspergillus podem produzir,
de acordo com as condi¢gbes ambientais, aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, das quais a
mais importante para pecuaria leiteira € a AFB1, pois além de mais toxica, sofre
biofransformagédo no figado para AFM1, que é excretada no leite. H& poucas
pesquisas realizadas em sistemas de produ¢éo organicos e do mesmo modo na
pecuaria de leite organica, mediante seu carater emergente. Dessa forma, o

objetivo desde estudo foi avaliar a ocorréncia de fungos aflatoxigénicos e
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aflatoxinas em alimentos de dietas destinadas a bovinos em sistemas orgéanicos
de producéo de leite e avaliar a ocorréncia de AFMz1 no leite produzido por estes
animais. Foram coletadas, em propriedades no estado de Sdo Paulo, 36
amostras de alimentos destinados a dieta de vacas leiteiras em sistema
organico, sendo 26 de concentrados e 10 de silagens, e 25 amostras de leite cru
refrigerado. Nas amostras de alimentos concentrados foram identificados
géneros de fungos esperados como o Aspergillus spp, Fusarium spp, Penicillium
spp., sendo que houve alta prevaléncia de Aspergillus spp e Aspergillus se¢éao
Flavi. A AFB: foi a aflatoxina maior ocorréncia nas amostras de alimentos. Os
valores maximos quantificados de aflatoxinas foram de 92,9 ug/kg* para AFBz,
9,26 ng/kg?, para AFB2, 3,14 pg/kg?! para AFG: e 1,37 pug/kg™ para AFGz, sendo
que em uma amostra de alimento concentrado apresentou nivel de AFB1 acima
do recomendado pela legislacdo brasileira para a soma de aflatoxinas em
alimentos destinados ao consumo animal. A ocorréncia e 0s niveis quantificaveis
nas silagens foram expressivamente inferiores, sendo que somente AFGa foi
identificada em niveis quantificaveis em uma amostra, com concentracao de 10,6
ug/kgt. A ocorréncia de AFM: nas amostras de leite cru refrigerado foi
considerada baixa, porém com concentracdes atingiram niveis de 2,89 ug/L,
sendo que trés amostras se apresentaram fora do limite maximo AFM1 para leite
fluido no Brasil. Concluiu-se que, apesar da baixa ocorréncia de aflatoxinas
detectada, foram identificados indices acima das recomendacdes tanto para
alimentos destinados a animais em sistema de producdo, quanto para o leite
fluido, e dessa forma, h& necessidade de controle e mitigacdo da presenca de

AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, e AFM1 no sistema organico de producéo de leite.

Palavras - chaves: AFMzi, Aspergillus spp., propriedades, HPLC, Laticinios

ABSTRACT

Organic systems have been gaining space in the world market according to the
demand for products, and organic milk is among them. Both the conventional
system and the organic agricultural production system are subject to the
development of fungi in the raw materials used in the preparation of animal diets.
Fungi of the genus Aspergillus can produce, according to environmental

conditions, aflatoxins B1, B2, G1 and Gz, of which the most important for dairy
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farming is AFBi, because in addition to being more toxic, it undergoes
biofransformation in the liver to AFM1, which is excreted in milk. There is little
research carried out in organic production systems and likewise in organic dairy
farming, due to its emergent character. Thus, the objective of this study was to
evaluate the occurrence of aflatoxigenic fungi and aflatoxins in feed from diets
intended for cattle in organic milk production systems and to evaluate the
occurrence of AFMz in milk produced by these animals. A total of 36 samples of
feed for the diet of dairy cows in an organic system were collected from farms in
the state of S&o Paulo, 26 of which were concentrates and 10 of silages, and 25
samples of refrigerated raw milk. In the concentrate feed samples, expected
fungal genera such as Aspergillus spp., Fusarium spp., Penicillium spp. were
identified, and there was a high prevalence of Aspergillus spp and Aspergillus
section Flavi. AFB1 was the most common aflatoxin in food samples. The
maximum quantified values of aflatoxins were 92.9 ug/kg™ for AFB1, 9.26 pg/kg
Lfor AFB2, 3.14 ug/kg? for AFG1 and 1.37 ug/kg™? for AFG2, and in a sample of
concentrated feed it presented a level of AFB1 above that recommended by the
Brazilian legislation for the sum of aflatoxins in food intended for animal
consumption. The occurrence and quantifiable levels in the silages were
significantly lower, and only AFG1 was identified at quantifiable levels in one
sample, with a concentration of 10.6 ug/kg?. The occurrence of AFM1 in
refrigerated raw milk samples was considered low, but with concentrations
reaching levels of 2.89 ug/L, and three samples were outside the maximum AFM1
limit for fluid milk in Brazil. It was concluded that, despite the low occurrence of
aflatoxins detected, indices above the recommendations were identified both for
feed for animals in the production system and for fluid milk, and thus, there is a
need to control and mitigate the presence of AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, and AFM1

in the organic milk production system.

Key words: AFM1, Aspergillus spp.; Dairy; Farms; HPLC

2.1 INTRODUCAO
O leite esta presente em uma parcela significativa dos alimentos utilizados
na nutricdo humana, seja na forma fluida ou de derivados. De acordo com o

anuario leite da Embrapa Gado de Leite, 2020 foi um ano de crescimento de
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ofertas e demandas para o setor leiteiro, apesar do impacto da pandemia.
Porém, em 2021, de forma geral o cenario foi diferente, apontando queda nas
vendas, producdo e rentabilidade no setor (CARVALHO; ROCHA, 2022a).
Carvalho e Rocha (2022a) reiteram que houve prejuizo na renda familiar e
consequentemente no consumo de lacteos de forma geral. Houve também,
elevacdo constante dos custos de producdo, que culminaram na reducdo da
rentabilidade. Dessa forma, houve reducéo na disponibilidade de leite no Brasil
em relacdo a 2020. Os autores também relatam que em 2021, de acordo com
dados do IBGE, também houve queda no volume de leite inspecionado no pais
(CARVALHO; ROCHA, 2022b). O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de
leite (MAPA, 2023). Segundo o IBGE (2023), O volume de leite produzido no pais
em 2022 foi de 34.609.218 mil litros, arrecadando um valor de producdo de
80.043.813 mil reais, sendo o estado de maior producdo, Minas Gerais, com
9.362.690 mil litros produzidos e arrecadacéo de 22.886.012 mil reais.

Fungos do género Aspergillus sdo potenciais produtores naturais das
aflatoxinas. A espécie A. parasiticus possui potencial de producao de aflatoxinas
B1, B2, G1 e G2 e a espécie A. flavus pode produzir aflatoxinas B1e B2 (PITT;
HOCKING, 2009). Segundo MOSS (1998), apesar da identificacdo de 18
diferentes tipos de aflatoxinas (AF), as mais comuns em contaminacdo dos
ingredientes de dietas sdo Bi (AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFG1) e G2 (AFG2). Para a
producdo leiteira, a AFB1 € a de maior representatividade, pois além de
apresentar maior toxidade, promove a excrecao de aflatoxina M1 (AFM1) no leite.
De acordo com Oliveira et al. (2014), a presenca de residuos de AFM1 no leite e
derivados configura um risco para a saude publica.

Ha poucos estudos acerca a bovinocultura leiteira em sistema organico
de forma geral, consequentemente ha poucos dados sobre a presenca de
aflatoxinas neste sistema de producao. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi
avaliar a ocorréncia de fungos aflatoxigénicos e aflatoxinas em alimentos de
dietas destinadas a bovinos em sistemas organicos de producdao de leite e avaliar

a ocorréncia de AFM1 no leite produzido por estes animais.
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2.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.2.1 A producao em sistema organico e a producao de leite em sistema
organico

A ideologia do sistema de producdo organico se iniciou na Inglaterra,
através do agronomo Albert Howard apos observacéo de resultados do uso de
dejetos animais como fertilizantes naturais na india. Tais fundamentos foram
difundidos e alcancaram os Estados Unidos anos depois, estabelecendo-se
como escola inglesa de agricultura baseada nos recursos naturais. Em 1972,
estabeleceu-se a International Federation of Organic Agriculture Movements —
IFOAM, com o intuito de padronizar e caracterizar a producdo de alimentos
produzidos sem quimicos agricolas como fertilizantes e pesticidas, de acordo
com a demanda crescente do mercado. Surgiu entdo a definicdo do termo
“producao organica” (KHATOUNIAN, 2001).

Neste contexto, uma das acfes da IFOAM foi caracterizar esta producéo,
ndo somente quanto a inibicdo do uso de agroquimicos, como o0s agrotéxicos e
adubos, mas foram incluidas também medidas para conservacao dos recursos
naturais e manejo de bem-estar animal, de modo que tal sistema de producao
cumprisse normas pré-estabelecidas para que pudesse ser comercializada com
identificacdo de produto organico (KHATOUNIAN, 2001).

O Brasil iniciou sua atuagdo na producdo organica de forma mais
significativa a partir da década de 1990, porém, s6 foi hormatizada em 2003,
apos a promulgacado da lei federal n°® 10.831 (BRASIL, 2003) e regulamentada
em 2007 pelo decreto n° 6.323 (BRASIL, 2007), (VILELA et al., 2019a). Em
outubro de 2011, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
publicou a Instrucdo Normativa n°® 46 com o intuito determinar um regulamento
técnico para os sistemas de producdo organicos e padronizar uma lista de
substancias e préticas permitidas neste sistema (BRASIL, 2011a).

Em 15 de marco de 2021, a IN 46 foi alterada pela Portaria N. 52 do MAPA
(BRASIL, 2021a), com o objetivo de atualizar a legislacéo devido ao crescimento
do setor. Segundo Dias (2021), presidente do Instituto Brasil Organico, a Portaria
N. 52 contempla alteracdes estruturais da IN 46 para facilitar sua compreensao,
a incorporacao de contetido das IN 37/2011 (BRASIL, 2011b), de producéao de
sementes e mudas organicas, e a INs 38/2011 (BRASIL, 2011c) , sobre a
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produgdo de cogumelos organicos, além da inclusdo de substancias
permitidas para uso no sistema, inseridas no anexo VIII, referente aos
ingredientes para uso em formulagbes comerciais de produtos
fitossanitarios.

De acordo com a legislacédo vigente, os sistemas de producdo organica
devem buscar adotar praticas de manejo que objetivem a protecdo, a
conservacao e o uso racional dos recursos naturais, além da regeneragéo de
areas degradadas. No caso de sistemas animais, deve-se buscar a adoc¢ao de
praticas que priorizem a sanidade e bem-estar animal. Além disso, os aspectos
sociais dos envolvidos na cadeia de producao também devem ser considerados.
As préticas produtivas como: manejo de solo, controle de pragas e sanidade,
nutricdo e reproducao dos animais estdo dispostas na legislacéo, a qual contém
anexo detalhado com lista das substancias e insumos permitidos para uso. Os
estabelecimentos organicos devem elaborar um plano que contenha suas
praticas e insumos utilizados, o qual devera ser avaliado pelo 6rgéo responsavel
por sua certificagao (BRASIL, 2011c); (BRASIL, 2021).

A comercializacdo dos organicos no Brasil s6 € permitida mediante
veiculacdo com o selo unico oficial do Sistema Brasileiro de Avaliacdo da
Conformidade Orgéanica, que d& garantia de sua identidade, o selo SisOrg,
(Figura 1) instituido pelo MAPA através da IN 18 de 20 de junho de 2014
(BRASIL, 2014; VILELA et al., 2019)

Figura 1 - Selo SisOrg - identificagdo dos produtos orgéanicos.

Fonte: Instrucdo Normativa n°® 18 de 20 de junho de 2014, Ministério da Agricultura
Pecuéria e Abastecimento, Brasil (2014).

A concesséo do selo garante a certificacdo do produto e, de acordo com
a legislagéo vigente no pais, ela pode ser realizada de trés formas: por empresa

privada ou publica credenciadas pelo MAPA, denominada certificacdo por
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auditoria; por grupo de interesse, produtores, consumidores e técnicos, que seja
constituido por Organismo Participativo de Avaliacdo da Conformidade (OPAC)
legal, denominado Sistema participativo de garantia da qualidade organica; e no
caso de agricultura familiar, ha op¢do dos érgaos fiscais oficiais credenciarem
grupos de produtores familiares, seja associagao ou cooperativa, para a emissao
de certificados de produtos organicos, denominada certificacdo por controle
social na venda direta (OCS) (VILELA et al., 2019).

O mercado de leite organico tem se apresentado promissor no Brasil e no
Mundo, com potencial de crescimento. Segundo Siqueira e Arcuri (2019), os
lacteos orgéanicos apresentam crescimento anual mundial de 8% e
representaram 20% das vendas totais de organicos em 2017, com arrecadacao
de um montante de US$ 18 bilhdes, ultrapassados somente por itens como frutas
e vegetais. Dentre os produtos lacteos, o leite fluido representou 24% das vendas
totais, considerado o produto mais expressivo do setor, sendo que 50% das
vendas mundiais séo realizadas nos Estados Unidos, o maior mercado organico
de leite.

De acordo com a analise da Embrapa Gado de leite, a producao organica
de leite no Brasil ainda esta em processo de estruturacdo e tem potencial de
expansao, ja que no sistema organico a producao deve ser preferencialmente a
pasto e esta modalidade caracteriza a maior parte da producédo no pais, atrelada
ao uso de racas adaptadas ao clima tropical. Porém, a caréncia no levantamento
e atualizacdo de dados do setor de forma sistematizada pode prejudicar seu
desenvolvimento (MACHADO et al., 2021).

Em 2018, o Brasil contava com 17.167 propriedades em sistema de
producdo orgéanica de produtos diversos, certificadas e cadastradas no sistema
do MAPA. Considerando apenas a producdo em sistema organico de leite
certificada, a estimativa era de 30 mil litros de leite por dia, sendo esta
considerada pequena quando comparado a demanda crescente e tamanho das
populacdes dos grandes centros (SNA/SP, 2018).

Em diversas regifes, o pais conta com produtores estabelecidos no
mercado de organicos ha bastante tempo, os quais sdo detentores de laticinios
e marcas proprias, e escoam seus produtos, como por exemplo, leite
pasteurizado, iogurtes, queijos e manteigas, em comércios locais. Entre os anos

de 2018 e 2020, observou-se um crescimento de 26% no nimero de unidades
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produtoras organicas de leite inseridos no Cadastro Nacional de Produtores
Organicos (CNPO), passando de 76 para 96, em abril de 2020. Tal aumento na
adesao de produtores esta relacionado ao investimento de empresas como a
Nestle e a Danone, entre os anos de 2018 e 2020, que implantaram projetos de
incentivo & conversdo ao organico e tecnificacdo de unidades j& certificadas,
para captacao de leite cru refrigerado. Neste periodo, s6 a Nestle captou cerca
de 35.000 litros por dia oriundos de aproximadamente 40 produtores
participantes do projeto organico (MACHADO et al., 2021).

Além da atuacdo da iniciativa privada, o surgimento de acfes como
projetos de capacitacdo no sistema, advindos de instituicbes como, por exemplo,
a Embrapa e o Sebrae, também influenciou o0 aumento de produtores em
conversao para o organico no estado de Sado Paulo (MACHADO et al., 2021). A
remuneracdo do produtor em sistema organico de leite é diferenciada,
aproximadamente 50% acima do preco do litro calculado pelo Centro de Estudos
Avancados em Economia Aplicada (Cepea), para o Estado de Sdo Paulo, além
da bonificagdo por qualidade; porém, h& acréscimos nos custos de producao
devido aos investimentos com insumos e produtos especificos utilizados
(SNA/SP SOCIEDADE NACIONAL DE AGRICULTURA., 2018).

A Embrapa Gado de leite realizou um levantamento de informacdes a
partir do banco de dados do CNPO, obrigatério para produtos organicos,
considerando os cadastrados com escopo em “atividade primaria animal” e
atividades relacionadas a producéo de leite. Constatou-se que em abril de 2020
havia 96 unidades de producéo inscritas, localizadas em 11 estados, 68% delas
presentes na regido Sudeste, com 47% concentradas no estado de S&o Paulo,
e 26% na regiao Sul, compondo as duas regides com maior concentracao de
produtores (MACHADO et al., 2021). A distribuicdo geografica das propriedades

estd ilustrada na Figura 2.
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Figura 2. Distribuicdo geogréfica das unidades produtoras de leite em sistema orgéanico
(CNPO, MAPA) no Brasil em 2020.

Fonte: Machado et al. Editores técnicos. Leite organico: Cenario da pecuéria leiteira
organica no Brasil. Documentos 260, Embrapa Gado de Leite, 12 Ed. ISSN 1516-7453,
pag. 22. Juiz de Fora, MG. (2021).

Das 96 unidades de producao, 58% eram exclusivamente produtoras de
leite ou leite e derivados. Enquanto o estado de Sao Paulo apresentava 92,5%
de unidades exclusivamente dedicadas ao leite, os estados do Sul detinham 84%
dos locais dedicados a outros produtos organicos. Quanto a forma de
regulamentacao, 59 propriedades adotavam o sistema de certificadoras, sendo
este 0 mais prevalente nos estados de Sdo Paulo e Minas, 35 unidades eram
auditadas por meio de Organismos Participativos de Avaliacdo de Conformidade
(OPAC), predominante na regiao Sul e no estado do Rio de Janeiro e 2 unidades
certificadas por Organismo de Controle Social (OCS), ambas localizadas na
regido Norte do pais (MACHADO et al., 2021).

Com o intuito de caracterizar o cenario da pecuaria leiteira em sistema
organico no Brasil, a Embrapa Gado de Leite realizou uma pesquisa no setor,
durante 3 meses, a partir de questionarios online, obtendo resposta de 39

produtores, a maioria do estado de S&o Paulo. Em suma, os resultados
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demonstraram que as propriedades apresentavam area média de 270 hectares,
sendo minimo de 3 ha e no maximo 2.980 ha, e média de 81,5 ha destinados a
pecuaria organica. Os rebanhos eram compostos em 33% por animais de
composicao Holandés-Gir, 29% por Holandés-Jersey e 22% da raca Jersey. No
quesito producao de leite, as médias didrias variavam entre 930 litros de leite,
entre 60 L/dia e 5.000 L/dia, e média de 14 L/dia por vaca, com maximo de 25
L/dia, e rebanhos com média de 78, entre 5 vacas e 310, e média de 57 vacas
em lactacdo. Em 46% das propriedades, o sistema a pasto era dotado como
exclusivo; em contraponto, em 56% prevalecia o semiconfinamento. Observou-
se também a adocéo do pastejo rotacionado em 86% das propriedades, bem
como silagem de milho, silagem de sorgo e silagem de capim, como
suplementagao de inverno mais utilizados (MACHADO et al., 2021).

O estudo serviu de base para fomentar novas iniciativas, em maior escala,
por parte da Embrapa, como por exemplo, a proposta do projeto de pesquisa
“Observatorio do leite organico”, que consiste em uma plataforma digital para
inclusdo de dados do sistematizados da producdo em sistema organico777 de
leite com o intuito de caracterizar o setor, além de insercdo de informacdes
acerca de fornecedores e insumos utilizados para nortear os demais produtores.
De acordo com Fabio Homero Diniz, analista da Embrapa Gado de Leite, tal
proposta podera sanar as lacunas de informacao dos diferentes setores da
cadeia de leite organico, consideradas um gargalo no desenvolvimento da
producéo (NEIVA, 2021).

O cenario de investimento da iniciativa privada mudou no ano de 2021,
com a interrupcdo do projeto de captacdo de leite organico por parte da
Danone, e reducao de produtores inscritos no programa da Nestle (NEIVA,
2021).

2.2.2 Fungos filamentosos e as micotoxinas na produc&o na agricultura
De acordo com Miranda (2018), a producéo de soja, milho e algodao na
safra de 2016 a 2017 corresponderam a cerca de 86% da area plantada com
gréos e cereais, 35% das exportagdes do agronegécio e a mais de 70% das
vendas de agrotoxicos. O Centro de Pesquisas Econdmicas da Escola Superior
de Agricultura Luiz de Queiroz (CEPEA -ESALQ) estimou que os produtores de

soja tenham investido aproximadamente R$ 8,3 bilhdes de reais em fungicidas
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na safra de 2018. Esta alta taxa de uso de agrotoxicos nas principais culturas
demonstra a necessidade do combate as pragas que afetam a qualidade da
lavoura, como por exemplo os fungos filamentosos abordados por esta revisao.

Segundo Tortora; Funke e Case (2012), os fungos filamentosos, em geral,
podem causar diversas doencgas em plantas de importancia econémica, dessa
forma causam prejuizos que podem atingir 1 bilhdo de ddlares ao ano na
agricultura mundial. Os fungos sdo organismos pertencentes ao reino Fungi,
eucarioticos, podem ser unicelulares, como as leveduras, ou pluricelulares,
denominados fungos filamentosos, e sdo quimio-heterotroficos, ou seja, utilizam
materiais organicos para obtencdo de energia. Sao aerobios ou anaerobios
facultativos e, em alguns poucos casos descritos, podem ser anaerobios. Os
fungos filamentosos podem formar esporos reprodutivos, sexuados ou
assexuados, e possuem formacgBes denominadas hifas (aéreas e vegetativas),
as quais em conjunto formam o micélio.

