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RESUMO
COELHO, Poliana de Oliveira. Microbiota fungica e aflatoxinas em alimentos
estinados a cabras : aflatoxina M1 no leite produzido em diferentes sistemas e

Condicoes climaticas.

As aflatoxinas sdo metabdlitos téxicos produzidos por Aspergillus flavus e
Aspergillus parasiticus com efeitos hepatotoxicos, imunossupressores, mutagénicos,
carcinogénicos e teratogénicos. Estdo presentes em varios alimentos,
principalmente nos gréos, sendo amplamente utilizados na fabricagdo de racgdes
animais. A aflatoxina B1 é a de maior poder toxico e o seu metabdlito é eliminado
principalmente no leite, sendo o de maior importancia a aflatoxina M1. Os limites
aceitos pela legislagdo brasileira sdo de 50 ppb de aflatoxinas para alimentos
destinados a animais e de 0,5 pg/L e 5,0 pg/L de aflatoxina M1 para leite fluido e em
po, respectivamente. Devido a sua toxicidade, principalmente em individuos mais
jovens, que sao os maiores consumidores de leite, tornam-se um importante
problema de saude publica. Os objetivos deste trabalho foram avaliar a microbiota
fungica e a incidéncia de aflatoxina B1 em alimentos consumidos por cabras e a
incidéncia de aflatoxina M1 em leite de cabras criadas em 3 propriedades
localizadas na regido do Sul de Minas Gerais e Média Mogiana Paulista. Os
alimentos foram avaliados quanto & microbiota fungica utilizando-se Agar Sabouraud
Rosa de Bengala. A detecgdo de aflatoxinas B1 foi avaliada pela técnica de
cromatografia em camada delgada, enquanto, no leite, primeiramente foi feita a
extragdo e purificagdo em colunas de imunoafinidade, sendo a detecgcdo de
aflatoxina M1 avaliada utilizando-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). Aliado a estes levantamentos, foi realizada uma analise das condi¢des
meteoroldogicas das regides de Minas Gerais e Sdo Paulo, aferindo-se o indice
pluviométrico, a temperatura média e a umidade relativa do ar onde foram
verificadas e comparadas as épocas de maior incidéncia de fungos e suas toxinas
nos alimentos e no leite. Foram colhidas amostras de dois alimentos (concentrado e
volumoso) com quatro repeticoes e em duas épocas diferentes (chuva e seca) e
amostras de leite também com quatro repeticdes em cada época. O delineamento
estatistico foi inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial e foi utilizado o
teste Tukey com 5% de nivel de significancia. Os resultados obtidos revelaram que a
otimizacao das referidas metodologias de cromatografia em camada delgada para
analise de aflatoxina em rag¢des e de HPLC no leite caprino mostraram-se eficientes.
Em todas as amostras de leite caprino, ndo foi detectada a presenca de aflatoxinas,
demonstrando a boa qualidade do leite quanto a contaminagdo por essas toxinas.
Porém, apds a anadlise qualitativa da toxigenicidade das culturas da espécie do
género Aspergillus, observou-se que, das 64 amostras de ragdes analisadas, 22,6 %
encontravam-se contaminadas com aflatoxina B1.

Palavras-chaves: 1) aflotoxina 2) Aspergillus flavus 3) leite de cabra



ABSTRACT
Coelho, Poliana de Oliveira. Mycoflora and aflatoxins in food estin the goats :

aflatoxin M1 in milk produced in different systems and weather conditions.

Aflatoxins are hepatotoxic, immunosuppressive, mutagenic, carcinogenic and
teratogenic metabolites produced by Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus.
They are found in various kinds of food, especially grains, and are widely used in the
manufacture of animal feed. Aflatoxin B1 has the highest toxic power, and its most
important metabolite, aflatoxin M1, is eliminated mainly via the milk. The limit values
of aflatoxin accepted by Brazilian legislation are 50 ppb for animal feed, and 0.5 ug/L
and 5.0 ug/L, for liquid and powdered milk, respectively. Young people are great milk
consumers, and thereby milk toxicity becomes an important public health issue. This
study evaluated the fungal microbiota and incidence of aflatoxin M1 in the milk of
goats raised in three farms, located in the south of Minas Gerais and Mogiana
Paulista region. The culture medium Rose-Bengal Sabouraud agar was used to
evaluate food fungal microbiota. The presence of aflatoxin B1 was assessed by thin
layer chromatography. Aflatoxin M1 in milk was determined by immunoaffinity column
cleanout with high performance liquid chromatography (HPLC). In addition,
meteorological conditions were surveyed in the regions studied to measure the
pluviometric index, the average temperature and relative humidity of air, where the
periods of higher incidence of fungi and toxins were found in feed and milk. Two feed
samples were collected: concentrate and fodder, with four replications, in two
different seasons (rains and drought). Milk samples were also collected, with four
replications. Two experiments were conducted: one in the rainy season; another in
drought. Their statistical design was completely randomized and factorial . The Tukey
test was applied at the 5% significance level. The results showed that the improved
methods were efficient to detect aflatoxin: thin layer chromatography, in feed; and
high performance liquid chromatography, in milk. The good quality of the goat milk
was confirmed by the absence of aflatoxin in the samples. However, the qualitative
analysis of Aspergillus cultures revealed that of the 64 samples analyzed, 22,6%
were contaminated by aflatoxin B1.