Diversos fatores podem interferir na qualidade e produtividade na
agricultura, como por exemplo as variagbes climaticas, as condi¢cdes do solo,
técnicas de manejo e nutricdo das plantas e presenca de pragas
como nematoides, acaros, virus, bactérias, fungos, insetos e plantas invasoras
(MIRANDA, 2018). Scott (1991) e Falasconi et al. (2005) afirmam que, devido a
composicdo dos graos e cereais e a execucao de praticas irregulares de manejo
na agricultura, o crescimento de fungos é favorecido em diversas etapas do
crescimento vegetativo e florescimento e até depois da colheita nos processos
de beneficiamento, armazenagem e expedi¢cdo de tais alimentos. A remogéao
mecanica das partes visiveis dos fungos, como o micélio, ndo é suficiente para
eliminar a presenga das micotoxinas, pois estes metabdlitos apresentam
resisténcia aos tratamentos fisicos e quimicos utilizados no processamento e
armazenamento dos insumos destinados as dietas dos animais.

Os fungos filamentosos potencialmente toxigénicos desenvolvem-se em
alimentos como graos de acordo com caracteristicas propicias, como a atividade
de agua (Aa), temperatura, aeracdo e também danos fisicos nas sementes,
ocasionados por isentos, por exemplo, e interagdes microbianas (COUNCIL FOR
AGRICULTURAL SCIENCE AND TECHNOLOGY, 2003; OMINSKI et al., 1994).
Durante o periodo de estocagem dos graos, a atividade de agua e a temperatura

sao fatores que mais influenciam a producéo de toxinas nos gréos contaminados
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por fungos toxigénicos (COUNCIL FOR AGRICULTURAL SCIENCE AND
TECHNOLOGY, 2003). A Tabela 1 reune valores de atividade de agua ideais
para crescimento e para producdo das micotoxinas para algumas espécies

potencialmente toxigénicas.

Tabela 1 - Valores de atividade de agua para crescimento e producdo de micotoxinas

para algumas espécies de fungos potencialmente toxigénicos.

Fungo Aaminima  Aadtima Atividade
Aspergillus flavus 0,80 0,98 crescimento
Aspergillus flavus 0,82 0,95a0,99 producao de aflatoxinas

Aspergillus parasiticus 0,80 a0,83 0,99 crescimento
Aspergillus parasiticus 0,86 a 0,87 0,95 producao de aflatoxinas
Aspergillus ochraceus 0,79 0,95a0,99 crescimento
Aspergillus ochraceus 0,83 0,98a0,99 producdo de ocratoxina A
Fusarium graminearum 0,90 - crescimento
Fusarium graminearum 0,95 - producao de desoxinivalenol
Fusarium verticillioides 0,87 - crescimento
Fusarium verticillioides 0,92 - producao de fumonisina B;
Penicllium verrucosum 0,80 - crescimento
Penicllium verrucosum 0,86 a 0,87 - producao de ocratoxina A

Fonte: (IAMANAKA; OLIVEIRA; TANIWAKI, 2010) Micotoxinas em alimentos. Anais
da Academia Pernambucana de Ciéncias Agrondmicas. v. 7 p.138-161, 2010.

As micotoxinas podem ser produzidas por diversos fungos nos periodos
pré e pos-colheita dos graos, influenciados por multiplos fatores, por isso seu
controle de forma universal é complexo. As boas praticas na agricultura,
armazenagem e transporte dos graos podem ser utilizadas na mitigagcdo dos
niveis de micotoxinas. Praticas na lavoura, como por exemplos, controle de
insetos, uso de agentes antifingicos e manutencao da integridade das sementes
e limpeza, controle de umidade e temperatura durante a armazenagem Sao
pontos a serem considerados (COUNCIL FOR AGRICULTURAL SCIENCE AND
TECHNOLOGY, 2003). Segundo Di Gregorio et al. (2014), as boas préticas
agricolas sao consideradas a principal forma de controle da presenca de fungos
e micotoxinas, porém, ndo garantem a prevencdo total de tais toxinas nas

culturas.
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2221 Principais fungos toxigénicos em alimentos destinados a dieta
de animais em sistemas de producéao

A presenca de fungos do género Aspergillus em grdos e cereais é
considerada uma das maiores causas de perdas por degradacdo de produtos
agricolas (KLICH, 2002). Pitt e Hocking (2009) afirmam que tais fungos tém
habito de crescimento preferencialmente em locais de temperaturas mais
elevadas e, por isso, sdo0 muito comuns nas regides de clima tropical e
subtropical.

Nos gréaos e cereais de interesse econdmico, espécies como Aspergillus
flavus, A. parasiticus e A. ochraceus sdo muito importantes ndo s6 pela
degradacdo e perda da qualidade dos produtos agricolas, mas também pelo
risco associado a saude humana e animal devido a producéo de micotoxinas. A.
parasiticus possui potencial de producdo de aflatoxinas e pode produzir as
aflatoxinas Bi, B2, G1 e G2 e 0 A. flavus pode produzir as aflatoxinas Bi e B2
(PITT; HOCKING, 2009).

Fusarium é o género de fungos mais encontrado nas culturas de milho no
pais; dessa forma, destaca-se pelos prejuizos econémicos e riscos a saude
humana e dos animais de producdo (OLIVEIRA et al., 2004; PINTO; OLIVEIRA;
FERNANDES, 2007). Este género abrange diversas espécies responsaveis pela
produgédo de micotoxinas como as fumonisinas (FUMO), zearalenona (ZEA) e
toxinas da classe dos tricotecenos.

De acordo com Costa et al. (2014), a espécie mais associada ao milho no
pais € o Fusarium verticillioides. Em estudo realizado pela Embrapa Milho e
Sorgo, em 2014, Costa e colaboradores obtiveram uma taxa de 99,13% de
identificacdo de F. verticillioides dentre isolados fungicos de amostras de milho
coletadas em 15 cidades nas regides de maior producao de milho do pais. Além
disso, dos 50 isolados selecionados para testes de producao de toxinas, 100%
apresentaram capacidade de producéao de fumonisinas.

Ha diversos tipos de fumonisinas, mas as principais sdo as fumonisinas
B1, B2 e Bs. De acordo com Ostry et al. (2017), as FB2 foram classificadas pela
Agéncia Internacional de Pesquisa em Céancer — IARC em 1993, e a FB1 em
2002, como grupo 2B, ou seja, possivelmente cancerigenas para humanos. Esta
inclusdo ocorreu quando os estudos existentes ndo foram suficientes para

evidenciar o efeito carcinogenos das FBi1 e FB2 em humanos; porém, as
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pesquisas experimentais demonstraram tais evidéncias para carcinogenicidade
em animais.

Algumas espécies de animais domésticos sdo mais sensiveis aos efeitos
destas micotoxinas. Nos suinos, o principal sintoma observado pela intoxicagdo
por fumonisinas € o edema pulmonar (HASCHEK et al., 2001). Os suinos
também sdo sensiveis a ingestdo de alimentos contaminados por zearalenona
(ZEA), principalmente relacionada a problemas reprodutivos no parto, reducéo
na taxa de concepcéo e repeticdo de cio.

Nos equinos, a ingestdo de FB1 pode levar ao comprometimento
neuroldgio devido a leucoencefalomalacia, doenca descrita por diversos autores
em animais alimentados com milho e outros cereais contaminados por F.
verticillioides (WILSON et al., 1990). No Brasil, € comum relatos de equinos
intoxicados esta micotoxina em animais alimentados com dietas diversas.
Echenique et al. (2019) confirmaram a morte de dois equinos apds 0 consumo
de milho verde fresco contaminado por fumonisina. Os autores relataram a morte
dos animais apds 24 horas do inicio de sinais clinicos e confirmaram a causa via

necrépsia e analise histologica de amostras do sistema nervoso central.

2.2.3 Aflatoxinas

Na década de 60, a aflatoxicose, intoxicacdo por ingestdo da aflatoxina
produzida por fungos como Aspergillus parasiticus e Aspergillus flavus, ficou
conhecida pelo evento que matou cerca de 100.000 perus na Inglaterra. Até a
descoberta de sua verdadeira causa, ficou conhecida como “doenca X dos
perus” (PITT; HOCKING, 1986). Outros surtos ocorrem posteriormente, como 0
relatado em 1974 que afetou 379 pessoas e gerou 108 mortes pela ingestao de
milho contaminado por aflatoxina B1 no noroeste da india. Em 1982, no Quénia,
também se registrou surto relacionado a ingestao de alimento contaminado com
aflatoxina B1, quando 20 pessoas adoeceram e 12 delas morreram (FREIRE et
al., 2007). Devido a alta letalidade dos episddios de intoxicacdo causados por
ingestdo de micotoxinas, os estudos avangaram na area de micologia e
micotoxicologia.

Segundo MOSS (1998), apesar da identificacdo de 18 diferentes tipos de

aflatoxinas (AF), as mais comuns em contaminagao dos ingredientes de dietas
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séo B1 (AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFG1) e G2 (AFG2). As estruturas quimicas estao

dispostas na Figura 3.

Figura 3- Estruturas quimicas das aflatoxinas B, B2, G1, G2 e M.

Fonte: Adaptado de: Souto et al. Principais micotoxicoses em suinos. Vet. e Zootec.
2017 Set; 24(3): 480-494 (2017).

Apés a ingestdo de alimentos contaminados com aflatoxina Bi, ocorre
absorcdao e inicio de um processo de detoxificacdo no figado, a partir da ativacéo
de sistemas como o complexo enzimatico microssomal denominado citocromo
P-450. Esta primeira fase do processo de detoxificagdo compreende a agédo das
enzimas microssomais na reacao de epoxidacdo (ligagdo de um oxigénio) na
dupla ligacdo do éter vinilico da estrutura bifuréide que compde a molécula de
AFB1, formando a forma ativa denominada 8,9 6xido de AFB:1. A partir da reacao
de hidroxilacdo, o complexo enzimético gera mais trés compostos, de alta
solubilidade e capacidade de excrecdo nos fluidos corporais, AFB2q, AFM1 e
AFQ1, e por reacdo de O-demetilacdo, origina a AFP1 (BIEHL; BUCK, 1987,
OLIVEIRA; GERMANO, 1997). Além deste complexo enzimatico, enzimas
citoplasmaticas do figado sdo capazes de reduzir a AFBi1 em um composto
denominado aflatoxicol, o qual demonstra menor toxicidade, porém &
considerado importante devido a reversibilidade da reacdo (BIEHL; BUCK,

1987). A AFM1 pode ser excretada também no leite.
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A segunda etapa do processo de biotransformacdo da AFB:1 é
caracterizada pela conjugacéo dos compostos hidrossoluveis, como por exemplo
a ligacdo entre os compostos AFB2q, AFM1 e AFQi1 com acido glicurdnico e
sulfatos, a qual possibilita excre¢do em fluidos como urina, bile e fezes (BIEHL,;
BUCK, 1987; OLIVEIRA; GERMANO, 1997). A AFMi pode ser excretada
também no leite.

A AFB: é considerada mutagénica, carcinogénica e teratogénica. Os
mecanismos de mutagénese e carcinogénese sao relacionados a capacidade do
8,9 oxido de AFB: ligar-se a molécula de DNA a partir das guaninas, formando
compostos denominados adutos, fato que modifica a estrutura molecular e a
atividade biologica da molécula, como por exemplo danos a genes supressores
de tumores (HSIEH; ATKINSON, 1990; OLIVEIRA; GERMANO, 1997).

O composto 8,9 6xido de AFBi também tem afinidade com outras
macromoléculas, como a albumina sérica e forma adutos por reacfes
tautoméricas dialdeido com o grupo amino da lisina (JAGER et al., 2011). Tais
adutos podem sofrer acdo enzimatica e liberar um composto denominado AFB:1-
lisina (SABBIONI, 1990). A Figura 4 ilustra a biotransformacao da AFB1 baseada
no metabolismo de aves (GONCALVES et al., 2017).
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Figura 4 — Esquema da biotransformacéo de aflatoxina B.

Fonte: Adaptado de: Farias et al. (2005), Aflatoxina M, em leite: Um risco para a saude
publica. Embrapa Agroindustria de Alimentos. Documento 67. Rio de Janeiro, RJ; 2005.

A Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer — IARC, na Franga,
classificou algumas das micotoxinas em categorias, de acordo com a
probabilidade de serem cancerigenas em humanos, baseadas em analises de
evidéncias cientificas em humanos e experimentos realizados com animais. As
aflatoxinas produzidas principalmente por Aspergillus flavus e Aspergillus
parasiticus, B1 (AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFG1) e G2 (AFG1), além da M1 (AFMa),
produto da biotransformacao da AFB1, foram classificadas pela IARC em 2012
como grupo 1, ao qual séo incluidas as substancias quimicas com evidéncias
cientificas suficientes para concluir que podem causar cancer em humanos
(OSTRY et al., 2017). A Tabela 2 demonstra a classificacdo, segundo o IARC,

das aflatoxinas em comparac¢ao as demais principais micotoxinas.
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Tabela 2- Classificagdo das principais micotoxinas segundo o IARC.

Micotoxina Grupo Classificacdo Referéncias
Aflatoxinas Bl\jl B2 G1, Gz @ 1 Carcinogénico para humanos  IARC, 2012

i oA Provalmente carcinogénico i

para humanos
Fumonisinas B1 IARC,2002
Fumonisinas B2 2B Possivelmente carcinogénico  |ARC, 1993
Ocratoxina A IARC, 1993
Deoxinivalenol, Nivalenol, T- N&o cl_assific(_';\\(el quando a IARC, 1993
2 e Zearalenona 3 carcinogenicidade para
humanos

Patulina IARC, 1987

i 4 Provavelmente nao i

carcinogénico para humanos
Fonte: Adaptado de: Ostry et al, Mycotoxins as human carcinogens - the IARC
Monographs classification. Mycotoxin Res (2017) 33:65—73.

2.2.4 Aflatoxinas na bovinocultura leiteira

As micotoxinas, seus metabdlitos ou compostos gerados por interacdes
tém sido utilizados em pesquisas como biomarcadores de exposicdo. Em
bovinos leiteiros, a quantificacdo de AFMi é utilizada para verificacdo de
exposicdo a AFB: e eficiéncia de métodos de reducéo da biodisponibilidade de
AFB1 em bovinos que a receberam experimentalmente em doses especificas
(GONCALVES et al., 2017). Outro exemplo desta pratica é o uso de AFBa1-lisina,
antes empregada no monitoramento em humanos, para avaliacbes em suinos e
aves (SOUTO et al., 2017).

Nos bovinos leiteiros, reducdo na producdo de leite, no consumo de
alimentos e na conversdo alimentar, além de prejuizos reprodutivos,
claudicacdo, imunossupresséao, hepatotoxidade e nefrotoxidade sdo observados
como efeitos de aflatoxicose em animais expostos a dietas contaminadas de
forma experimental com AFB1 (KEMBOI et al., 2020; WHITLOW; HAGLER JR.,
2008). A fermentacdo ruminal também pode ser afetada e, por consequéncia,
causar prejuizos no aproveitamento de nutrientes. Estudos com emprego de
AFB:1 in vitro relataram efeitos como a reducdo na producdo de gas,
digestibilidade da matéria seca e concentracdes de amodnia-N e producao de
acidos graxos, fato que indica a aflatoxicose como importante risco para a
producéo leiteira (KEMBOI et al., 2020).
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De acordo com Gongalves et al. (2017), a literatura acerca dos efeitos da
exposicdo de bovinos leiteiros a AFB1 na producdo e composicdo do leite
apresentam resultados conflitantes. Em estudo conduzido a partir da
administragao oral, por gavagem, de 480 pg de AFB1 ao dia, os autores néo
encontram diferengas significativas na producdo e composicdo do leite,
concluindo que a divergéncia entre dados literarios demonstra que a
susceptibilidade dos bovinos leiteiros a toxicidade da AFB1 € variavel e pode
sofrer influéncia de diversos fatores, como nivel e tempo de exposi¢éo a toxina
e forma de administragédo, além de caracteristicas intrinsecas ao animal como
producao de leite, raca e sensibilidade individual.

A quantidade de AFM1 excretada por animais expostos a AFB1 em relagéo
ao nivel da toxina ingerida é denominada taxa de transferéncia. Em bovinos
leiteiros, a taxa de transferéncia de AFMa1 no leite ocorre em torno de 1% a 2%,
variando em até 6% (EFSA, 2004). Porém, assim como a suscetibilidade aos
efeitos toxicos da AFB1, a taxa de excrec¢do de AFMz1 no leite também é variavel
e apresenta divergéncias na literatura. De acordo com Xiong et al. (2015), a
excrecdo de AFM1 no leite pode ser influenciada pelo nivel de AFB:1 ingerido,
além de fatores intrinsecos ao animal como, por exemplo, producao de leite,
estagio de lactacdo, saude da glandula mamaria e a sensibilidade do individuo.

Independente dos efeitos sintomaticos e influéncias negativas sob o
desempenho de producdo ocasionados pela exposicdo a aflatoxina Bi, a
excregcdo de AFMi ocorrerd no leite de animais que ingeriram alimentos
contaminados mesmo em concentragcfes subtoxicas de AFB1 (DIAZ et al., 2004).
Este fato destaca a relevancia da detec¢ao deste metabdlito na producéo leiteira,
tanto como diagnostico e controle de aflatoxicose no rebanho, como para a

seguranca dos alimentos.

2.2.5 Limites maximos para micotoxinas e legislacéo

No Brasil, ndo ha legislacao especifica sobre os limites maximos tolerados
para cada uma das micotoxinas nos diversos insumos utilizados como base para
a alimentacdo dos animais de producdo. De acordo com a portaria n°7 do
Ministério da Agricultura publicada em 1988, que estabelece padrées minimos

das diversas matérias primas empregadas na alimentacdo animal, qualquer
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matéria prima destinada ao consumo animal deve respeitar o limite maximo de
50 pg/kg para aflatoxinas (BRASIL, 1988).

O Laboratério de Analises Micotoxicolégicas — LAMIC, localizado na
Universidade Federal de Santa Maria, no Rio Grande do Sul, elaborou
recomendacfes de limites méximos das principais micotoxinas de interesse
econdmico para algumas espécies de animais domésticos de acordo com suas
fases fisiologicas e estagios dentro dos sistemas de producédo. Na Tabela 3
estéo dispostos alguns dos limites recomendados pelo LAMIC para seis tipos de

micotoxinas.

Tabela 3. Algumas recomenda¢Bes do LAMIC para limites maximos toleraveis de

micotoxinas (ug/kg) em alimentos de algumas espécies de animais domésticos.

Micotoxina
Estagio dﬁs‘i)g?g’gﬂggo oufase ArlA FUMO OCRA DON  T-2  ZEA
Aves
Frango inicial ND 100 ND 200 ND 500
Frangos em crescimento 2 500 2 500 50 600
Frango Final 5 500 5 1000 50 1000
Poedeiras 10 500 5 1000 100 500
Matrizes 10 500 5 1000 100 500
Suinos
Inicial ND 500 50 200 ND 10
Crescimento 5 500 100 200 50 50
Terminagéo 10 1000 100 400 100 25
Matrizes 5 1000 100 400 100 ND
Bovinos
Bezerros 20 2000 500 1000 400 250
Touros adultos 20 5000 3000 1000 400 250
Vacas em lactacéo 0 3000 2000 2000 400 250
Equinos
Todos 20 500 100 500 1000 100
Perus
Até 21 dias ND 100 50 100 ND 10
Acima de 21 dias 5 500 100 200 50 50

Afla: aflatoxina / Fumo: Fumonisina / Ocra: ocratoxina / DON: Deoxinivalenol/ T-2:
Toxina T-2 / ZEA: Zearalenona. / ND: Nao detectado.

Fonte: Adaptado de Laboratério de Andlises Micotoxicolégicas — LAMIC, Universidade
Federal de Santa Maria — Santa Catarina (LAMIC, 2020).
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Devido aos riscos oferecidos para a saude dos consumidores, diversos

alimentos possuem limites maximos toleraveis para contaminagdo pelas

principais classes de micotoxinas, os quais estao listados no anexo Il da IN n°
88 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), publicada em 2021,

que define os limites maximos tolerados (LMT) de contaminantes em alimentos.

Tal legislagdo abrange desde graos, farinhas, até produtos destinados a

alimentacao infantil. A Tabela 4 apresenta um compilado dos limites de algumas

das principais micotoxinas em alguns dos alimentos listados na legislagéo

brasileira.

Tabela 4 — Sintese dos limites méaximos tolerados para as principais micotoxinas em

alguns alimentos pela legislag&o brasileira (ANVISA).

Micotoxina Alimento LMT (ug/Kg)
Leite fluido 0,5
Afla My Leite em pé 5
Queijos 2,5
Amendoim 20
Milho 20
Afla By, B2, G1e G2 Feijoes 5
Cereais e produtos de 5
cerais
Farinha de milho 1500
Milho de pipoca 2000
Fumonisinas B1 + B2 Milho em gréao para 5000
processamento
Amido de milho 1000
Milho em gréo para 400
Zeralenona posterior processamento
Arroz integral 400
Desoxinivalenol Farinha de trigo 1000
Feijdes 10
Ocratoxina A Produtos a base de 5
cacau
Patulina Suco e polpa de macé 50

Fonte: Adaptado do anexo Il da IN n° 88 de 26 de marco de 2021 que estabelece limites
maximos tolerados (LMT) de contaminantes em alimentos — ANVISA — (Brasil, 2021b)
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2.3  Objetivos
2.3.1 Objetivo geral

Avaliar a ocorréncia de fungos aflatoxigénicos e aflatoxinas em alimentos
de dietas destinadas a bovinos em sistemas organicos de producédo de leite e

avaliar a ocorréncia de AFM1 no leite produzido por estes animais.

2.3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a micobiota e a ocorréncia de fungos aflatoxigénicos em
alimentos destinados a dieta de bovinos leiteiros em sistema organico de
producao;

b) Avaliar a ocorréncia de aflatoxinas Bi, B2, Gi, G2 em alimentos
destinados a dieta de bovinos leiteiros em sistema organico;

c) Avaliar a ocorréncia de aflatoxina M1 em leite cru refrigerado produzido

em sistema organico;

2.4 MATERIAL E METODOS

2.4.1 Amostragem em propriedades de sistemas organicos

Foram coletadas, em propriedades no estado de Sao Paulo, 36 amostras
de alimentos destinados a dieta de vacas leiteiras em sistema orgénico, sendo
26 de concentrados e 10 de silagens, e 25 amostras de leite cru refrigerado. As
propriedades estdo localizadas no interior do estado de Sdo Paulo, nos
municipios de Pirassununga, Descalvado, Luiz Antbnio, Sdo Carlos, Itirapina e
Serra Negra, como demonstrado na Figura 5. As propriedades foram escolhidas
entre as produtoras organicas de leite da macrorregido de Pirassununga/SP de
acordo com a distancia e interesse na participacédo no projeto durante o periodo
estabelecido, permitindo a visitacdo técnica da equipe e amostragens. As
identidades das propriedades leiteiras e laticinios foram preservadas e para
identificacdo em publicacdo de dados foram utilizadas letras em ordem alfabética

escolhidas de forma aleatéria.
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Figura 5. Localizag&o por municipio das propriedades em sistema de producao organico

participantes do experimento.

Fonte: Adaptado de Google Maps, 2022. Disponivel em:
https://www.google.com/maps/place/S%C3%A30+Paulo/@-22.5481643, -
50.8804391,7z/data=!3m1!4b1!4m5!3m4!1s0x94ce597d462f58ad:0x1e5241e2el17b7cl
718m2!13d-21.292245714d-50.3428431

As visitas para coleta das amostras ocorreram de agosto de 2019 a
dezembro de 2022, com interrupcdo de marco de 2020 a setembro de 2021
devido a pandemia de COVID -19. As frequéncias amostrais foram de caréater
aciclico, englobando primavera, verdo e inverno. Durante o periodo de
suspensao das visitas, as propriedades A, B e F encerraram a producéo organica
de leite e por isso deixaram de participar do projeto. O niumero de visitas técnicas
e a quantidade de amostras coletadas por visita em cada propriedade esta

representado na Tabela 5.
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Tabela 5 - Visitas técnicas nas propriedades e nUmero de amostras coletadas por

visita.
Amostras coletadas por visita
Propriedade NUmero de visitas Concentrado Silagem Leite
A 2 2 1 2
B 2 2 1 2
C 7 7 0 7
D 2 2 1 2
E 6 7 6 6
F 1 1 1 1
G 5 5 0 5
Total 25 26 10 25

Fonte: Prépria autoria.

Os alimentos foram amostrados de acordo com a disponibilidade e
manejo alimentar da propriedade. Cerca de 500 g de cada categoria foram
coletados, em sacos estéreis, de diferentes pontos do local armazenado,
constituindo uma Unica amostra de 2 kg. As amostras de leite foram constituidas
por 500 ml, por visita, coletados assepticamente do tanque de refrigeracao das
propriedades ap0s homogeneizagdo. As amostras foram identificadas e
acondicionadas em caixas isotérmicas com gelo e transportadas para o
Laboratério Multiusuario de Microbiologia da Faculdade de Zootecnia e
Engenharia de Alimentos — USP em Pirassununga/SP para as analises.

Foram registradas informac¢des da estacdo do ano em que cada coleta foi
realizada e caracteristicas dos locais utilizados no estoque dos alimentos
coletados. Os locais de estoque foram caracterizados como: “presenga ou
auséncia de sala fechada especifica para armazenagem de ingredientes e
alimentos destinados a dieta dos animais” e “uso de estrados (tipo pallets) de
materiais diversos para acomodacdo das embalagens de ingredientes e

alimentos destinados a dieta dos animais”.

2.4.2 Caracterizacao dos alimentos e locais de armazenagem

De forma geral, as propriedades utilizavam ingredientes semelhantes na
composicao das dietas destinadas as vacas em lactacdo, sendo eles farelos de
milho, soja, amendoim e trigo. Os alimentos concentrados, componentes das
dietas amostradas, foram adquiridos de fornecedores e somente armazenados

e misturados nas propriedades. Tais alimentos estdo listados como permitidos
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para alimentacdo de bovinos leiteiros em producdo organica, na legislacao
vigente para sistemas organicos, Instru¢cdo Normativa n°46, de outubro de 2011,
do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento. A comprovacdo da
aquisicdo de alimentos permitidos pela legislacdo é feita diretamente entre o
produtor e a empresa certificadora.

Nas propriedades em que 0 manejo permitiu a coleta de silagens, os tipos
amostrados foram: silagem de milho, silagem de sorgo, silagem de capim
mombaca, silagem de consorcio entre sorgo e capim mombaca, € consorcio
entre sorgo e leguminosa (Lab-lab). A Figura 6 ilustra a coleta de amostras de

concentrado e silagem.

Figura 6 - Amostragem de alimentos de consumo animal.

A. B.

Legenda: A. Concentrado em uso ha composi¢cédo de dietas para bovinos em sistema
organico de producéo de leite. B. Silagem, coletada diretamente do silo, em uso como
fonte de volumoso em dietas para bovinos em sistema orgéanico de producéo de leite.
Fonte: Prépria autoria.

Os locais de armazenagem dos alimentos concentrados eram diversos.
Com o intuito de categorizar as instalacbes e possibilitar a comparacéo, foram

registradas as informacdes a sequir:

e Presenca de sala fechada especifica para estocagem de alimentos, sendo
gue neste quesito considerou-se “ausente” quando o local ndo possuia
paredes inteiras com porta, ou a sala também era utilizada para

maquinario e implementos agricolas;
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e Presenca de estrados (tipo pallet), de qualquer material, para
acomodacéo das embalagens de ingredientes e concentrados totais, com
objetivo de ndo permitir o contato com o chao;

e Presenca de silo para armazenagem do concentrado;

As Figuras 7 a 12, ilustram algumas das infraestruturas utilizadas para a
armazenagem dos alimentos destinados a nutricdo das vacas em lactagdo nas

propriedades amostradas.

Figura 7 - Armazenagem de alimentos - Propriedade C.

Legenda: A. Interior da sala de armazenagem de alimentos. B. Armazenagem das
embalagens de insumos sob estrado de madeira tipo pallet. C: Silo para estoque de
concentrado localizado ao lado da sala de armazenagem.

Fonte: Prépria autoria.
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Figura 8 - Sala de armazenagem de alimentos - Propriedade E.

Fonte: Prépria autoria.

Figura 9 — Interior da sala de armazenagem de alimentos — Propriedade E.

Legenda: Armazenagem das embalagens de insumos sob estrado de madeira tipo
pallet.
Fonte: Prépria autoria.
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Figura 10 - Silo para estoque de concentrado localizado ao lado da sala de

armazenagem - Propriedade E.

Fonte: Prépria autoria.

Figura 11 - Armazenagem de alimentos - Propriedade G.

B C

A

Legenda: A. Exemplo de sala de armazenagem de alimentos “aberta”. B.
Armazenagem das embalagens de insumos sob estrado de madeira tipo pallet. C:
Armazenagem de concentrado localizado dentro da sala de armazenagem.

Fonte: Prépria autoria.
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Figura 12- Silo de armazenagem para concentrado — Propriedade D.

Fonte: Prépria autoria.

2.4.3 Andlises das amostras de alimentos

2.4.3.1 Mensuracao da atividade de agua

As amostras de alimentos, concentrados e silagens foram submetidas a
determinacao da atividade de agua, para avaliar a quantidade de agua disponivel
nos produtos, utilizando o equipamento AQUALAB 4TE (Decagon Devices, Inc.,
Pullman, EUA).

2.4.3.2 Avaliagdo da micobiota

2.4.3.2.1 Contagem de bolores e leveduras

As amostras de alimentos foram submetidas a avaliacdo da micobiota.
Dez gramas de cada amostra, previamente homogeneizadas, foram diluidas em
90 mL de agua peptonada 0,1% (diluicdo 10') e homogeneizadas. A partir desta,
foram realizadas diluicdes sucessivas até 10°, com a inoculagdo em superficie
de 0,1 mL em meio de cultivo DRBC (Aa > 0,95) e DG18 (Aa <0,95), de acordo
com a atividade de &gua apresentada pelas amostras. As placas foram
incubadas a temperatura de 25°C por cinco dias e, ap6s este periodo, foi
efetuada a contagem de colbnias. A partir deste resultado, foi aplicada correcéo
pelo fator de diluicdo, para o calculo do nimero de unidades formadoras de
colénia por grama de amostra (UFC/g) (SILVA et al., 2010).
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As colbnias de diferentes tipos morfolégicos foram isoladas em agar
batata e identificadas pela técnica de microcultivo (RIDDELL, 1950). Apds o
periodo de microcultivo, foram observadas as caracteristicas morfologicas
(macroscopicas e microscépicas) das coldnias formadas conforme descrito por
Pitt e Hocking (2009) e classificados de acordo com o género.

2.4.3.2.2 ldentificagcdo de Aspergillus Seccao flavi

As colbnias caracteristicas do género Aspergillus foram submetidas a
triagem em meio diferencial AFPA (Agar Aspergillus flavus e parasiticus) a 30 °C
por 48 a 72 h de acordo com metodologia de (PITT, J. I.; HOCKING; GLENN,
1983). O meio AFPA é utilizado para diferenciagdo dos Aspergillus Seccgéo flavi.
As colonias de A. flavus e A. parasiticus apresentam base com coloracéo
amarelo alaranjada devido a producédo do &cido aspergilico que reage com o
citrato de ferro amoniacal presente no meio. Os fungos identificados como
positivos para Aspergillus secdo Flavi serdo testados quanto ao potencial

toxigénico.

2.4.3.2.3 Avaliacdo do potencial toxigénico dos isolados de Aspergillus
secao Flavi

Na sequéncia, para avaliacdo do potencial aflatoxigénico foi utilizada a
técnica preconizada por Lin e Dianese (1976). Um inéculo da colbnia de
Aspergillus se¢do Flavi, obtido do cultivo da cepa em agar Batata Dextrose a
25°C, foi semeado em agar coco e incubado a 25°C por 15 dias. Apds esse
periodo, todo o contetdo da placa foi transferido para frasco erlenmeyer de 250
mL e, para cada 10 g da cultura com o agar, 30 mL de cloroférmio foram
acrescentados. Os frascos foram submetidos a agitador mecanico horizontal
durante 30 minutos. Os extratos cloroformicos foram filtrados em papel de filtro
e recolhidos em frascos ambar. Os filtrados foram evaporados até residuo em
banho-maria (60°C) e armazenados a - 4 °C até a analise.

Foi realizada triagem através de cromatografia em camada delgada
(CCD) com os extratos ressuspendidos em 1 mL de cloroférmio e aplicados 10
uL de cada extrato em cromatofolha de silica gel G60 (Merck). A cromatografia
foi realizada em cuba cromatografica contendo como fase movel solucéo
saturada de cloroformio:acetona (9:1, v/v). Apos a corrida cromatografica, as

cromatofolhas foram secas em capela de exaustao e observadas em sala escura
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sob luz UV com comprimento de onda (1) de 360 nm. As manchas das amostras
foram comparadas as dos padrdes de aflatoxinas (AFB1, AFB2, AFG1, AFG2) de

acordo com o Rf dos padrdes.

2.4.4 Determinacgao de aflatoxinas nas amostras de alimentos e leite cru
refrigerado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para a determinagcdo de Aflatoxinas AFBi1, AFB2, AFGi e AFG2, os
alimentos foram analisados utilizando o método | para os concentrados e o
método |l para as silagens. J& para a determinacdo de AFM1 nas amostras de

leite foi utilizado o método IlI.

2.4.4.1 Preparacdo das amostras de alimentos

Para as andlises de aflatoxinas, as amostras de concentrado foram
homogeneizadas, seguido de pesagem da amostra analitica (25g) (OLIVEIRA et
al., 2010). As amostras de silagem foram pesadas, submetidas a pré-secagem
a 60° durante 72 horas para posterior moagem em moinho tipo Wiley. O material
moido foi aliquotado em unidades de 25g para pesagem da amostra analitica

para determinacao de aflatoxinas.

2.4.4.2 Método I: determinacado das aflatoxinas AFB1, AFB2, AFG: e
AFGzem concentrado
24421 Padrdes e solventes

Os padrbes de AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 (Sigma-Aldrich Mix de aflatoxina
Oekanal® 20 pug/mL B1, G1, B2, G2 em acetonitrila) foram diluidos em acetonitrila
para obtenc&do da concentracdo exata das aflatoxinas. Os solventes utilizados
foram metanol e acetonitrila Grau HPLC (High Performance Liquid
Chromatography).
24.4.2.2 Curva de calibracdo e tempos de retencao

Para as curvas de calibragdo das AFBi1, AFB2, AFG1 e AFG2 foram
utilizadas cinco concentracfes, com 0,5, 1, 5, 10 e 15 ng/mL de cada padréo. As
quantidades correspondentes a cada concentragédo foram colocadas em um vial
e evaporadas até a secagem sob fluxo de ar comprimido. Em seguida, procedeu-
se a derivatizacdo com 25 uL de &cido tifluoroacético por 5 minutos,

ressuspensdo com 975 uL de acetronitrila-agua (2:8, v/v) e homogeneizacdo em
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vortex por 1 minuto. Injetou-se 50 uL de cada solucdo padrdo no sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

O coeficiente de determinacédo (R?) das curvas de AFGi, AFBi1, AFG2, e
AFB2 foram, 0,9966, 0,9996, 0,9988 e 0,9996 respectivamente. As curvas
obtidas podem ser observadas na Figura 16.

Figura 13 - Curvas de calibragdo das AFG:, AFB1, AFB; e AFGs:.

Curvas de calibragdo com 5 pontos obtidas da solugéo padréo de (A) AFG;: (coeficiente
de correlagéo r = 0,9983), (B) AFB: (coeficiente de correlagdo r = 0,9998), (C) AFG:2
(coeficiente de correlagéao r = 0,9994), (D) AFB; (coeficiente de correlagédo r = 0,9998).
Fonte: Prépria autoria.

Os tempos de retencao de cada aflatoxina podem ser verificados na Figura
14.
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Figura 14 - Cromatograma com os tempos de retencdo de cada aflatoxina na
concentracao de 5,0ug/kg.

Cromatograma com os tempos de retencao de cada aflatoxina, sendo: AFG»: 4.110 min,
AFGi: 5.908 min, AFB,, 8.372 min e para AFB1 e 12.890 min.
Fonte: Prépria autoria.

2.4.4.2.3 Limites de deteccdo do método

Os limites de deteccao (LD) e os limites de quantificacdo (LQ) foram
determinados a partir do preparo das solucdes padrdes de aflatoxinas (Sigma-
Aldrich Mix de aflatoxina Oekanal® 20 ug/mL B1, G1, B2, G2 em acetonitrila), até
atingir a menor concentracdo detectada e quantificada de aflatoxinas nas
amostras de concentrados (CASSIANO et al., 2009).

O resultado do limite de deteccao (LOD) e o limite de quantificacéo (LOQ)

do método | esta disposto na Tabela 6.

Tabela 6. Limite de detecgéo e Limite de quantificacdo de amostras de concentrado
(Método ).

Limites Concentrado
(AF pg/kg)
LOD 0,03
LOQ 0,09

LOD: Limite de Deteccao e LOQ: Limite de Quantificacao.
Fonte: Prépria autoria.

24.4.2.4 Descrigcdo do método I:
A determinagédo de aflatoxinas (Bi, B2, G1 e G2) nas amostras de

concentrados foi efetuada de acordo com a metodologia realizada no Toxicology
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Laboratory da University of Missouri, Columbia, USA, sob coordenacéo do Dr.
George E. Rottinghaus, utilizando-se colunas de imunoafinidade Aflatest WB®
(Vicam, Watertown, EUA) e sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), conforme descrito resumidamente a seguir (Método 1) (MICHELIN et al.,
2017).

A amostra de concentrado foi homogeneizada e pesada. A amostra
analitica (25 g) foi colocada em um frasco, juntamente com 5 g de NaCl e 100
mL de metanol-4gua (80:20, v:v). Apos a agitacdo a 250 rpm em mesa agitadora
(Lucadema, Sao Paulo, Brasil) por 30 minutos, procedeu-se a filtragdo da mistura
em papel de filtro Whatman n°1 (Inc. Clifton, New Jersey, EUA) e o recolhimento
em outro recipiente.

Em um tubo cbnico de 15mL, adicionaram-se 10 mL de solucao de tampéao
fosfato 0,01M, e 1mL da amostra filtrada. A solucdo foi passada através da
coluna de imunoafinidade Aflatest WB® (Vicam, Watertown, EUA) com fluxo de
1-2 gotas/s. Em seguida, a coluna foi lavada com 15 mL de solu¢do de tampao
fosfato 0,01 M. Realizou-se a eluicdo das micotoxinas com a passagem de 1,5
mL de metanol pela coluna de imunoafinidade. Recolheu-se o eluato em um vial
de 2mL e, em seguida, procedeu-se a evaporacao até a secagem sob fluxo de
ar comprimido. Os vials foram armazenados a -20° até o momento da
derivatizacdo e injecao no sistema CLAE (MICHELIN et al., 2017).

2.4.4.2.4.1 Derivatizacao das aflatoxinas Bi, B2, G1 e G2

Foi utilizado o método de derivatizacdo pré coluna. As amostras de
alimentos e os padrdes utilizados na curva e desempenho dos métodos foram
evaporados, derivatizados com 25 L de &cido trifluoroacético por 5 minutos,
ressuspendidas com 975 pL de ACN:H20 (2:8, v/v), totalizando 1 mL, e
homogeneizadas em vértex por 1 minuto para injecao no sistema CLAE.

2.4.4.2.5 Desempenho do método analitico |: ensaios de recuperacao
Para a avaliagdo do desempenho do método analitico foram realizados
ensaios de recuperacao em amostras de concentrados, que foram contaminadas
artificialmente com as aflatoxinas AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 nas concentracdes
de 5,0 e 20 ng/ml. As amostras foram preparadas em triplicata para cada
concentracédo do composto, seguindo o método descrito anteriormente na se¢ao

2.4.4.2.4.(pag. 55 e 56). As aflatoxinas foram incluidas no conteudo filtrado, ap6s
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a etapa de extragcdo por solvente, antes da passagem na coluna de
imunoafinidade. Procedeu-se a derivatizacdo e injecado no sistema CLAE para
obtencéo de percentuais de recuperacao e coeficiente de variacao.

A recuperacdo média para os dois niveis de aflatoxinas no concentrado
foi de 85% para AFB1, 92,9% para AFB2, 81,4% para AFG1 e de 88,4% para
AFGa. Os niveis e porcentagens de recuperacao obtidos podem ser observados

na Tabela 7.

Tabela 7. Percentuais de recuperacao e coeficientes de variacdo obtidos nos ensaios
de validacdo do método de analise de aflatoxinas AFB1, AFB2, AFG1 AFG2 em

amostras de concentrado (Método ).

AFB; AFB: AFB: Recuperacdo Coeficiente de
Adicionada Observada Média Média Variagéo
(ug’kg) (na/kg) (ng/kg) (%0) (%0)
3,8
5,0 3,9 4,1 81,2 9,3
4,5
16,0
20,0 17,7 17,7 88,7 9,7
19,5
AFB; AFB; AFB:2 Recuperacdo Coeficiente de
Adicionada Observada Média Média Variagéo
(ug/kg) (na/kg) (rg/kg) (%0) (%0)
4,2
5,0 4,5 4,5 90,6 7,4
4,9
18,6
20,0 18,2 19,0 95,1 5,9
20,3
AFG; AFG: AFG; Recuperacdo Coeficiente de
Adicionada Observada Média Média Variagéo
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) (%) (%)
3,7
5,0 4,3 4,1 82,3 7,7
4,3
16,9
20,0 15,7 16,1 80,5 4,3
15,7
AFG; AFG: AFG; Recuperacdo Coeficiente de
Adicionada Observada Média Média Variagao
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) (%) (%)
4,1
5,0 4,9 4,5 90,2 8,9
4,5
20,0
20,0 14,8 17,3 86,6 59
17,1

Fonte: Prépria autoria.
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De acordo com a Uniédo Europeia (CE 401/2006), para aflatoxinas Bai, Bz,
Gi1 e G2 recomendam-se niveis entre 1 a 10 pg/kg com recuperagéo de 70 a
110% e niveis acima de 10 pg/kg, recuperacbes de 80 a 110% (UNIAO
EUROPEIA, 2006). O coeficiente de variacdo (CV) para niveis menores que 1
pg/kg ndo deve ser superior a 30% e para niveis de 10 a 99,9 pg/kg ndo devem
exceder 20% (BRASIL, 2011d). Os percentuais de recuperacao e coeficientes

obtidos apresentaram-se dentro de tais faixas recomendadas.

2443 Método Il: Determinacédo das aflatoxinas AFB1, AFB2, AFGi1 e
AFG:2 em silagens

24.4.3.1 Padrfes e solventes
Os padrdes e solventes foram mesmos indicados para o método Il (secao

2.4.4.2.1; pag. 53) e utilizados do mesmo modo.

2.4.4.3.2 Curva de calibracdo e tempos de Retencao
As curvas de calibracdo e tempos de retencao foram os mesmos obtidos
para o no método Il (secédo 2.4.4.2.2; pag. 53 a 55).

2.4.4.3.3 Limites de deteccdo do método

Os limites de deteccao foram obtidos de acordo com metodologia descrita
para o método Il (secdo 2.4.4.2.4; pag. 55). Os resultados estédo dispostos na
Tabela 8.

Tabela 8. Limite de deteccao e Limite de quantificacdo de amostras de silagens (Método

11).

. Silagem
Limites
(AF pg/kg)
LOD 0,03
LOQ 0,3

LOD: Limite de Deteccédo e LOQ: Limite de Quantificacao.
Fonte: Propria autoria.

24434 Descrigcdo do método Il
Para a determinacdo de aflatoxinas (Bi, B2, G1 e G2) em silagens,

adaptou-se a metodologia realizada no Toxicology Laboratory da University of
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Missouri, Columbia, EUA, sob coordenacdo do Dr. George E. Rottinghaus,
utilizando-se colunas de imunoafinidade Aflatest WB® (Vicam, Watertown,
Estados Unidos da América) e sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), conforme descrito resumidamente a seguir (Método Il) adaptado de
(MICHELIN et al., 2017).

A amostra analitica de silagem (12,5g) foi colocada em um frasco,
juntamente com 2,5 g de NaCl e 100 mL de metanol-agua (80:20, v:v). Apos a
agitacdo a 250 rpm em mesa agitadora (Lucadema, S&o Paulo, Brasil) por 30
minutos, procederam-se duas filtracdes da mistura, a primeira utilizando papel
de filtro Whatman n°1 (Inc. Clifton, New Jersey, EUA), e a segunda utilizando
filtro seringa (PTFE/B 0,45 pm; 25mm; Unichro/Allcrom). O filtrado foi recolhido
em outro frasco.

Em um tubo conico de 15mL, foram adicionados 10 mL de solucdo de
tampéo fosfato 0,01M, e 0,5 pL da amostra final filtrada. A solucédo foi passada
através da coluna de imunoafinidade Aflatest WB® (Vicam, Watertown, EUA)
com fluxo de 1-2 gotas/s. Em seguida, a coluna foi lavada com 15 mL de solug&o
de tampéo fosfato 0,01 M. Realizou-se a eluicdo das micotoxinas com a
passagem de 1,5 mL de metanol pela coluna de imunoafinidade. Recolheu-se o
eluato em um vial de 2mL e em seguida realizou-se a evaporacéao até a secagem
sob fluxo de ar comprimido. Os vials foram armazenados a -20° até o momento
da derivatizacéo e injecao no sistema CLAE (MICHELIN et al., 2017).

2.4.4.3.4.1 Derivatizacao das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2
A derivatizagdo foi realizada de acordo como indicado na secgéo
2.4.4.2.5.1 (pag. 56).

2.4.4.35 Desempenho do método analitico Il: ensaios de recuperacao

Para a avaliacdo do desempenho do método analitico foram realizados
ensaios de recuperacao de acordo com o indicado na secao 2.4.4.2.6 (Pag. 56),
em amostras de silagens. As amostras foram preparadas em triplicata para cada
concentracdo do composto, seguindo o método descrito na se¢cdo 2.4.4.3.4.
(pag. 59).

A recuperacao média para os dois niveis de aflatoxinas em silagens foi de
98,30% para AFB1, 108,23% para AFB2, 89,62% para AFG1 e de 98,79% para
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AFGa2. Os niveis e porcentagens de recuperacao obtidos podem ser observados

na Tabela 9.

Tabela 9. Percentuais de recuperacédo e coeficientes de variacdo obtidos nos ensaios
de validacdo do método de analise de aflatoxinas AFB1, AFB2, AFG1 AFG2 em

amostras de silagem (Método ).

AFB1 AFB1 AFB1 Recuperacdo Coeficiente de
Adicionada Observada Média Média Variacao
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) (%) (%)
4,462
5 5,711 5,200 104,01 12,59
5.428
14,747
15 14,014 13,887 92,58 6,7
12,899
AFB2 AFB2 AFB2 Recuperacdo Coeficiente de
Adicionada Observada Média Média Variagao
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) (%) (%)
4,989
5 6,194 5,710 114,19 11,14
5,946
16,103
15 15,422 15,342 102,28 5,24
14,500
AFG1 AFG1 AFG1 Recuperacdo Coeficiente de
Adicionada Observada Média Média Variagao
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) (%) (%)
3,828
S) 5,116 4,571 91,41 14,58
4,768
13,845
15 13,093 13,176 87,84 4,79
12,591
AFG2 AFG2 AFG2 Recuperacdo Coeficiente de
Adicionada Observada Média Média Variagao
(ng’kg) (na/kg) (ng/kg) (%) (%)
4,297
5 5,614 5,081 101,63 13,65
5,333
14,935
15 14,408 14,392 95,95 3,83
13,834

Fonte: Prépria autoria.
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Os percentuais de recuperacdo e coeficientes de variagdo obtidos
apresentaram-se dentro das faixas recomendadas, respectivamente, pela Uniédo
Europeia (CE 401/2006) (UNIAO EUROPEIA, 2006) e pelo MAPA (BRASIL, 2011d).

24.4.4 Método Ill: Determinacdo de Aflatoxina Mi em leite cru

refrigerado

24441 Padrdes e solventes
O padrao de AFM: (Sigma-Aldrich 0,5 pg/mL M1 em acetonitrila) foi diluido
em acetonitrila para obtencdo da concentracdo exata da aflatoxina. Os solventes

utilizados foram metanol e acetonitrila Grau HPLC.

24.4.4.2 Curva de calibracdo e tempo de retencao

Para a curva de calibragdo da AFM:1 foram utilizadas cinco concentragoes,
com 0,1, 0,5, 1, 2 e 3 ng/mL do padrdo. As quantidades correspondentes a cada
concentracdo foram colocadas em um vial e evaporadas até a secura sob fluxo
de N2. Em seguida, foram ressuspendidas com 1000 uL de acetronitrila-Agua
(2:8, v/v) e homogeneizadas em vortex por 1 minuto. Injetou-se 50 uL de cada
solucéo padréao no sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

O coeficiente de determinacéo (R?) da curva de AFM: foi 0,9995. A curva
obtida pode ser observada na Figura 15.
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Figura 15 - Curva de Calibracdo da AFM;.

Legenda: Curva de calibracdo com 5 pontos obtidas da solugdo padrdo de AFM;
(coeficiente de correlagéo r= 0,9997).
Fonte: Prépria autoria.

O tempo de retencédo da AFM1 foi de 4.130 minutos (Figura 16).

Figura 16 - Cromatograma com o tempo de retencdo da aflatoxina M1 na concentracao
de 3 ug/L.

Legenda: Cromatograma com o tempo de retencéo da aflatoxina M; de 4.130 minutos.
Fonte: Prépria autoria.

24443 Limites de deteccao
Os limites de deteccdo (LD) e os limites de quantificacdo (LQ) foram
determinados a partir do preparo das solucdes padrdes de aflatoxinas (Sigma-

Aldrich 0,5 pg/mL Mi em acetonitrila), até atingir a menor concentracao
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detectada e quantificada de aflatoxinas nas amostras de leite (CASSIANO et al.,
2009).
O resultado do limite de deteccao (LOD) e o limite de quantificacdo (LOQ)

do leite estao representados na Tabela 10.

Tabela 10 - Limite de Detecgédo e Limite de quantificagdo de amostras de leite.

Limites AFM; pg/L
LOD 0,008
LOQ 0,08

LOD: Limite de Deteccao e LOQ: Limite de Quantificacao.
Fonte: Prépria autoria.
24444 Descricao do método lll:

A determinagdo de aflatoxina M1 nas amostras de leite foi efetuada
utilizando colunas de imunoafinidade AFM1 HPLC® (Vicam, Watertown, EUA). A
metodologia foi realizada de acordo com VICAM (2018) e Lee et al., (2009), com
modifica¢des, conforme descrito resumidamente a seguir.

A amostra de leite foi previamente desnatada. Procedeu-se a
centrifugacdo de 50mL de leite gelado a 3.000 rpm por 15 minutos a 4°C e
retirou-se a gordura da superficie, descartando-a. A centrifugacéo foi realizada
duas vezes. Em seguida, transferiu-se 2mL da amostra para um tubo falcon de
15mL contendo 10mL de solucéo de tampéo fosfato 0,01M.

A solucéo foi passada através da coluna de imunoafinidade AFM1 HPLC®
(Vicam, Watertown, EUA) com fluxo de 1-2 gotas/s. Logo apés, a coluna foi
lavada com 10 mL de solucéo de tampéo fosfato 0,01 M e mais 3mL de agua
ultrapura. Realizou-se a eluicdo da micotoxina com a passagem de 1,5 mL de
metanol e 1,5mL de agua ultrapura pela coluna de imunoafinidade. O eluato foi
recolhido em um tubo e 1mL transferido para o vial, injetando-se 50uL no sistema
CLAE.

24445 Desempenho do método analitico lll: ensaios de recuperacao

Para a avaliacdo do desempenho do método analitico, realizaram-se
ensaios de recuperacdo nas amostras de leite, que foram contaminadas
artificialmente com AFMz1 nas concentragbes de 0,5, 1 e 3 pg de AF/kg. As
amostras foram preparadas em triplicata para cada concentracdo do composto,

seguindo o método Il descrito na secédo 2.4.4.4.4. (P4g. 63), e injetadas no



63

sistema CLAE para obtencéo de percentuais de recuperagao e coeficiente de
variacdo. A AFML1 foi incluida no conteudo filtrado, apos a etapa de extracao por
centrifugacédo, antes da passagem na coluna de imunoafinidade.

A recuperacdo média para os trés niveis (0,5; 1,0 e 3,0 pug de AFM4/L) de
AFM:1 no leite foi de 105% para AFM1. Os niveis e porcentagens obtidas estao

dispostos na Tabela 11.

Tabela 11 - Percentuais de recuperacao e coeficientes de variacdo obtidos nos ensaios

de validacdo do método de andlise de aflatoxina M; em amostras de leite.

AFM; adicionada AFM; observada AFM;média Recuperacao

. CV (%)
(Mg/L) (Mg/L) (Mg/L) média (%)

0,558
0,5 0,507 0,532 106,4 4,8
0,531

1,053
1 1,017 1,02 102 3,1
0,99

3,075
3 3,228 3,195 106,5 3,36
3,282

CV: coeficiente de variagéo
Fonte: Prépria autoria.

De acordo com a Unido Europeia (CE 401/2006), para aflatoxina Mz
recomendam-se niveis maiores que 0,05 pg/L com recuperacédo de 70 a 110%.
(UNIAO EUROPEIA, 2006). O coeficiente de variacédo (CV) para niveis menores
que 1 pg/L ndo deve ser superior a 35% (BRASIL, 2011d). Os percentuais de
recuperacdo e coeficientes de variacdo apresentaram-se dentro de tais faixas

recomendadas.

2445 Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
Para todas as analises foram injetados 50 pL de cada amostra no sistema
CLAE, cromatografo modelo Prominence 20A (Shimadzu Corporation, Kyoto,
JP), com injetor automatico, SIL-20A HT (Shimadzu Corporation, Kyoto, JP). A
quantificacdo das amostras de aflatoxinas foi determinada pelo software
LabSolutions (Shimadzu Corporation, Kyoto, JP) através das areas dos picos e

da equacdo da curva analitica. A partir desses dados, foram realizados os
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calculos das concentracfes das amostras, para se chegar ao resultado final em
Hg/kg de cada composto.

A fase movel utilizada para separacdo dos compostos na determinacéo
das Aflatoxinas nos trés métodos foi isocratica composta por:
agua:acetonitrila:metanol (400:100:100, v/v/v), com um fluxo de 1 mL/min. A
coluna utilizada foi a Hyperclone BDS C18 (3um) 100 x 4,6 mm (Phenomenex®,
Califérnia, EUA), cartucho de pré-coluna da Shim Pack GVP-ODS 10Lx4,6
(Shimadzu Corporation, Kyoto, JP) e detector de fluorescéncia RF-20A com
excitacdo de 362 nm e emisséo de 455 nm (Shimadzu Corporation, Kyoto, JP).

2.4.5 Andlise estatistica

Realizou-se analise estatistica de componentes principais, com o objetivo
de avaliar de forma conjunta as variaveis qualitativas e quantitativas, de acordo
com as premissas da Andlise Fatorial de Dados Mistos (FAMD) (JOLLIFE;
CADIMA, 2016; LINARES PEREIRA, 2019). As andlises foram realizadas
utilizando o programa R (R CORE TEAM, 2019).

2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.5.1 Anédlises da micobiota

Nas amostras de concentrado a atividade de &gua (Aa) média variou de
0,5895 e 0,8687 e as contagens médias de bolores e leveduras variaram de 4,78
a 6,42 Log UFC/g. De forma geral, amostras de todos os locais apresentaram
fungos do género Aspergillus spp. e Aspergillus secao Flavi.

Para as amostras de silagem a atividade de agua (Aa) média variou de
0,5361 a 0,9959, e as contagens médias de bolores e leveduras variaram entre
3,95 e 8,95 a Log UFC/g. As amostras de silagem apresentaram expressiva
contagem de leveduras, sendo que somente uma amostra da propriedade F
apresentou Aspergillus spp. Outros géneros de fungos filamentos foram
identificados nas amostras de alimentos, como por exemplo: Fusarium spp.,
Penicillium spp. e Rhizopus spp.

Os resultados de atividade de agua (Aa), contagens de bolores e
leveduras, géneros de fungos identificados e presenca de Aspergillus secéo
Flavi, por propriedade, estdo dispostos nas Tabelas 12 a 18, a seguir.



Tabela 12 - Resultados da analise da micobiota dos alimentos coletados na propriedade A.
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Presenca de

~ : Contagem de Bolores e Géneros de fungos .
Coleta  Estagdo do ano Alimento Aa Leveduras (Log UFC/g) identificados (Log UFC/Q) Asp§rg|llu§
secdao Flavi
Silagem de sorgo e Lab Lab
1 Inverno _ 0,9786 8,95 .
(Leguminosa) Somente leveduras* N&o
Concentrado (farelo de milho,
1 Inverno L . ] 0,5746 5,90 ] ) ]
soja ndo trans e nucleo mineral) Aspergillus spp. e Fusarium spp. Sim
Concentrado (farelo de trigo,
2 Veréo _ i 0,6577 4,36 _ _ )
farelo de soja e nucleo) Aspergillus spp. e Fusarium spp. Sim
Média dos concentrados (n=2) 0,6162 5,13

Aa: Atividade de 4gua; UFC/g: Unidades formadoras de colénias por grama. n = nimero de amostras que compde a média.
*As leveduras foram apenas contadas e ndo houve identificacdo a nivel de género como nos fungos filamentosos.

Fonte: Prépria autoria.
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Tabela 13 - Resultados da analise da micobiota dos alimentos coletados na propriedade B.

Coleta Estacio do ano Alimento Contagem de Bolores e Géneros de fungos Presencade
& Aa Leveduras (Log UFC/g) identificados (Log UFC/g) Aspergillus
secdo Flavi
1 Inverno Silagem de sorgo 0,9959 6,32 Penicillium spp. No
Concentrado (Farelo de milho, _ _
1 Inverno _ ) 0,5875 6,89 Aspergillus spp. e Fusarium spp. )
soja, farelo de amendoim) Sim
. Concentrado (Farelo de milho, Aspergillus spp., Fusarium spp. e
2 Verao ) ) 0,6392 5,94 o )
soja, farelo de amendoim) Penicillium spp. Sim
Média dos concentrados (n=2) 0,6134 6,42

Aa: Atividade de agua; UFC/g: Unidades formadoras de col6nias por grama. n = nimero de amostras que compde a média.
Fonte: Prépria autoria.



Tabela 14 - Resultados da analise da micobiota dos alimentos coletados na propriedade C.
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Alimento

Contagem de Bolores e

Géneros de fungos

Presenca de

Coleta  Estacao do ano Aa Leveduras (Log UFC/g) identificados (Log UFC/g) Aspergillus
secdo Flavi

1 Inverno Concentrado (Fa_lrelo de _mllho, 0,5333 6,68 Fusarium pp. e Penicillium spp.

sorgo e amendoim, e soja) N3o
~ Concentrado (Farelo de milho, .

2 Verdo sorgo e amendoim, e soja) 0,7205 6,57 Aspergillus spp. sim
Concentrado (Farelo de milho,

3 Verdo sorgo e amendoim, e polpa 0,5270 6,18 Aspergillus spp.
citrica) Nao
Concentrado (Farelo de milho,

4 Verao sorgo e amendoim, e polpa 0,6515 5,81 Aspergillus spp. e Fusarium spp.
citrica) Sim
Concentrado (Farelo de milho,

5 Verao sorgo e amendoim, e polpa 0,6360 4,38 Aspergillus spp.
citrica) Sim
Concentrado (Farelo de milho,

6 Verao sorgo e amendoim, e polpa 0,6583 5,54 Aspergillus spp. e Fusarium spp.
citrica) Sim
Concentrado (Farelo de milho,

7 Primavera sorgo e amendoim, e polpa 0,6391 7,43 Aspergillus spp. e Fusarium spp.
citrica) Sim

Média dos concentrados (n=7) 0,6237 6,08

Aa: Atividade de agua; UFC/g: Unidades formadoras de colénias por grama. n = nimero de amostras que compde a média.

Fonte: Prépria autoria.
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Contagem de Bolores e

Géneros de fungos

Presenca de

Coleta  Estagdo do ano Alimento Aa Leveduras (Log UFC/g) identificados (Log UFC/g) Aspergillus
secdo Flavi
1 Inverno Silagem de Sorgo e Capim 0,5361 593 Aspergillus spp. Nao
Concentrado (Farelo de milho _ _
_ Aspergillus spp. e Fusarium spp. )
1 Inverno e soja) 0,9778 5,79 Sim
Concentrado (Farelo de milho _ .
_ Aspergillus spp. e Fusarium spp. )
2 Verao e soja) 0,7595 6,73 Sim
Média dos concentrados (n=2) 0,8687 6,26

Aa: Atividade de agua; UFC/g: Unidades formadoras de col6nias por grama. n = nimero de amostras que compde a média.

Fonte: Prépria autoria.
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Coleta

Contagem de Bolores e

Géneros de fungos

Presencade

Estagdo do ano Alimento Aa Leveduras (Log UFC/g) identificados (Log UFC/g) Aspergillus
secdo Flavi
1 Inverno Silagem de capim (Mombaca) 0,9817 3,00 Somente leveduras* N&o
1 Inverno Silagem de milho 0,9800 5,26 Somente leveduras* N&o
3 Verao Silagem de capim (Mombaca) 0,9859 5,26 Somente leveduras* N&o
4 Verdo Silagem de capim (Mombaca) 0,9350 4,22 Somente leveduras* N&ao
5 Verao Silagem de milho 0,9891 5,96 Somente leveduras* Nao
6 Primavera Silagem de milho 1,0025 0,00 - -
Média das silagens (n=6) 0,979 3,95
1 Inverno Concentrado (farelo de milho) 0,6711 5,41 Aspergillus spp. e Fusarium spp. Sim
Concentrado (Farelo de milho e
1 Inverno soja) 0,6646 5,70 Aspergillus spp. e Penicillium spp. Sim
> Verao ancent_rado (Farelo de milho, 0.6705 545 . _
soja e trigo) Aspergillus spp. Sim
3 Verio Co_ncent_rado (Farelo de milho, 0.7304 7.15 . . .
soja e trigo) Aspergillus spp. e Fusarium spp. Sim
4 Verao Co_ncent_rado (Farelo de milho, 0.6686 458 . .
soja e trigo) Aspergillus spp. Sim
5 Verio Co_ncent_rado (Farelo de milho, 0.6442 470 . . .
soja e trigo) Aspergillus spp. e Fusarium spp. Sim
6 Primavera ancent_rado (Farelo de milho, 06230 576 . .
soja e trigo) Aspergillus spp. Sim
Média dos concentrados (n=7) 0,6675 5,54




Aa: Atividade de agua; UFC/g: Unidades formadoras de col6nias por grama. n = nimero de amostras que compde a média.
*As leveduras foram apenas contadas e ndo houve identificacéo a nivel de género como nos fungos filamentosos.

Resultados representados por “-“ indicam que ndo houve presenca de Bolores e Leveduras naquela amostra.
Fonte: Prépria autoria.

Tabela 17 - Resultados da analise da micobiota dos alimentos coletados na propriedade F.
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Coleta Estacio do ano Alimento Contagem de Bolores e Géneros de fungos Presencade
& Aa Leveduras (Log UFC/g) identificados (Log UFC/g) Aspergillus
secédo Flavi

1 Primavera Silagem de sorgo 0,9690 6,03 Aspergillus spp. Sim

1 Primavera Concentrado 0,5895 4,78 Aspergillus spp. Sim

Aa: Atividade de 4gua; UFC/g: Unidades formadoras de colénias por grama. n = nimero de amostras que compde a média.
Fonte: Prépria autoria.
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Tabela 18 - Resultados da analise da micobiota dos alimentos coletados na propriedade G.

Coleta Estacio do ano Alimento Contagem de Bolores e Géneros de fungos Presencade
& Aa Leveduras (Log UFC/g) identificados (Log UFC/g) Aspergillus
secdo Flavi
Concentrado (Farelo de soja,
1 Veréo , _ 0,6017 6,79 _ ]
Fuba de milho e amendoim) Aspergillus spp. Sim
Concentrado (Farelo de soja,
2 Verao _ _ 0,6437 5,94 _ _ )
Fuba de milho e amendoim) Aspergillus spp. e Fusarium spp. Sim
Concentrado (Farelo de soja,
3 Verédo _ _ 0,6250 5,85 _
Fuba de milho e amendoim) Fusarium spp Nao
Concentrado (Farelo de soja,
4 Verado _ _ 0,5954 6,60 . )
Fuba de milho e amendoim) Aspergillus spp. Sim
_ Concentrado (Farelo de soja,
5 Primavera ) ) 0,6492 5,60 ) )
Fuba de milho e amendoim) Aspergillus spp. Sim
Média dos concentrados (n=5) 0,6230 6,16

Aa: Atividade de agua; UFC/g: Unidades formadoras de col6nias por grama. n = nimero de amostras que compde a média.
Fonte: Prépria autoria.
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A Figura 17 ilustra colbnias de Aspergillus spp. isoladas de uma amostra
de alimentos e na Figura 18 € possivel observar colénias de Aspergillus secéo

Flavi confirmadas por meio de agar seletivo e diferencial.

Figura 17 - Fungo do género Aspergillus em agar dextrose batata (PDA).

Legenda: Isolado de amostra de concentrado.
Fonte: Prépria autoria.

Figura 18- Fungo do género Aspergillus em “agar AFPA”.

Legenda: Isolado de amostra de concentrado, apresentando cor alaranjada no verso
das colbnias em “4gar AFPA” seletivo e diferencial.
Fonte: Prépria autoria.
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2.5.2 Cromatografia em camada delgada

Somente a colénia de Aspegillus isolada da amostra de farelo de
amendoim da propriedade B apresentou producao de aflatoxinas do tipo B1 e Bz,
visualizadas por exposi¢ao da cromatofolha de silica a luz UV com comprimento
de onda 360 A. (Figura 19). A confirmacgao das toxinas foi realizada com base

na comparacao com padrdes das respectivas aflatoxinas.

Figura 19 - Resultado de Cromatografia em Camada Delgada (CCD).

Legenda: Folha de silica exposta a luz UV (360 A), indicando produgéo de Aflatoxinas
B1 e B», por cepa de Aspergillus isolado de amostra de farelo de amendoim em uso na
alimentacdo de bovinos leiteiros em sistema organico.

Fonte: Prépria autoria.

2.5.3 Determinacdo das aflatoxinas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE)

2.5.3.1 Resultados da determinacdo de aflatoxinas Bi1, B2, G1 e G2 em
amostras de alimentos (concentrados e silagens).

Nos concentrados totais, as aflatoxinas mais expressivas foram AFB1 e

AFB:2 (Tabelas 19 e 20). Nos locais A e F, ndo houve deteccdo de nenhuma das

aflatoxinas. Na propriedade D, somente em uma amostra foram identificados
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niveis quantificaveis de AFB1 e ndo se detectou nenhuma das demais
aflatoxinas. Na propriedade E, duas amostras apresentaram niveis quantificaveis
de AFB1 e niveis considerados tracos de AFB2. O maior nimero de amostras
com identificacdo de AFB1 puderam ser observados nos locais C e G, nos quais
100% das amostras apresentaram niveis quantificaveis de AFB1. Os valores
médios maximos quantificados de aflatoxinas, considerando todos os locais,
foram de 92,9 ug/kg AFB1, 9,26 pg/kg AFB2 (Tabelas 19 e 20) e 3,14 pug/kg AFGy1,
1,37 pg/kg AFG2 (Tabelas 21 e 22).

Nas silagens, a ocorréncia e o0s niveis quantificaveis foram
expressivamente inferiores aos resultados obtidos nas amostras de concentrado.
Somente na propriedade E, 2 amostras (33,3%) foram detectadas com niveis
tracos de AFBi (Tabela 23). Nenhuma amostra de nenhum dos locais
apresentou AFB: (Tabela 24). Das aflatoxinas analisas, somente AFG: foi
identificada em niveis quantificaveis, sendo 1 amostra da propriedade A (100%)
com 10,6 pg/kg (Tabela 25). Foram detectados tracos de AFG1 em 1 amostra de
B (100%) e 1 amostra de E (16,6%). AFG: foi detectada em niveis tracos em 1
amostra da propriedade E (16,6%) (Tabela 26).
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Tabela 19 - Aflatoxina B; em concentrados totais.

Propriedade

Niveis
Amostras concentrado (Mg/kg AFB1) A B C D E F G
ND (< LOD) <0,03 100% (2) 0 0 50% (1) 33,3% (2) 100% (1) 0
Tracos (entre LOD e LOQ) 0,03-0,09 0 0 0 0 33,3% (2) 0 0
Niveis quantificaveis (2LOQ) 20,09 0 100% (2) 100% (7) 50% (1) 33,3% (2) 0 100% (5)
Positivos (= LOD) >0,03-92,9 0 100% (2) 100% (7) 50% (1) 66,6% (4) 0 100% (5)
Total de amostras 2 2 7 2 6 1 5
Fonte: Prépria autoria.
Tabela 20 - Aflatoxina B2 em concentrados totais.
Propriedade
Niveis
Amostras concentrado (Mg/kg AFB2) A B C D E F G
ND (< LOD) <0,03 100% (2) 0 0 100% (2) 83,3% (5) 100% (1) 0
Tracos (entre LOD e LOQ) 0,03-0,09 0 0 14,3% (1) 0 16,6% (1) 0 40% (2)
Niveis quantificaveis (=LOQ) 20.09 0 100% (2) 85,7% (6) 0 0 0 60% (3)
Positivos (= LOD) >0,03 -9,26 0 100% (2) 100% (7) 0 16,6% (1) 0 100% (5)
Total de amostras 2 2 7 2 6 1 5

ND: ndo detectado; LOD: limite de detec¢do = 0.03 pg/ kg™; LOQ: Limite de Quantificagdo = 0.09 ug/ kg™; Tragos: valores entre o LOD e LOQ.
Fonte: Prépria autoria.
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Tabela 21 - Aflatoxina G1 em concentrados totais.

Propriedade

Niveis
Amostras concentrado (Mg/kg AFG3) A B C D E F G
ND (< LOD) <0,03 100% (2) 0 71,4 (5) 100% (2) 100% (6) 100% (1) 100% (5)
Tracos (entre LOD e LOQ) 0,03-0,09 0 100% (2) 0 0 0 0 0
Niveis quantificaveis (ZLOQ) 20,09 0 0 28,6 (2) 0 0 0 0
Positivos (= LOD) 20,03 - 3,14 0 100% (2) 28,6 (2) 0 0 0 0
Total de amostras 2 2 7 2 6 1 5

Fonte: Prépria autoria.

Tabela 22 - Aflatoxina G2 em concentrados totais.

Propriedade

Niveis
Amostras concentrado (Mg/kg AFGy) A B C D E F G
ND (< LOD) <0.03 100% (2) 100% (2) 71,4 (5) 100% (2) 100% (6) 100% (1) 100% (5)
Tragos (entre LOD e LOQ) 0.03-0.09 0 0 0 0 0 0 0
Niveis quantificaveis (ZLOQ) >0.09 0 0 28,6 (2) 0 0 0 0
Positivos (= LOD) >0.03 - 1,37 0 0 28,6 (2) 0 0 0 0
Total de amostras 2 2 7 2 6 1 5

ND: néo detectado; LOD: limite de detec¢do = 0.03 pg/ kg™; LOQ: Limite de Quantificacdo = 0.09 ug/ kg™; Tragos: valores entre o LOD e LOQ.
Fonte: Prépria autoria.



Tabela 23 - Aflatoxina B1 em silagens.

Propriedade

Niveis
Amostras silagem (ug/kg AFB1) A B D E F G
ND (< LOD) <0,03 0  100% (1) 100% (1) 66,6% (4) 100% (1) -
Tracos (entre LOD e LOQ) 0,03-0,3 0 0 0 33,3% (2) 0 -
Niveis quantificaveis (=zLOQ) 20,3 0 0 0 0 0 -
Positivos (= LOD) 20,03-0,09 O 0 0 33,3% (2) 0 -
Total de amostras 1 1 1 6 1 -
Fonte: Prépria autoria.
Tabela 24 - Aflatoxina B, em silagens.
Propriedade
Niveis
Amostras silagem (ug/kg AFB2) A B C D E F G
ND (< LOD) <0,03 0  100% (1) - 100% (1) 100% (6) 100% (1) -
Tragos (entre LOD e LOQ) 0,03-0,3 0 0 - 0 0 0 -
Niveis quantificaveis (=zLOQ) 20,3 0 0 - 0 0 0 -
Positivos (= LOD) 20,03 0 0 - 0 0 0 -
Total de amostras 1 1 - 1 6 1 -
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ND: ndo detectado; LOD: limite de deteccdo = 0.03 pg/ kg™%; LOQ: Limite de Quantificacdo = 0.3 pug/ kg™; Tracos: valores entre o LOD e LOQ.
Resultados indicados com “-“ demonstram que o tipo de alimento néo foi coletado na propriedade em questéo.

Fonte: Prépria autoria.



Tabela 25 - Aflatoxina G; em silagens.

Propriedade

Niveis
Amostras silagem (ng/kg AFG,) A B C D E F G
ND (< LOD) <0,03 0 0 - 100% (1) 83,3% (5) 100% (1) -
Tragos (entre LOD e LOQ) 0,03-0,3 0 100% (1) - 0 16,6% (1) 0 -
Niveis quantificaveis (ZLOQ) 20,3 100% (1) 0 - 0 0 0 -
Positivos (= LOD) 20,03 - 10,6 0 100% (1) - 0 16,6% (1) 0 -
Total de amostras 1 1 - 1 6 1 -
Fonte: Prépria autoria.
Tabela 26 - Aflatoxina G2 em silagens.
Propriedade
Niveis

Amostras silagem (Mg/kg AFG,) A B C D E F G
ND (< LOD) <0,03 0 100% (1) - 100% (1) 83,3% (5) 100% (1) -
Tragos (entre LOD e LOQ) 0,03-0,3 0 0 - 0 16,6% (1) 0 -
Niveis quantificaveis (=zLOQ) 20,3 0 0 - 0 0 0 -
Positivos (= LOD) 20,03-0,09 O 0 - 0 16,6% (1) 0 -
Total de amostras 1 1 - 1 6 1 -
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ND: ndo detectado; LOD: limite de deteccdo = 0,03 pg/ kg™*; LOQ: Limite de Quantificacdo = 0,3 ug/ kg™; Tracos: valores entre o LOD e LOQ.
Resultados indicados com “-“ demonstram que o tipo de alimento néo foi coletado na propriedade em questéo.

Fonte: Prépria autoria.
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A ocorréncia de aflatoxinas Bi1, B2, G1 e G2 de forma geral foi baixa, pois
na maior parte das amostras de alimentos ndo houve deteccdo. Porém, entre as
amostras positivas, a AFB1 foi a mais prevalente atingindo um nivel de 92,9 ug/kg
em umas das amostras de concentrado, seguida da AFB2, com nivel de 9,26
ug/kg. No Brasil, qualquer matéria prima destinada ao consumo animal deve
respeitar o limite maximo de 50 pg/kg para aflatoxinas (BRASIL, 1988). Dessa
forma, a amostra de concentrado em questdo esta muito acima da legislacéo
brasileira. As legislacdes mundiais sé@o divergentes, fato que dificulta um cenario
de comparagcdo. Os paises associados a Unido Européia, por exemplo,
consideram o limite de 10 pg/kg de AFBi1 em alimentos prontos para
fornecimento aos animais de producdo. Para animais monogastricos como
suinos e aves, as dietas completas prontas para consumo devem respeitar 0
limite de 20 pg/kg (exceto animais jovens). Ndo ha limites especificos definidos
para vacas em lactacdo (LAMIC, 2023).

A maior prevaléncia de AFB1 nas amostras de concentrado e a elevada
concentragdo demonstrada em uma das amostras ressaltam a importancia das
estratégias de controle e mitigacao desta aflatoxina nos alimentos fornecidos as
vacas leiteiras, devido a sua relacdo com a excrecédo de AFMz no leite por vacas
gue ingeriram alimentos contaminados. De acordo com Diaz et al., vacas leiteiras
que ingeriram alimentos contaminados com aflatoxina Bi, mesmo que em
concentragbes subtoxicas, excretardo AFM1 no leite. Gongalves et al. (2017)
indicam que a transferéncia da AFB1 quantidade de AFM:1 excretada por animais
expostos a AFB1 em relacdo ao nivel da toxina ingerida, pode ocorrer de 0,3% a

6% em vacas alimentadas com racdes experimentalmente contaminadas.

2.5.3.2 Resultados da determinacao de aflatoxina M1 em amostras de leite
cru refrigerado.

Nas amostras de leite cru refrigerado, a AFMz1 foi quantificada em 6
amostras da propriedade C (85,7%) e em 3 amostras da propriedade G (60%),
com nivel maximo de 2.89 pg/L. Em 2 amostras (100%) da propriedade B, foram
detectados niveis considerados tracos. Nos demais locais ndo houve deteccéo
de AFM1 (Tabela 27).
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Tabela 27 - Deteccédo e quantificacdo de aflatoxina M1 em amostras de leite cru refrigerado oriundo de rebanhos de bovinos de leite em sistema

orgéanico de producéo.

Propriedade

Niveis
Amostras leite (ng/L AFMy) A B C D F G E
ND (< LOD) <0.008 100% (2) 0 14,3% (1) 100% (2) 100% (1) 40% (2) 100% (6)
Tracos (entre LOD e LOQ) 0.008-0.08 0 100% (2) 0 0 0 0 0
Niveis quantificaveis (ZLOQ) =0.008 0 0 85,7% (6) 0 0 60% (3) 0
Positivos (= LOD) >0.08 - 2.89 0 100% (2) 85,7% (6) 0 0 60% (3) 0
Total de amostras 2 2 7 2 1 5 6

ND: néo detectado; LOD: limite de deteccdo = 0,008 pg/L™%; LOQ: Limite de Quantificacdo = 0,08 ug/L™*; Tracos: valores entre o LOD e LOQ.
Fonte: Prépria autoria.
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Apesar da ocorréncia de AFM: ser baixa nas amostras analisadas, dentre
as amostras positivas, as concentracdes atingiram niveis de 2,89 ug/L, sendo que
trés amostras estariam fora do limite maximo de 0,5 pg/kg AFM1 para leite fluido
no Brasil (BRASIL, 2021b) e nos EUA, que considera 0,5 pg/kg AFM1 como limite
méaximo em produtos lacteos em geral (US FDA, 1996). Além disso, se
considerado o limite mais rigoroso, indicado pela Unido Européia de 0,05 pg/kg
AFM: para leite cru (CAMPAGNOLLO et al., 2016), 8 das 25 amostras de leite
cru estariam fora dos padroes.

2.5.4 Resultados da analise fatorial de dados mistos (FAMD)

Os resultados obtidos foram divididos em varidveis quantitativas:
ocorréncia de aflatoxinas AFBi1, AFB2, AFG1, AFG2, Atividade de agua (Aa),
contagem de bolores e leveduras (Log UFC/g) em alimentos, e ocorréncia de
AFM:1 em leite cru refrigerado, e varidveis qualitativas: tipo de alimento
(concentrado ou silagem), presenca de Aspergillus spp. e presenca de
Aspergillus secdo Flavi nos alimentos, estacdo do ano durante a coleta
(primavera, verdo ou inverno), Tipo de sala de armazenagem dos alimentos
(presenca de sala fechada especifica para estocagem de alimentos) e forma de
acondicionamento das embalagens de alimentos dentro das salas (presenca de
estrados tipo pallet, de qualquer material).

Para analise da ocorréncia de aflatoxinas como variavel quantitativa, no
método de componentes principais, 0s resultados foram considerados da
seguinte forma:

e Nao detectados (ND) = zero;

e Niveis tracos = valores obtidos no HPLC menores do que o LOD
de cada método (AF pg/kg);

e Quantificaveis = valores maior do que o limite de quantificacédo
(AF pg/kg);

O objetivo do uso da analise de componentes principais, FAMD, foi
proporcionar a analise das variaveis de forma conjunta. De acordo com o0s
principios desta analise, os resultados foram agrupados, sendo que apos a
analise, os dados obtidos para cada variavel em cada uma das coletas passam

a representar individuos formados pela associacdo entre eles (LINARES
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PEREIRA, 2019). Um total de 36 individuos foram obtidos. A tabela de individuos
consta no apéndice A.

A seguir, a representacdo de um dos individuos:

Individuo 31:

Local de coleta = propriedade G;

Estacdo do ano = verao;

Tipo de sala de armazenagem = presenca de sala fechada especifica para
estocagem de alimentos;

Forma de acondicionamento das embalagens de alimentos (insumos) =
presenca de estrados tipo pallet, de qualquer material,

Tipo de alimento = concentrado;

AFB1= 92,9 ug/kg; AFB2= 9,26 pg/kg; AFG1=0 (ND);

Atividade de agua = 0,5954;

Contagem de Bolores e leveduras = 6,60;

Aspergillus spp. = presente;

Aspergillus se¢éo Flavi = presente;

AFMi1= 0 (ND);

Os valores minimos, maximos, média e desvio padrdo da andlise
descritiva das variaveis quantitativas estao dispostos na Tabela 28. A média para
AFB1 nos alimentos foi de 7,224 ug/kg, 0,859 pg/kg para AFB2 e 0,447 ug/kg
para AFG:. A atividade de agua média nos alimentos foi de 0,703 e a contagem

de bolores e leveduras de 5,65 Log UFC/g.

Tabela 28 — Andlise estatistica descritiva das varidveis quantitativas.

Estatistica descritiva

Variaveis . . L
quantitativas N Minimo Maximo Média + DP
AFB; (ng/kg) @ 36 0 92,91 7,224 £ 20,71
AFB:; (ug/kg) @ 36 0 9,26 0,859 + 2,15
AFG;: (ng/kg) @ 36 0 10,61 0,447 + 1,84

Aa em alimentos 36 0 1,002 0,703 £ 0,16
Bolores e Leveduras ® 36 0 8,95 5,656+ 1.43
AFM; (ug/L) © 36 0 1,36 0,00 £ 0.25
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Aa: Atividade de agua; N= numero de individuos; DP= Desvio Padrao.

A: ocorréncia em alimentos; b: contagem em alimentos (Log UFC/g); c: ocorréncia em
leite.

Fonte: Prépria autoria.

Os individuos formados foram dispostos em um plano multidimensional
de acordo com as correlagdes entre eles. A Figura 20 ilustra as correlacfes das
varidveis nas dimensdes. Quanto mais proximo de 1, maior é a correlacdo com
a dimensdao; dessa forma, é possivel observar que as variaveis atividade de 4gua
e o tipo de alimento estdo mais correlacionadas com a dimensdo 1. J4 as
variaveis AFGi, “forma de acondicionamento” estdo mais relacionadas a

dimensao 2.

Figura 20 - Correlagdo entre variaveis qualitativas e quantitativas com dimensdes

principais.
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Legenda: Acondic = forma de acomomodacéo das embalagens de alimentos dentro
das salas; Sala_armaz = tipo de sala de armazenagem dos alimentos. Estacdo:
estacdo do ano; Local: propriedades; Alimento = tipo de alimento; Aa = atividade de
agua nos alimentos; Bolores_Lev e Contagem = contagem de bolores e leveduras;
Flavi = presenca de Aspergillus secdo Flavi; AFM_leite = AFM; em leite; AFB1 =
aflatoxina B1; AFB2 = aflatoxina B, e AFG1 = aflatoxina G;.

Fonte: Prépria autoria.

Os autovalores sdo coeficientes utilizados como critérios para extracdo
dos fatores para explicagdo das fontes de variancia dos dados, sendo
considerados apenas aqueles maiores que 1 (KUPPUSAMY; GIRIDHAR, 2006;
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ZAREIl; POURREZA BILONDI, 2013). A “variancia explicada” demonstra o
quanto da variabilidade dos dados € explicada em cada dimensé&o.

A Tabela 29 demonstra os autovalores, a variancia explicada (%) e a
variancia cumulativa (%). A “varidncia cumulativa” obtida foi de 68,54%, proxima
ao valor recomendado de 70%. A variancia cumulativa das 5 dimensdes nao
soma 100% pois algumas dimensdes sdo desconsideradas por apresentarem

autovalor menor do que 1.

Tabela 29 - Autovalores e porcentagens das variancias, explicada e cumulativa, por

dimenséao.
Dimensdes Autovalor  Variancia explicada % Variancia cumulativa %
1 4,3405 21,7026 21,7026
2 3,3088 16,5440 38,2465
3 2,8054 14,0270 52,2735
4 1,7726 8,8631 61,1366
5 1,4821 7,4104 68,5470

Legenda: Considerando os autovalores > 1.
Fonte: Prépria autoria.

Na tabela 30 estéo indicadas as contribuicées de cada uma das variaveis
guantitativas e qualitativas em relacdo a cada dimensdo. Sdo consideradas
como principais as dimensées 1, 2 e 3. E possivel observar que a “atividade de
agua nos alimentos” e o0 “tipo de alimento” demonstram maiores contribuicées na
dimensdo 1. AFG1 e a “forma de acondicionamento” tiveram suas maiores
contribuicdo na dimenséo 2, 16,96175 e 15,22353, respectivamente. As maiores
contribui¢cdes das variaveis “ocorréncia de AFB1 e AFB2 em alimentos” (16,4089
e 15,61623 respectivamente), “ocorréncia de AFM: leite” (12,82078) e “presenca
de Aspergillus spp.” e “presenga de Aspergillus secdo Flavi” (13,40478 e
12,55247 respectivamente), foram na dimensdo 3. Nota-se que as demais
variaveis contribuiram mais para dimensdes que sao consideradas menos

expressivas na explicacdo da variabilidade dos dados.
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Tabela 30 - Contribuicbes das variaveis quantitativas e qualitativas nas dimensdes.

Dimensdes

Variaveis 1 2 3 4 5
AFB1 em alimentos 2 8,75146 0,09632 16,40898 0,41441 0,19386
AFB2 em alimentos 2 9,56939 0,11537 15,61623 0,04384 0,55027
AFG1 em alimentos @ 0,00132 16,96175 0,29301 0,45757 9,91827
Aa dos alimentos 11,71763 1,93012 1,90454 0,01247 0,60317
Bolores e Leveduras ® 6,99899 6,80221 2,25980 13,99103 1,99971
Aspergillus spp. © 7,69612 6,08529 13,40478 0,72800 0,06341
Aspergillus secao Flavi © 6,74938 5,22423 12,55247 1,68117 0,19444
AFM; em leite 2 5,28181 0,00383 12,82078 0,00233 4,37646
Local de coleta 13,69584 18,57502 12,27552 36,09708 48,30844
Estacéo do ano © 2,81531 9,46890 1,02228 9,37963 23,42336
Sala de armazenagem f 5,89756 8,82405 0,24065 10,73913 7,08037
Acondicionamento do alimento ¢ 0,05758 15,22353 4,92013 12,45626 0,11186
Tipo de alimento " 13,76862 3,88716 4,02103 0,00606 1,17668

a: ocorréncia b: contagem nos alimentos (Log UFC/g); c: presenca ou auséncia nos
alimentos; d: propriedade A, B, C, D, E, F ou G; e: primavera, verao ou inverno; f:
presenca de sala fechada especifica de armazenagem de alimentos; g: uso ou nao de
estrado para acondicionamento das embalagens de alimentos; h:concentrado ou
silagem;

Fonte: Prépria autoria.

A Figura 21 expde outra forma de representacdo das contribuicdes de
cada variavel e as 5 dimensfes e demonstra maiores contribuicdes das variaveis
“atividade de agua nos alimentos” e “tipo de alimento” na dimensao 1.
“Ocorréncia de AFG:i em alimentos” e a “forma de acondicionamento” na

dimensao 2, e “ocorréncia de AFB1 e AFB2 em alimentos”, “ocorréncia de AFM1

leite”, “presencga de Aspergillus spp.” e “presenca de Aspergillus secdo Flavi’ na

dimensao 3.
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Figura 21 — Representacado das variaveis quantitaivas e qualitativas de acordo com

suas associacdes com cada uma das 5 dimensdes.
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Legenda: Quanto maior o circulo e mais escuro o tom de azul, mais associada esta a
variavel com a dimenséo.

Acondic = forma de acondicionamento das embalagens de alimentos dentro das salas;
Sala_armaz = tipo de sala de armazenagem dos alimentos. Estacéo: estacdo do ano;
Local: propriedades; Alimento = tipo de alimento; Aa = atividade de agua nos alimentos;
Bolores_Lev e Contagem = contagem de bolores e leveduras; Flavi = presenca de
Aspergillus secdo Flavi; AFM_leite = AFM; em leite; AFB1 = aflatoxina B1; AFB2 =
aflatoxina B, e AFG1 = aflatoxina Gi.

Fonte: Prépria autoria.

-0

A Figura 22 representa a associa¢ao entre as variaveis quantitativas nas
dimensbes principais. E possivel observar que AFB1 e AFB: estdo diretamente
correlacionadas entre si e também com a presenca de fungos do género
Aspergillus spp. e Aspergillus spp. secdo Flavi. A atividade de &agua dos
alimentos apresenta-se no quadrante oposto a presenca de Aspergillus spp. e
Aspergillus spp., demonstrando estarem negativamente correlacionados,
indicando que quanto maior a atividade de agua, menor foi a presenca destes
fungos. Para a ocorréncia de aflatoxinas e contagem de bolores e leveduras, a
mesma interpretacdo é valida, de acordo com o posicionamento das setas

representativas destas variaveis.
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Figura 22 - Representacao das associa¢des entre as variaveis quantitativas com as

dimensdes principais.

Legenda: Variaveis positivamente correlacionadas s&do agrupadas. Variaveis
negativamente correlacionadas sdo posicionadas em lados opostos da origem do
gréfico (quadrantes opostos). A distncia entre as variaveis e a origem mede a qualidade
das variaveis no mapa de fatores. Variaveis que estdo longe da origem sao bem
representadas no mapa de fatores. A escala de cores esta relacionada a contribuicao
das variaveis em cada uma das dimensdes, variando de azul a vermelho, da menor para
a maior contribuigéo.

Fonte: Prépria autoria.

A seguir, as Figuras 23 a 27 representam mapas de fatores obtidos a
partir do agrupamento dos 36 individuos, influenciado individualmente por cada
uma das cinco caracteristicas qualitativas: local de coleta, estacdo do ano, tipo
de alimento, tipo de sala de armazenagem e formas de acondicionamento dos
alimentos.

Individuos com perfis semelhantes estdo proximos uns dos outros no
mapa de fatores, de tal forma que a elipse indica a concentracdo ao redor de
cada grupo semelhante. Dessa forma, as elipses mostram o0 agrupamento de
individuos semelhantes, considerando os resultados obtidos para os fatores
guantitativos, em relacdo a cada um dos fatores qualitativos.

A Figura 23 representa o efeito do local de coleta (Propriedade) em
relacdo ao agrupamento dos individuos. No grafico, ha 3 elipses mais
interligadas, relacionadas as propriedades A, B e G, provavelmente devido a

caracteristica de armazenagem semelhantes entre os individuos (auséncia de
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sala fechada). Entretanto, de forma geral, o local onde foi realizada a coleta n&o
explicou efetivamente os resultados obtidos, visto que as elipses estdo

agrupadas, pois os locais sdo semelhantes entre si.

Figura 23 - Representacdo da influéncia do local de coleta (Propriedade) no

agrupamento entre os individuos.
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Na Figura 24 esta represento o mapa de feito da estacdo do ano. E
possivel observar que a estacdo do ano foi eficaz em explicar os resultados
guantitativos obtidos, ja que os individuos se agruparam em 3 elipses bem
definidas, representando cada uma das estacfes. Os individuos relacionados ao
verdo e primavera demonstram semelhancas entre si, dada a proximidade no
grafico, que pode ser justificada pela maior presenca de fungos do género
Aspergillus, Aspergillus secdo Flavi e prevaléncia de aflatoxinas nas amostras
coletadas no verdo e primavera, como € possivel observar, comparando 0s

resultados da figura 22.

Figura 24 - Representacdo da influéncia da estacdo do ano no agrupamento entre 0s

individuos.
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O tipo de alimento foi um fator que demonstrou explicar de forma eficaz
as variacdes nos resultados relacionados a prevaléncia e concentracdo das
aflatoxinas. As elipses apresentam-se distantes entre si, ou seja, demonstraram
resultados para variaveis quantitativas distintos. Avaliando o grafico da Figura
25 por sobreposicdo ao gréfico da Figura 22 é possivel observar que os
concentrados estdo relacionados diretamente com a identificagao de Aspergillus
e Aspergillus Secéo Flavi, e prevaléncia das aflatoxinas, ou seja, foram maiores
do que para as amostras de silagens, e inversamente proporcional a atividade
de agua, ou seja, sao representados por amostras com menor atividade de agua,
quando comparados as silagens.
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Figura 25 - Representacdo da influéncia do tipo de alimento no agrupamento entre 0s

individuos.
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A forma de armazenagem (Figura 26) e presenca de estrado para
acondicionamento (Figura 27) sao variaveis que se apresentaram mais
relacionadas a contagem de bolores e leveduras, do que a identificacdo de
Apergillus secdo Flavi e a prevaléncia de micotoxinas. A elipse dos individuos
relacionados a propriedades (Figura 23) que nao possuiam sala especifica e
ndo utilizava pallets para acondicionamento dos alimentos estd mais
concentrada no quadrante superior direito do grafico, demonstrando ser
diretamente proporcional a variavel qualitativa contagem de bolores e leveduras
na figura 22. E provavel que estoque dos alimentos em locais abertos, expostos
as intempéries do ambiente, principalmente a umidade, tenha favorecido o
desenvolvimento dos demais fungos filamentosos, Fusarium, Penicillium,
Rhizopus, entre outros, comuns ao ambiente e solo e leveduras, como

identificado nas amostras de concentrado.
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Figura 26 - Representacdo da influéncia do tipo de sala de armazenamento dos

alimentos no agrupamento entre os individuos.
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Figura 27 - Representacdo da influéncia do tipo de sala de armazenamento dos

alimentos no agrupamento entre os individuos.
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Em suma, a andlise fatorial de dados mistos possibilitou concluir que
houve maior prevaléncia de aflatoxinas nas coletas realizadas na primavera e
verdo e o0s alimentos concentrados apresentaram maior prevaléncia de
aflatoxinas do que as silagens. Adicionalmente, nos concentrados totais
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armazenados em salas fechadas, especificas para estocagem de alimentos e
uso de estrados para acomodacdo dos insumos, houve menor contagem de

bolores e leveduras.

Os resultados da analise fatorial de dados mistos indicaram que o tipo de
alimento e a atividade de agua influenciaram a presenca de fungos do género
Aspergillus e a presenca de aflatoxinas, sendo que os alimentos concentrados
apresentaram maior prevaléncia de aflatoxinas do que as silagens. Tais
resultados estdo de acordo com o indicado pela literatura de que alimentos como
graos sao muito afetados pela presenca de fungos toxigénicos.

A correlacdo direta demonstrada entre a ocorréncia de aflatoxinas e a
presenca de fungos do género Aspergillus spp., Aspergillus se¢do Flavi nos
alimentos era esperada e corrobora com a literatura, apesar de ndo ser
obrigatéria a presenca dos fungos toxigénicos para que seja identificada
ocorréncia de micotoxinas na amostra (CAMPAGNOLLO et al.,, 2016a;
FERREIRA et al., 2006).

De forma geral, a andlise fatorial demonstrou que, no presente estudo, 0s
locais de coleta ndo influenciaram de forma consideravel os resultados obtidos.
Fatores como o tipo de alimento e atividade de agua, e a forma de
acondicionamento influenciaram mais os resultados de presenca de fungos,
contagem total de bolores e leveduras e ocorréncia de aflatoxinas, do que a
propriedade em si. Além disso, o tipo de armazenagem dos alimentos esteve
mais relacionado a contaminacao de bolores e leveduras em geral do que a
presenca de Aspergillus ssp. e ocorréncia de micotoxinas. Conclui-se que
mesmo em boas condi¢cdes de armazenagem, os alimentos podem conter fungos
aflatoxigénicos e aflatoxinas. Dessa forma, ressalta-se a importancia das boas
praticas agricolas, como por exemplo, o controle de insetos, uso de agentes
antifingicos e manutencao da integridade das sementes, limpeza, controle de
umidade e temperatura durante a armazenagem para mitigacdo da
contaminacgao por fungos aflatoxigénicos e aflatoxinas nos alimentos destinados
a bovinos leiteiros (COUNCIL FOR AGRICULTURAL SCIENCE AND
TECHNOLOGY, 2003). No caso do sistema organico, ndo é permitido o uso de

defensivos agricolas convencionais; por isso, faz-se necessario o
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desenvolvimento de praticas de controle flngico passiveis de uso, de acordo
com as premissas do sistema organico.

Embora a prevencéo na agricultura seja a principal forma de prevencao
das micotoxinas, tais mecanismos nao garantem a auséncia das aflatoxinas nos
alimentos e consequentemente auséncia de AFMi excretada no leite. Por isso,
diversos autores tém estudado métodos quimicos, fisicos e biolégicos com o
intuito de eliminar, inativar ou reduzir a biodisponibilidade da AFB1 nos alimentos
(GONCALVES et al.,, 2017; OLIVEIRA et al., 2014). Em razdo das restricoes
impostas ao sistema orgéanico, faz-se necessaria a proposta de tais métodos que
respeitem os fundamentos do sistema organico e possam ser utilizados no
manejo nutricional das vacas de leite com o intuito de mitigar a contaminacao

por AFM1 no leite e derivados orgénicos.

2.6 CONCLUSAO

A micobiota nas amostras de alimentos das dietas destinadas a bovinos
leiteiros em sistema organico de produgcédo apresentou géneros de fungos
esperados como o Aspergillus spp, Fusarium spp, Penicillium spp., sendo que
houve alta prevaléncia de Aspergillus spp e Aspergillus secédo Flavi,
considerados potencialmente Aflatoxigénicos. A ocorréncia de aflatoxinas nestes
alimentos foi considerada baixa, porém a AFB1 foi a mais prevalente com niveis
acima do recomendado pela legislacdo brasileira em alimentos destinados ao
consumo animal. A ocorréncia de AFM1 nas amostras de leite cru refrigerado
também foi considerada baixa, porém também apresentando niveis acima do
recomendado pela legislacédo brasileira para leite fluido e consequentemente
acima das legislagdes internacionais. Em suma, conclui-se que ha necessidade
de controle e mitigagdo da presenca de AFB1 e AFM1 no sistema orgéanico de

producéo de leite.
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3 CAPITULO Ill: COMPARACAO DA OCORRENCIA DE AFLATOXINA M1
EM QUEIJOS ORIUNDOS DE SISTEMA DE PRODUCAO ORGANICO E
CONVENCIONAL E ANALISE DE RISCO A EXPOSICAO ALIMENTAR.

RESUMO

A aflatoxina M1 (AFMz1) € um metabdlito biotransformado encontrado no leite de
vacas que ingeriram alimentos contaminados com Aflatoxina Bi, metabdlito
secundério potencialmente produzido por algumas espécies de fungos do
género Aspergillus. O queijo pode ser considerado como a maior fonte de AFM1
dentre os derivados lacteos na alimentacdo humana. A demanda mundial por
produtos organicos demonstrou expressiva elevacao nos ultimos anos, devido a
preocupacdo com a saude, meio ambiente e bem estar animal. Os derivados
lacteos apesar de menos expressivos nesse mercado, também estéo incluidos
na lista de consumo de orgéanicos. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi
avaliar a ocorréncia de aflatoxina M1 em diversos tipos de queijos comerciais
produzidos em sistemas organicos e sistemas convencionais. Foram analisados
176 queijos comerciais de 17 tipos, sendo 84 produzidos em sistema de
producdo organica e 92 de produzidos em sistema convencional. A
determinacdo de AFM: foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Os resultados demonstram ocorréncia de AFM1 em 30,5% das 176
amostras analisadas. Os queijos de producdo organica apresentaram 4.8% de
amostras quantificaveis com valores entre 0.88 ug/ kg a 1.50 ug/ kg. Os queijos
de producédo convencional apresentaram 4.3% de amostras quantificaveis com
valores entre 0.79 pg/ kg e 6.70 pg/ kg. Duas amostras de producéo
convencional apresentaram concentracdes acima do limite de aflatoxina M1
permitido para queijos na legislacéo brasileira. Nao houve diferenca estatistica
na ocorréncia (p=0,1780) de AFM: e concentracdo (p=0,1810), entre os queijos
produzidos nos sistemas organico e convencional, pelo teste Qui-quadrado e
pela analise de variancias pelo teste T, respectivamente. A ingestdo diaria
provavel média (IDPM) e o indice de risco (HI) de exposicéo dietética a AFM1
foram 0,26 ng/kg /dia e 1,28 ng/kg /dia nas amostras de producdo convencional,
respectivamente, e 0,09 ng/kg/dia e 0,47 ng/kg/dia nas amostras de producéo
organica. Nao houve diferenca estatistica no IDPM (p=0,1729) e no indice de

risco (HI) (p=0,1802) de AFM1 entre as amostras dos dois sistemas, pela analise
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de variancias pelo teste T, indicando que a probabilidade de exposicdo a AFM1
pelo consumo desses produtos € semelhante. A comparacéao entre diversos tipos
de queijos dos sistemas convencional e organico concluiu que a AFM1 é um
obstaculo para os sistemas de producao leiteira em geral e que o controle e a
prevencdo do AFMi1, bem como métodos de desintoxicagdo nos produtos finais
sao necessarios. No caso dos produtos organicos, ha necessidade de pesquisas
para determinar quais métodos e produtos de desintoxicacdo seriam permitidos

no sistema de producéo.

Palavras — chaves: AFM1, Aspergillus spp; Leite; HPLC

ABSTRACT

Aflatoxin M1 (AFM) is a biotransformed metabolite found in the milk of cows that
have ingested food contaminated with aflatoxin Bi, a secondary metabolite
potentially produced by some species of fungi of the genus Aspergillus. Cheese
is considered the largest source of AFM1 among dairy products in the human diet.
The worldwide demand for organic products has shown a significant increase in
recent years, due to health, environmental and animal welfare concerns. Dairy
products, although less expressive in this market, are also included in the list of
organic consumption. Thus, the objective of this study was to evaluate the
occurrence of aflatoxin M1 in several types of commercial cheeses produced in
organic and conventional systems. A total of 176 commercial cheeses of 17 types
were analyzed, 84 of organic origin and 92 of conventional production origin. The
determination of AFMi was performed by high performance liquid
chromatography (HPLC). AFM1 was detected in 30.5% of the samples analyzed,
with 4.8% of the quantifiable AFM1 in organic cheese samples presenting values
between 0.88 ug/kg™ and 1.50 ug/kg™. On the other hand, 4.3% of quantifiable
AFM: in conventional cheeses presented values between 0.79 pg/kg™ and 6.70
hg/kg™t. Two samples of conventional production presented concentrations
above the limit of aflatoxin M1 allowed for cheeses in the Brazilian legislation.
There was no statistical difference in the occurrence (p=0.1780) AFM1 and
concentration (p=0.1810), between of cheeses produced in organic and

conventional systems, by Chi-square test and the average and by analysis of
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variances by the T test, respectively. The estimated daily intake (EDI) and risk
index (HI) of dietary exposure to AFM1 were 0.26 ng/kg*/day and 1.28 ng/kg
/day in the conventional system samples, respectively, and 0.09 ng/kg*/day and
0.47 ng/kgt/day in organic system samples. There was no statistical difference
in the EDI (p=0.1729) and hazard indice (HI) (p=0.1802) of AFM1 between the
samples of the two systems, by analysis of variances by the T test, indicating that
the probability of exposure to AFM1 by the consumption of these products is
similar. The comparison between several types of cheeses from the conventional
and organic systems concluded that AFM1 is an obstacle to the dairy production
systems in general and that the control and prevention of AFMi, as well as
detoxification methods in the final products are necessary. In the case of organic
products, there is a need for research to determine which methods and
detoxification products would be allowed in the production system.

Keywords: AFM1, Aspergillus spp; Dairy; HPLC

3.1 INTRODUCAO

Se o leite cru estiver contaminado com AFMi, provavelmente ela sera
encontrada nos produtos derivados, apesar de divergéncias na literatura quanto
a influéncia das operacdes unitarias de processamento do leite nos niveis de
AFM: dos derivados em relagdo aos niveis iniciais da matéria prima. A AFM:1 é
indicada como relativamente resistente aos processos térmicos iniciais, como a
pasteurizacdo, devido as temperaturas altas de decomposi¢cao do contaminante
em guestdo ser em torno de 237 °C a 306 °C (CAMPAGNOLLO et al., 2016a;
RUSTOM, 1997). A AFM1 esta associada as fracdes de caseina do leite, dessa
forma, como no queijo esta proteina encontra-se concentrada, este derivado
pode ser considerado de maior potencial contaminagdo por AFM1 do que os
demais derivados lacteos (ARDIC et al., 2009; CAMPAGNOLLO et al., 2016a).
Tais evidéncias destacam a relevancia da deteccédo da AFM1 para a seguranca
alimentar dos consumidores de leite e seus derivados.

De acordo com Siqueira (2021), € ultrapassada a afirmacdo de que o
consumo de leite e derivados no Brasil é inferior as recomendacdes, pois na

verdade, ndo ha recomendacbes especificas para o consumo de alimentos,
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exceto frutas e vegetais, por dia para o Brasil, por parte da Organiza¢gdo Mundial
de Saude (OMS) e da Food and Agricultural Organization (FAO). A Embrapa
Gado de leite estimou que em 2018, considerando todos os derivados
consumidos como ‘leite”, o consumo dos brasileiros foi em média, o
correspondente a 455 ml por dia. Neste caso, de acordo com Siqueira (2021), o
consumo brasileiro estaria superior ao recomendado pela FAO para paises como
a Africa do Sul, Argentina e Australia.

Os habitos de consumo alimentar vém sofrendo modifica¢cdes ao longo do
tempo, gerando novos critérios de escolha dos produtos, fato demonstrado pela
pesquisa realizada pelo Conselho Brasileiro da Producdo Organica e
Sustentavel (Organis) em 2017, a qual afirma que, no Brasil, a salde representa
a principal motivacdo do consumo de produtos organicos. Dados por regiao do
Brasil apontaram que a regido sudeste opta pelos organicos pela busca de um
sabor melhor. As questdes ambientais sdo motivacdo para 0 consumo nas
regides centro oeste e sul (ORGANIS - MARKET ANALYSIS, 2017). O leite e
derivados fazem parte da variedade de alimentos oriundo de sistemas organicos.
Durante o periodo de pandemia do COVID-19 foi constatado aumento no
consumo de produtos organicos em geral no pais (ORGANIS, 2021).

Ha& poucos dados sobre a qualidade e a seguranca dos alimentos
organicos, assim como, em especifico dos derivados lacteos produzidos a partir
do leite oriundo do sistema de producgéo organico. Dessa forma, o objetivo deste
estudo foi avaliar a ocorréncia de aflatoxina M1 em diversos tipos de queijos

comerciais produzidos em sistemas organicos e sistemas convencionais.

3.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.2.1 Consumo de lacteos no Brasil

A Pesquisa de Orcamentos Familiares (2017-2018) (POF), conduzida
pelo IBGE indicou que o consumo de laticinios no Brasil € estimado em média
de 32.2 kg por ano, sendo os produtos mais consumidos o leite fluido, os queijos
e os iogurtes. A mucarela é apresentada como o queijo mais preferido, seguido
do queijo Minas e do requeijdo. Devido a extenséo territorial, 0 consumo varia de
acordo com a regido do pais. A regido Sul é a maior consumidora de leite e
derivados, principalmente o leite fluido, e derivamos como queijo mucarela,

queijo prato, creme de leite, iogurte, entre outros. A regido nordeste se destaca
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pelo consumo de leite em po integral e a regido nordeste pelo leite em po
desnatado. O Sudeste apresenta maior consumo de queijo parmeséao, queijo
prato e queijos finos e artesanais. A regido centro-oeste se destaque pelo
consumo de manteigas e queijos diversos (SIQUEIRA, 2021).

Mediante a disparidade financeira da populacdo, a média salarial € um
fator que afeta 0 consumo no pais. Familias com faixa de salarios acima de R$
14.310.00 consomem, em média, aproximadamente 3 vezes mais leite e
derivados do que na menor faixa, de até R$ 1.908.00. Fatores como por
exemplo, crencas, origens, culturas e ideologias também afetam o consumo,
indicando que ndo ha um perfil de consumidor e mercado de derivados Unico e
bem definido no pais (SIQUEIRA, 2021).

Os queijos sao indicados como um dos lacteos mais consumidos no
mundo, fato que também é veridico para o Brasil. A Pesquisa de Orcamentos
Familiares (POF) do IBGE, afirma que o consumo de queijos no pais s6 é
ultrapassado pelo consumo do leite fluido. Os queijos mais mencionados pelos
consumidos de forma geral foram o queijo mucarela, queijo minas, requeijao e
gueijo prato, nesta sequéncia. Em ordem de maior consumo de queijos em geral,
estd em primeiro lugar, a regido sudeste, seguida da regido sul, sendo a regiédo
norte a com menor consumo mencionada (SIQUEIRA; SCHETTINO, 2021).

N&o h& um tipo de queijo preferido no pais, ha no entanto preferéncias por
regido. O queijo Minas € indicado como o mais consumido, nesta ordem, nas
regides Sudeste, Nordeste e Centro oeste. A regido Sul ndo se apresenta como
apreciadora do gueijo minas e se destaca por ser a maior consumidora de queijo
prato do pais. A regido Centro oeste demonstra elevado consumo de queijo
minas, mucarela e o menor consumo de queijo prato no Brasil. A Figura 28 indica
de forma mais detalhada as preferéncias essas preferéncias de consumo de
queijo por regido do Brasil. Em suma, (referéncia) conclui que ha grande
variedade de queijos com diversas caracteristicas organolépticas que permitem
a diversificacdo do consumo de queijos no Brasil (SIQUEIRA; SCHETTINO,
2021).
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Figura 28 - Preferéncias essas preferéncias de consumo de queijo por regido do
Brasil de acordo com dados da Pesquisa de Orcamentos Familiares (2017-2018)
do IBGE.

Fonte: SIQUEIRA, K. B.; SCHETTINO, J. P. J. O consumo de queijos pelos brasileiros.
Em: SIQUEIRA, K. B. Na era do consumidor: uma visdo do mercado lacteo
brasileiro. Juiz de Fora, MG: Embrapa Gado de leite, 2021. p. 53-55.

Dados sobre o consumo de lacteos de producdo organica sdo escassos
na literatura, inclusive, ndo foram mencionados dados de consumo ou aquisicéo

especificos destes produtos pelo IBGE (2020).

3.2.2 Presenca de aflatoxina M1 em leite e queijos no Brasil

Jager et al (2013) estimou, por questionario com voluntarios, um consumo
no Brasil de 7313g por més de leite fluido, 118g por més de leite em p6 e 1038g
por més de queijos em geral. Foram coletadas amostras destes lacteos nas
residéncias dos participantes da pesquisa. As amostras apresentaram em
média: 0,03 ug/kg ~* de AFM1 para leite fluido 0,65 pg/kg 2, para leite em poés e
0,16 ug/kg ~* para queijos. Foi obtida uma provavel ingestéo diaria de AFM1 de
0,10 ng/kg~/pc/dia ~* para leite fluido, 0,042 ng/kg~‘/pc/dia 2, para leite em p6 e
0,040 ng/kg~/pc/dia ! para queijos. O estudo concluiu que o leite fluido foi a
principal fonte de AFM1 na dieta dos avaliados e que as concentracdes médias
de AFM:1 encontradas estavam abaixo dos limites de tolerancia brasileiros.
Devido a isso, a provavel ingestao diaria de AFM1 obtida no estudo foi baixa.
Porém, se as concentra¢cdes obtidas fossem mais elevadas, a provavel ingestao

diaria de AFM:1 seria superior devido ao alto consumo do leite fluido.
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De acordo com Magalhdes e Sola (2021), niveis de AFM1 entre 0.06 a 6.6
ug/Kg foram quantificadas em amostras de queijos no Brasil. Trombete et al
(2014) identificaram AFM1 em 60% das amostras de queijo parmeséo ralado e
média de AFM1 de 0.16 pg/Kg. Os autores concluiram que os niveis de AFM1
nos queijos ralados consumidos no estado do Rio de Janeiro foram relativamente
altos e podem representar um risco potencial para a saude publica. Goncgalves
et al (2018) concluiram que ha um elevado risco de exposicdo humana a AFM1
e AFB1 no sul do Brasil, devido a alta consumo de leite e tempo de exposicdo
prolongado. Silva et al (2023) analisaram queijos artesanais e industriais no
estado de Pernambuco e obtiveram que 100% das amostras apresentaram
niveis detectaveis de AFM1, com concentragdes variando de 0,026 a 0,132 pg/kg
L. Apesar de nenhuma das amostras de queijo ter excedido o limite de 2,5 pug/kg-
! estabelecidos para AFMi1 em queijos no Brasil, os autores ressaltam a
necessidade de medidas rigorosas de controle para prevenir esta aflatoxina no

leite.

3.2.3 Aflatoxina M1 na producao de queijos

Umas das principais causas da presenca de AFM1 nos queijos € o uso de
leite contaminado com esta aflatoxina como matéria prima para fabricacdo do
produto. Os niveis de AFM1 no leite podem ser afetados nas etapas iniciais de
processamento, COmo NOS processos de pré-processamento e nos tratamentos
térmicos realizados. No queijo, os niveis de AFM1 no produto final podem ser
afetados por fatores como, por exemplo, o tipo de queijo a ser fabricado, as
estratégias tecnologicas adotadas neste processo. Podem influenciar durante o
processamento, a quantidade de 4gua removida, o pH da salmoura saturada, o
tamanho do corte, a temperatura de coagulacéo, o tempo de prensagem, e por
fim, o grau de contaminacdo e diferencas na qualidade do leite, ou seja, da
matéria prima. Ha grande variedade de operacfes unitaria de processamento
entre os diversos tipos de queijo, dessa forma, a literatura aborda a influéncia
destas operacdes no destino da AFM1 no produto final (CAMPAGNOLLO et al.,
2016).

De acordo com Campagnollo et al (2016) a literatura relata niveis de AFM1
mais elevados no queijo em relacao ao leite inicial e este fato é relacionado pelos

autores a conhecida afinidade desta toxina com as micelas de caseina do leite.
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A literatura é divergente quanto a transferéncia de AFM1 entre o leite da matéria
prima e o queijo, produto final. Fernandes et al (2012) relatou variacéo de 30,6%
a 42,3% na transferéncia de AFM1 do leite para o queijo Minas frescal. Lopez, et
al (2001) identificaram reducédo de 60% do leite para o queijo e 40% do leite para
o soro. Colak (2007) encontrou 57,1% de reducéo do leite para o queijo branco
turco e 55,4% do leite para o soro. Os efeitos nos niveis de AFM1 causados
pelos processos de coagulacao e drenagem do soro, salga, amadurecimento e
até estocagem sédo estudados por diversos autores, assim como diferencas nos
niveis de AFM:1 encontrados nos diferentes tipos de queijo (CAMPAGNOLLO et
al., 2016).

3.3 OBJETIVOS
3.3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a ocorréncia de aflatoxina M1 em diversos tipos de queijos

comerciais produzidos em sistemas organicos e sistemas convencionais.

3.3.2 OBJETIVO ESPECIFICO
a) Comparar a ocorréncia de aflatoxina M1 em diferentes tipos de queijos
entre os sistemas de producao;
b) Avaliar o risco a exposicado alimentar pelo consumo dos de M1 presente

nos queijos avaliados;

3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Amostragem dos queijos comerciais

As amostras de queijos foram adquiridas em estabelecimentos comerciais
de diversos locais do estado de S&o Paulo, entre os anos de 2019 e 2022,
efetuando-se o registro dos tipos de queijo, marcas, lotes e datas de fabricacao.
Foram analisadas 176 amostras, sendo 92 convencionais e 84 organicas. As
amostras convencionais foram constituidas pelos queijos dos seguintes tipos:
Frescal ultrafiltrados, Minas frescal, Minas padrdo, Minas padrdo artesanal,
Mucarela, Mucarela de bufala, tipo brie, tipo prato, parmesédo, provolone,
gorgonzola, tipo gouda, tipo camembert, saint paulin e coalho, englobando 50
marcas diferentes. As amostras de queijos organicos foram constituidas pelos

gueijos dos seguintes tipos: Minas frescal, Minas padrdo, Minas frescal de bufala,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713516301761#bib132
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713516301761#bib132
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713516301761#bib132
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mugcarela, mugarela de bufala, provolone e meia cura, englobando 5 marcas
distintas.

As amostras de queijos foram acondicionadas em caixas isotérmicas, com
gelo se necessario, e transportadas para o Laboratorio Multiusuério de
Microbiologia da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos — USP em
Pirassununga/SP para as analises. As amostras foram retiradas das embalagens
originais de maneira asséptica e pesou-se uma aliquota de 10 g para analise de
AFM: (FERNANDES et al., 2012b).

3.4.2 Determinacgao de aflatoxina M1 em queijos
Para a determinacdo de AFM1 nas amostras de queijos, padronizou-se o

método V.

3.4.2.1 Padrdes e solventes
O padréo de AFM: e os solventes foram os mesmos indicados para o

método Il (cap. |, secdo 2.4.4.4.1; Pag. 61) e utilizados da mesma forma.

3.4.2.2 Curvade calibracéo e tempo de retencéo
A curva de calibragéo e o tempo de retengcdo foram os mesmos obtidos
para o método Il (cap. |, secéo 2.4.4.4.2; Pag. 61 e 62).

3.4.2.3 Limites do método

Os limites de deteccdo (LD) e os limites de quantificacdo (LQ) foram
determinados a partir do preparo das solucdes padrdes de aflatoxinas (Sigma-
Aldrich 0,5 pg/mL Mi em acetonitrila), até atingir a menor concentracao
detectada e quantificada de aflatoxinas nas amostras de queijo (CASSIANO et
al., 2009).

O resultado para o limite de deteccao (LOD) e o limite de quantificacéo
(LOQ) estdo dispostos na Tabela 31.
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Tabela 31 - Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacdo de amostras de queijo.

Limites AFM; pg/kg
LOD 0,07
LOQ 0,7

LOD: Limite de Deteccéo e LOQ: Limite de Quantificacéo.
Fonte: Prépria autoria.

3.4.2.4 Descricdo do método analitico - Determinacao de aflatoxina M1 em
gueijos (Método 1V)

A determinagéo de aflatoxina M1 nas amostras de queijo foi efetuada
utilizando colunas de imunoafinidade AFM1 HPLC® (Vicam, Watertown, EUA). A
metodologia foi realizada de acordo com VICAM (2018) e Lee et al., (2009), com
modificacdes, conforme descrito resumidamente a seguir.

Pesaram-se 10 g da amostra de queijo em um béquer e adicionou-se um
volume de 50 mL de acetonitrila:agua (60:40, v/v), homogeneizando com o
auxilio de um mixer durante 3 minutos. A mistura foi transferida para um tubo de
50mL, centrifugada a 3.000 rpm por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante filtrado
em papel filtro. Foram adicionados 10 mL de solugéao de tampéo fosfato 0,01 M
em um tubo conico de 15 mL e acrescidos 2 mL da amostra filtrada.

A solucéo foi passada através da coluna de imunoafinidade AFM1 HPLC®
(Vicam, Watertown, EUA) com fluxo de 1-2 gotas/s. Em seguida, a coluna foi
lavada com 10 mL de solugéo de tampéo fosfato 0,01 M e posteriormente com 3
mL de agua ultrapura. A eluicdo da micotoxina foi realizada com a passagem de
750 pL de metanol-acetonitrilia (2:3, v/v) e depois com 750 pL de agua ultrapura
pela coluna de imunoafinidade. O eluato foi recolhido em um vial de 2 mL e
evaporado até a secura sob fluxo de N2. Para analise as amostras foram
ressuspendidas em 1mL de ACN:H20 (2:8, v/v) e 50uL injetados no sistema
CLAE.

3.4.2.5 Desempenho do método

Para a avaliagdo do desempenho do método analitico realizaram-se
ensaios de recuperagdo nas amostras de queijo, contaminadas artificialmente
com AFMz1 nas concentracdes de 0,5, 1 e 3 pg de AF/kg. As amostras foram

preparadas em triplicata para cada concentracdo do composto, seguindo o
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método IV (cap. Il, secdo 2.4.4.4.5; pag. 63 e 64), e injetadas no sistema CLAE
para obtencao de percentuais de recuperacao e coeficiente de variacdo. A AFM1
foi incluida no conteudo filtrado, ap0os a etapa de extracdo com solvente e
centrifugacéo, antes da passagem na coluna de imunoafinidade.

A recuperacdo média para os trés niveis (0,5; 1,0 e 3,0 ug de AFM1/kg)
de AFM: no queijo foi de 88,93% para AFM:. Os niveis e porcentagens obtidas

estéo dispostos na Tabela 32.

Tabela 32 - Percentuais de recuperacao e coeficientes de variacdo obtidos nos ensaios

de validacdo do método de andlise de aflatoxina M; em amostras de queijo.

AFM; adicionada  AFM; observada AFM; média Recuperacao

(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) media @) OV (%)

0,57
0,5 0,529 0,514 102,8 12,61
0,433

0,831
1 0,93 0,884 88,38 5,64
0,89

2,453
3 1,938 2,269 75,62 12,7
2,435

CV: coeficiente de variacgéo.
Fonte: Prépria autoria.

Os percentuais de recuperacdo e coeficientes de variacdo obtidos
apresentaram-se dentro das faixas recomendadas, respectivamente, pela Uniéo
Europeia (CE 401/2006) (UNIAO EUROPEIA, 2006) e pelo MAPA (BRASIL,
2011d).

3.4.2.6 Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
O sistema cromatografico e a fase movel foram os mesmos utilizados para

0os métodos I, Il e 1, descritos na secao 2.4.4.5, cap. | (pag. 64 e 65).
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3.4.3 Avaliacao de risco a saude

3.4.3.1 Célculo daingestéo diaria provavel média - IDPM
A avaliagéo da exposicéo alimentar a aflatoxina M1 foi realizada de acordo
com indicacbes da FAO (2014) para estimativa de exposicdo alimentar a
contaminantes, a qual é baseada em dados de consumo alimentar, concentracéo
do contaminante no alimento e peso corporal médio da populagdo. A equacao
utilizada esta representada a seguir eq. (1).
(1)
média AFM1 (ng/g) x Consumo médio (g/dia)

IDPM kg/dia) =
(ng/kg/dia) Peso médio adulto (kg)

A concentracdo de AFM: foi considerada como a média dos valores
obtidos em HPLC nas amostras com niveis quantificaveis. Para 0 consumo
meédio de queijo utilizou-se a indicacdo de 5,8 g /dia, de queijos em geral, da
Pesquisa de Orgamentos Familiares (2017-2018), conduzida pelo IBGE (2020).
E o peso médio adulto do consumidor foi considerado como 70 Kg, de acordo
com EPA (1989) e Mohammadi, et al (2022).

3.4.3.2 Estimativa do indice de risco (Hazard Index -HlI)

A razdo entre a IDPM e a ingestdo média toleravel (TDI) resulta na
estimativa do indice de risco (HI), a qual é baseado nos estudos de Kuiper-
Goodman T. (1990a), que obtiveram uma ingestdo média toleravel (TDI) para
AFM:1 de 0,2 ng/kg peso corporal /dia. Desta forma, a equacao (2) utilizada no
presente estudo para estimar o indice de risco da exposicdo a AFM:1 esta
disposta a segquir.

2)
__IDPM (ng/kg/dia)
TDI (ng/kg)

Sendo, o IDPM calculado com base na equacao anterior e o TDI igual a
0,2ng/kg. O HI inferior a 1 € aceitavel, e superior a 1 indica alto risco de
desenvolvimento de cancer de figado (HASNINIA et al., 2022; KUIPER-
GOODMAN T., 1990a; MOHAMMADI et al., 2022; SHAHBAZI; NIKOUSEFAT,;
KARAMI, 2017; SKRBIC et al., 2014a).
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3.5 Anadlise estatistica

Os tipos de queijo e os sistemas de producéo (organico e convencional)
foram comparados por meio de analise estatistica de variaveis categoricas
(frequéncias), por meio do teste Qui-quadrado, utilizando o procedimento FREQ
da SAS (SAS 9.4, 2015), com nivel de significancia de 5% (p<0,05). Para a
comparacao entre a concentracdo media de AFMa, ingestdo diaria provavel
média (IDPM) e indice de risco (IH) entre os queijos de ambos os sistemas de
producdo, os dados foram avaliados quanto aos pressupostos estatisticos de
normalidade dos residuos e homogeneidade das variancias pelos testes de
Shapiro-wilk e Levene, respectivamente. Posteriormente, a andlise de variancia
dos dados foi realizada pelo programa SAS (2015) e a comparacdo das
variancias pelo Teste F. Todas as analises foram realizadas com significancia de
5% (p<0,05).

3.6 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.6.1 Determinacdo de aflatoxina M1 em amostras de diversos tipos de
gueijos organicos e convencionais

Nas amostras oriundas de sistema de producao organico, foi possivel a
quantificacdo de AFM1 em 4 amostras, uma em cada um dos tipos, minas frescal,
minas padréo, mucarela e provolone. Houve detecc¢ao de niveis tragcos nos tipos:
minas frescal, minas padrdo, e mucarela. Nas amostras oriundas de sistema de
producdo convencional, trés amostras foram quantificaveis em queijos do tipo
minas frescal e uma no tipo Camembert. Niveis tracos foram detectados nos
tipos: minas frescal, minas padrao, e mucarela, parmeséao, prato e gouda (Tabela
33).
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Tabela 33 - Numero de amostras por nivel de Aflatoxina M1 em cada tipo queijo,

oriundos de sistema de producéo organico e convencional.

Orgéanico Convencional

Tipos de queijos (n)* ND Tragos 2L0OQ (n)*  ND Tragcos 2LOQ

Minas frescal* 32 29 2 57 50 4
Minas padrdo 10 8
27

(98]
(6]

Mucarela*

Provolone

O O N -
O P R R B

Meia cura
Parmeséo
Gorgonzola
Prato
Coalho
Ricota
Tipo Camembert
Saint paulin

Tipo Gouda

O O O O OO O O O b W
LI |
LI |
L IR |
P N R P PR RPN ®®N R N O N
P P P O R P P ®WERE R MNOO®

Tipo Brie

©o| O r O OO0 r OFr OO Fr Bk
A O O O P O O O O O O O O O W

(n) Total 84 70 10 4 922 79

* Considerando leite de bovinos e bubalinos. ** n = nimero de amostras por tipo de
queijo.

Resultados indicados com “— “demonstram que o tipo de queijo ndo foi analisado para
0 sistema em questao.

ND: ndo detectado; LOD: limite de deteccdo = 0,07 pg/ kg™; LOQ: Limite de
Quantificacdo = 0,7 pg/ kg™; Tracos: valores entre o LOD e LOQ.

2L.OQ: amostras de niveis quantificaveis.

Fonte: Prépria autoria.

AFM: foi detectada em 11,11% das amostras de queijo fresco, sendo
4,44% com niveis quantificaveis e 6,66% com niveis tracos, enquanto AFM1 nao
foi detectada na maioria das amostras (88,88%). Quando avaliados os demais
gueijos maturados, a deteccdo de AFMi foi maior (19,77%) sendo 4,65% com
niveis quantificaveis. Entretanto, n&o houve diferenga estatisticamente
significante (p=0,1919) quando comparados queijos in natura e outros tipos, 0
que indica que as concentra¢gdes de AFM: obtidas foram independentes do tipo

de queijo avaliado (Tabela 34).
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Tabela 34 - Comparacgédo dos niveis de Aflatoxina M1 entre queijos do tipo frescal e os

demais tipos analisados.

Tipos de queijos

Amostras Fresco Demais tipos niveis p
ND (<LOD) 88,8% (80) 80,23% (69) <0,07
Tracos (entre LOD e LOQ) 6,66% (6) 15,12% (13) 0,07-0,7
Niveis quantificaveis (2LOQ)  4,44% (4) 4,65% (4) 20,7 o191
Positivos (=LOD) 11,11% (10) 19,77% (17) >0,07
Total de amostras 90 86

ND: ndo detectado; LOD: limite de deteccdo = 0,07 pg/ kg™; LOQ: Limite de
Quantificacdo = 0,7 pg/ kg™; Tracos: valores entre o LOD e LOQ.
Fonte: Prépria autoria.

Os queijos sédo fabricados no mundo utilizando diversas etapas distintas
de processamento. Ha divergéncia da literatura sobre a influéncia de cada
operacdo de processamento, porém o efeito de etapas como a coagulacdo e
drenagem do soro séo estudados por diversos autores (CAMPAGNOLLO et al.,
2016a). Fernandes et al. (2012b) avaliou a transferéncia de AFM1 do leite para o
produto final (queijo minas frescal), durante o processamento, e obteve valores
de 30,6% a 42,3%. Khaneghah et al. (2021) obtiveram que 0s queijos frescos
apresentaram maiores niveis e maior prevaléncia de AFM1 em comparacgéo a
gueijos ndo frescos, queijos macios, semi-macios, semi-firmes e firmes. Dessa
forma, a auséncia de diferenca estatistica entre a ocorréncia de AFM1 em queijos
de diferentes tipos de processamento, neste estudo, pode estar relacionada com
a baixa quantidade de amostras positivas para AFM1 em cada um dos tipos
analisados. A ocorréncia de aflatoxina AFM1 nas amostras de queijos nao
demonstrou relacdo com o queijo ser do tipo frescal ou dos demais tipos,
independentemente do sistema de producgéo (organico ou convencional).

Foi observada a ocorréncia de AFMi1 em 30,5% das 176 amostras
analisadas. Das 84 amostras produzidas em sistema organico, foram detectadas
16,4% de amostras positivas, sendo 11,9% com niveis considerados “tragos” e
4,8% com niveis quantificaveis (Tabela 35), entre 0,88 pg/kg™ a 1,50 ug/ kg? e
média de 1,14 pg/ kg* (Tabela 36). Das 92 amostras produzidas em sistema
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convencional, foram detectadas 14,1% amostras positivas, sendo 9,8% com
niveis considerados tracos e 4,3% com niveis quantificaveis (Tabela 35), entre
0,79 pg/ kgt a 6,70 pg/ kg, e média de 3,10 pg/kg (Tabela 36).

Duas amostras de queijos de producdo convencional apresentaram
concentracdes de 2,78 pg/ kg? e 6,7 pg/ kg, acima do limite permitido para
queijos de acordo com a IN 88/ 2021 da ANVISA (< 2,5 ug/kg) (BRASIL,2021b).
N&o houve diferenca estatistica (p=0,1780) na ocorréncia de AFM1 entre os

gueijos de ambos os sistemas de producgéo (Tabela 35).

Tabela 35 - Comparacado dos niveis de Aflatoxina M1 entre amostras de queijos

oriundas de sistema de produg&o organico e convencional.

Sistema de producéo

Amostras Organico Convencional niveis p
ND (<LOD) 83,3% (70) 85,9% (79) <0,07
Tracos (entre LOD e LOQ) 11,9 (10) 9,8% (9) 0,07-0,7
0,1780
Niveis quantificaveis (>LOQ) 4,5% (4) 4,3% (4) 20,7
Positivos (=LOD) 16,4% (14) 14,1% (13) >0,07
Total de amostras 84 92

ND: ndo detectado; LOD: limite de deteccdo = 0,07 pg/ kg™; LOQ: Limite de
Quantificacdo = 0,7 ug/ kg™*; Tracos: valores entre o LOD e LOQ.
Fonte: Prépria autoria.

Tabela 36 - Niveis de Aflatoxina M1 em cada um dos tipos de queijos oriundos de

sistema de producgdo organico e convencional.

Sistema de producéo

Concentracgéo (ng/g) Orgénico Convencional
Minimo 0,88 0,79
Maximo 1,50 6,70
Média 1,14 3,10
Total de amostras (2 LOQ) 4 (84) 4 (92)

LOD: limite de deteccdo = 0,07 pg/ kg™
Fonte: Prépria autoria.
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No Brasil, os limites de AFM1 em alimentos sado baseados na Instrucao
Normativa 88 de 2021 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). A
legislagéo considera 0,5 pg/kg AFM: para leite fluido, 2,5 pg/ kg em queijos e 5
ug/ kg para leite em p6. Apesar dos produtos de ambos os sistemas de produgéo
apresentarem somente quatro amostras quantificaveis cada um, pelo menos
duas amostras de queijos de producdo convencional apresentaram
concentracfes acima do limite brasileiro permitido para queijos. Se houver foco
no comércio mundial desses produtos, todas as amostras quantificiveis de
ambos os sistemas de producéo estariam fora dos limites permitidos para os
EUA (0,5 ug/kg AFM1 em produtos lacteos em geral) (US FDA, 1996) ou para 0s
paises da UE (0,05 pg/kg AFM:1 para leite cru, leite tratado termicamente e
qualquer leite usado para producédo de leite) (CAMPAGNOLLO et al.,2016;
REGULAMENTO (CE) N° 466/2001, 2001; MURPHY et al., 2006).

3.6.2 Analise derisco a saude

A concentragao obtida nas amostras produzidas em sistema convencional
gerou um IDPM de 0,26 ng/kg/dia, resultando em um HI acima de 1 (HI=1,29).
Para as amostras produzidas em sistema organico o IDPM foi de 0,09 ng/kg/dia,
com indice de HI menor que 1 (Tabela 37).

N&o houve diferenca estatistica entre a concentracdo média de AFM:1 das
amostras oriundas dos dois sistemas de produgdo (p=0,1810).
Consequentemente, também nao houve diferenca significativa entre o IDPM
(p=0,1729) e o IH (p=0,1802) das amostras de ambos 0s sistemas, pela analise
de variancias pelo teste T (p<0,05). No entanto, as concentra¢gdes das amostras
de queijos do sistema de producdo convencional apresentaram indice de risco
superior a 1 devido as concentracfes mais elevadas do que as amostras de

producao organica.
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Tabela 37. indices calculados para avaliagdo do risco a salde pela exposicdo alimentar

a aflatoxina Mi, em queijos oriundos de sistemas de producdo convencionais e

organicos.
Sistema de producéo
indices alculados Organico Convencional p
Concentracdo de AFM1 média (ng/g) 1.14 3.10 0.1810
IDPM (ug/kg/dia) 0.09 0.26 0.1729
indice de risco (HI) 0.47 1.29 0.1802
Total de amostras consideradas 4 4

Fonte: Prépria autoria.

Khaneghah et al. (2021) obtiveram uma média de 13 ug/ kg de AFM1 em
queijos diversos de leite de vaca, em meta-analise conduzida a partir de revisao
bibliografica sistémica, utilizando dados de concentracao e prevaléncia de AFM1
em queijos, oriundas de 350 estudos relevantes na literatura, e um universo
amostral de 15.205 amostras. Tais concentracdes também apresentaram-se
muito acima dos limites recomendados mundialmente e corrobora com os
resultados obtidos neste estudo.

O estudo detectou um indice superior a 1 (HI=1,28) amostras
convencionais, quando se assume que ha um risco acentuado de cancer de
figado pela exposicdo alimentar & AFM1 de acordo com (KUIPER-GOODMAN
T., 1990; SKRBIC et al., 2014). Isso evidencia a necessidade de um controle
mais rigoroso da seguranca dos alimentos em relacdo aos niveis de AFM1 no
pais. Shahbazi et al. (2017) relataram elevada ocorréncia de AFMi1, porém
obtiveram valores de IDPM inferiores ao presente estudo, e consequentemente
um indice de risco inferior a 1, constatando um baixo risco de exposicdo a AFM1
pela ingestdo de queijos tradicionais iranianos. Em meta-analise conduzida a
partir de 57 estudos e um total de 6.410 amostras de diversos tipos de queijos,
oriundos de seis pais da Asia, Turquia, Ird, Libano, Paquistio e Kuwait,
Mohammadi et al. (2022) obtiveram que 59,02% das amostras estavam
contaminadas com AFM: e a concentracdo média de AFM: foi 133,27 ng/kg™
(0,133 pg/kg™). Para o calculo do indice de risco, os autores consideraram 10kg
por ano, por pessoa e também obtiveram um risco de exposicdo inferior a 1.

Tanto Shahbazi et al. (2017) quanto Mohammadi et al. (2022) consideraram um
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consumo de queijos superior ao utilizado neste estudo e ainda assim obtiveram
um indice de risco (HI) inferior a 1 devido aos menores niveis de AFM1em suas
amostras. Este fato reforca a importancia da mitigacdo dos niveis de AFM1 em
queijos para reduzir o risco a saude dos consumidores.

Embora o HI das amostras de producéo convencional seja superiora 1, o
presente estudo ndo detectou diferencas significativas entre a ocorréncia de
AFM1 nos queijos convencionais e organicos, indicando que, apesar das
distincdes no manejo base da produc¢ao do leite, a probabilidade do consumidor
adquirir um destes produtos de ambos os sistemas, com presenca de AFMzi, seria
semelhante. Ou seja, a ocorréncia de aflatoxina AFMi1 na producédo de leite e
derivados pode ser um entrave comum a ambos os sistemas, ndo garantindo
que os alimentos organicos oferecem uma maior segurancga dos alimentos em
relacdo a esta toxina. H4 necessidade de rigor no controle da alimentagcédo dos
animais, nas boas praticas de producao de leite, e processamento e estocagem
dos derivados, com o intuito de minimizar a contaminacéo por AFM1 nos queijos
na producéo de leite de forma geral.

Os estudos dos niveis de contaminacdo dos produtos sdo necessarios
devido ao aumento no consumo de produtos organicos, principalmente depois
do periodo de pandemia do COVID-19, devido a preocupac¢édo com a saude e a
busca por produtos mais saudaveis serem o0s principais motivos pela escolha
dos produtos organicos. Ha expectativas de que o crescimento observado no
mercado de produtos organicos continue pelos préoximos anos. Durante a
pandemia de COVID-19, os dados apontaram aumento no consumo de produtos
organicos de forma geral no mundo. Constatou-se uma mudanca de habitos
alimentares e estratégias de compras devido a pandemia. Os deslocamentos
aos supermercados foram menos frequentes, ocorreu maior frequéncia de
compras online e em mercados locais, como feiras, por exemplo. Além disso, a
saude, bem-estar e prevencao de doencas foram indicadas como as principais
preocupacdes dos consumidores em geral, durante este periodo. Apesar de, em
alguns paises da Europa, os motivos pela escolha do consumo de organicos
sejam as questbes ambientais e o bem-estar animal, e nos EUA a escolha
ocorrer principalmente para evitar alimentos transgénicos, parte significativa dos
adeptos ao consumo de organicos associa tais produtos a alimentos mais

saudaveis e relacionados a saude e ao bem-estar (SAHOTA, 2022).
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No Brasil, as pesquisas de consumo da Associacdo de promoc¢éo dos
organicos — Organis, indicaram que, em 2021, 47% dos entrevistados alegaram
consumir alimentos organicos por preocupacao com a saude, 26% acreditam ser
um produto mais saudavel, 13% consomem por serem produtos que ndo contém
agrotoxicos, e 24% pela crenca na melhor qualidade do produto. Sobre a
frequéncia de consumo, em 2021, 34% dos entrevistados alegaram consumir
organicos duas vezes na semana e 27% mais de cinco vezes na semana
(ORGANIS, 2021b). De acordo com a pesquisa de 2021, 66% dos consumidores
responderam manter o consumo destes alimentos durante a pandemia e 23%
relataram aumentar. Desta forma, € possivel constatar que o consumo de
organicos no Brasil segue a tendéncia mundial e a preocupacao com a qualidade
dos alimentos e percepcao do produto também requer atencao.

Os autores ressaltam a necessidade de mais estudos acerca dos produtos
organicos para auxiliar na formacdo da identidade do produto orgéanico, bem
como informar a sociedade, de maneira clara e embasada cientificamente, quais
sdo seus reais beneficios sociais, ambientais e na salde e nutricdo. Além disso,
somente as boas praticas de colheita, processamento e estocagem dos
alimentos destinados a bovinocultura leiteira ndo garantem a prevencao total de
micotoxinas nestas culturas (DI GREGORIO et al., 2014). Consequentemente,
as boas praticas néo eliminam o risco de AFMz1 no leite e derivados, dessa forma,
faz-se necessario o uso de métodos de detoxificagdo desta toxina, tanto na
alimentacéo dos animais, quanto no produto final.

Os métodos de detoxificacdo de micotoxinas atuam na destruicao,
remocao ou formacao de compostos de toxicidade reduzida, sem prejudicar as
caracteristicas fisicas, organolépticas e nutricionais dos alimentos. Tais métodos
podem ser fisicos, quimicos ou bioldgicos (JARD et al., 2011; MUHIALDIN;
SAARI; MEOR HUSSIN, 2020). Devido as restricdes da producao de alimentos
organicos, mais estudos sdo necessarios para definir quais destes métodos de
detoxificacdo, poderéo ser pesquisados e utilizados no manejo e nos produtos

finais deste sistema.

3.7 CONCLUSAO
A ocorréncia de AFM1 nos diferentes tipos de queijo foi semelhante entre

os sistemas de producéo, organico e convencional. Conclui-se que 0s queijos
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oriundos de ambos os sistemas podem expor 0s consumidores aos mesmos
cenarios de risco pela presenca de AFMi, apesar das distintas normas de
producdo especificas e o estigma de que os alimentos organicos sdo mais

“saudaveis”.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Os dois estudos realizados demonstraram que a AFM1 € um obstaculo
para o sistema de producéo de leite e derivados de forma geral e ha necessidade
de mitigacao da presenca de AFM1 em leite e derivados de forma geral. Devido
as restricbes inerentes ao manejo da producdo de alimentos organicos, sao
necessarios estudos com o intuito de investigar quais métodos de detoxificacao
de AFM: serdo permitidos para uso diretamente nos alimentos destinados as
vacas, e quais serdo permitidos para uso no produto final. Ha& necessidade de
estudos futuros focados em definir melhor a identidade dos alimentos organicos,
para identificar e informar ao consumidor em quais aspectos a escolha por
destes alimentos na composicdo de suas dietas realmente promovem

diferenciais.
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Individuo Local Estacao Sala armaz Acondic Alimento AFGl1 AFB2 AFB1 Aa Contagem Aspergillus Flavi AFM leite
1 A Inverno ssala spalet Silagem 10,608 0 0 0,9786 8,9542 0 0 0
2 A Inverno ssala spalet Concentrado 0 0 0 0,5746 5,9031 1 1 0
3 B Inverno ssala cpalet Silagem 0,112 0 0 0,9959 6,3222 0 0 0,0155
4 B Inverno ssala cpalet Concentrado 0,047 1,792 11,464 0,5875 6,8921 1 1 0,0155
5 D Inverno csala cpalet Silagem 0 0 0 0,5361 5,9294 0 0 0
6 C Inverno csala cpalet Concentrado 1,98 1,944 8,692 0,5333 6,6812 0 0 0,0255
7 D Inverno csala cpalet Concentrado 0 0 0 0,9778 5,7924 1 1 0
8 E Inverno csala cpalet Silagem 0,164 0 0 0,98 5,2553 0 0 0
9 E Inverno csala cpalet Silagem 0 0 0 0,9817 3 0 0 0
10 E Inverno csala cpalet Concentrado 0 0 0 0,6646 5,699 1 1 0
11 E Inverno csala cpalet Concentrado 0 0,012 0,432 0,6711 5,415 1 1 0
12 F Primavera csala cpalet Concentrado 0 0 0 0,5895 4,7782 1 1 0
13 F Primavera csala cpalet Silagem 0 0 0 0,969 6,0294 1 1 0
14 A Verao ssala spalet Concentrado 0 0 0 0,6577 4,3617 1 1 0
15 B Verao ssala cpalet Concentrado 0,046 0,952 4,32 0,6392 5,9395 1 1 0,0245
16 E Verao csala cpalet Concentrado 0 0 0,576 0,6705 5,4548 1 1 0
17 C Verao csala cpalet Concentrado 3,144 4,524 23,38 0,7205 6,5682 1 1 0,6563
18 D Verao csala cpalet Concentrado 0 0 0,336 0,7595 6,7284 1 1 0
19 G Verao ssala cpalet Concentrado 0 0,074 1,828 0,6017 6,7889 1 1 0
20 C Verao csala cpalet Concentrado 0 0,404 1,856 0,527 6,1761 1 0 0,1553

Legenda: Acondic = forma de acomomodacéo das embalagens de alimentos dentro das salas; Sala_armaz = tipo de sala de armazenagem

dos alimentos. Estacao: esta¢do do ano; Local: propriedades; Alimento = tipo de alimento; Aa = atividade de 4gua nos alimentos; Bolores_Lev

e Contagem = contagem de bolores e leveduras; Flavi = presenca de Aspergillus secdo Flavi; AFM_leite = AFM: em leite; AFB1 = aflatoxina

B.; AFB2 = aflatoxina B, e AFG1 = aflatoxina G;. Fonte: Propria autoria.
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Individuo Local Estacao Sala armaz Acondic Alimento AFGl1 AFB2 AFB1 Aa Contagem Aspergillus Flavi AFM leite
21 E Verao csala cpalet Silagem 0 0 0,094 0,9859 5,2553 0 0 0
22 E Verao csala cpalet Concentrado 0 0 0,035 0,7304 7,1461 1 1 0
23 G Verao ssala cpalet Concentrado 0 0,075 1,804 0,6437 5,9395 1 1 0
24 C Verao csala cpalet Concentrado 0 0,059 1,504 0,6515 5,8129 1 1 0,162
25 E Verao csala cpalet Silagem 0 0 0,07 0,935 42175 0 0 0
26 E Verao csala cpalet Concentrado 0 0 0,058 0,6686 45798 1 1 0
27 G Verao ssala cpalet Concentrado 0 8,472 85,302 0,625 5,8482 0 0 1,3613
28 C Verao csala cpalet Concentrado 0 0,788 7,914 0,636 4,3802 1 1 0,2033
29 E Verao csala cpalet Silagem 0 0 0 0,9891 5,959 0 0 0
30 E Verao csala cpalet Concentrado 0 0 0 0,6442 4,699 1 1 0
31 G Verao ssala cpalet Concentrado 0 9,26 92,908 0,5954 6,6021 1 1 0
32 C Verao csala cpalet Concentrado 0 0,862 8,412 0,6583 5,5441 1 1 0
33 E Primavera csala cpalet Silagem 0 0 0 1,0025 0 0 0 0
34 E Primavera csala cpalet Concentrado 0 0 0 0,623 5,7634 1 1 0
35 C Primavera csala cpalet Concentrado 0 1,172 8,144 0,6391 7,4314 1 1 0,27
36 G Primavera ssala cpalet Concentrado 0 0,536 0,946 0,6492 5,6021 1 1 0,3135

Legenda: Acondic = forma de acomomodacéo das embalagens de alimentos dentro das salas; Sala_armaz = tipo de sala de armazenagem

dos alimentos. Estacao: estagdo do ano; Local: propriedades; Alimento = tipo de alimento; Aa = atividade de 4gua nos alimentos; Bolores_Lev

e Contagem = contagem de bolores e leveduras; Flavi = presenca de Aspergillus secdo Flavi; AFM_leite = AFM1 em leite; AFB1 = aflatoxina

B:; AFB2 = aflatoxina B, e AFG1 = aflatoxina G;.

Fonte: Prépria autoria.