Keywords: 1) aflatoxin 2) Aspergillus flavus 3) goat milk



1. INTRODUCAO

A caprinocultura € uma atividade agropecuaria de grande importancia
socioecondmica no Brasil. O efetivo de caprinos leiteiros do pais consiste em
aproximadamente 4.500.000 animais, representando o oitavo maior rebanho do
mundo.

A producao nacional de leite perfaz um total de aproximadamente 22.000
litros/dia, sendo que a produgédo da Regido Sudeste corresponde a 54,6 % de todo o
leite de cabra produzido no Pais. Esta regido possui uma cadeia produtiva
organizada, com processamento industrial e garantia de comercializagao do leite e
de seus derivados, 0 que garante a sua evolugao no setor.

Devido ao seu alto valor nutricional, excelente digestibilidade e baixo
potencial alergénico, o leite de cabra vem sendo bastante utilizado na alimentagao
humana, especialmente de criangas, idosos e individuos portadores de alergia ao
leite bovino. Além disto, o leite de cabra vem conquistando crescente mercado na
forma pasteurizada, embalagens longa vida, em pé, iogurtes, doces e queijos.

Os produtos de origem animal, inclusive o leite de cabra, podem ser

contaminados por substancias tdxicas, de origem biolégica ou quimica.



Dentre estas substancias, destacam-se as micotoxinas, que sao
metabdlitos fungicos, altamente téxicos, representando um perigo em potencial para
a saude humana e animal .

As micotoxinas sao naturalmente produzidas em uma infinidade de graos
de cereais, entre eles a soja e 0 milho, que sdo amplamente utilizados na fabricagéo
de alimentos para varias espécies animais, inclusive os caprinos.

O primeiro relato de intoxicacdes por micotoxinas ocorreu na Idade Média,
entre os séculos Xl e XVI, com as primeiras observagdes de quadros patolégicos da
doenga denominada “ Fogo de Santo Anténio” causando epidemias de ergotismo
em populagcbes da Europa, alimentadas com pao elaborado a partir de centeio
contaminado com o fungo Claviceps purpurea. Entretanto, somente em 1930 a
doenca foi relacionada com alcaldides toxicos daquele cereal.

Intoxicagcbes humanas e de animais, pela ingestdo de alimento
contaminado, tem sido uma constante, contudo, o mais conhecido episédio de
micotoxicose, ocorreu em 1960, na Inglaterra, quando Alicroft et al. (1961),
obtiveram extratos cloroférmicos a partir da torta de amendoim importada do Brasil,
que tinha sido responsavel pela moléstia denominada “Turkey-X-disease”. O mesmo
extrato, quando inoculado experimentalmente em marrecos jovens, reproduziu
lesdes hepaticas semelhantes a doenca natural, denominando-se ” aflatoxinas” ao
composto responsavel pelos efeitos toxicos.

A formacgao destas toxinas em qualquer substrato depende de uma série
de fatores, dentre os quais 0s que possuem maior importancia sdo a umidade e a
temperatura, e por esta razdao sdo muito frequentes em paises tropicais como o

Brasil.



Dentre todas as micotoxinas ja identificadas, a de maior importancia do
ponto de vista econdmico e clinico é a aflatoxina que é produzida por fungos do
género Aspergillus sp., cujo poder hepatotoxico, imunossupressor, mutagénico e
carcinogénico, tanto em animais como em seres humanos, confere a mesma uma

grande importancia na area de saude publica.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo geral determinar a prevaléncia de
aflatoxinas na racao destinada a caprinos leiteiros, assim como sua prevaléncia no

leite em diferentes condigdes climaticas.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Tomando como base a importancia que as micotoxinas vém assumindo na
agropecuaria, particularmente na producao leiteira de caprinos, aliada a falta de
informagdes dos produtores e profissionais do setor, os objetivos especificos deste
trabalho foram:

e Avaliar a microbiota fungica do concentrado e volumoso utilizados na
alimentagdo dos caprinos, determinando-se a contagem global dos principais

géneros de fungos, principalmente as espécies do género Aspergillus sp;



e Determinar o teor de umidade dos alimentos destinados as cabras;

e Relacionar o isolamento de fungos toxigénicos com a umidade e
atividade de agua da ragao e volumoso;

e Avaliar a acédo toxigénica das amostras de concentrado e volumoso
utilizadas na alimentagao das cabras para deteccao de aflatoxina By;

e Avaliar a agéo toxigénica das amostras de leite em relagdo a presenca
da aflatoxina Mq;

¢ Avaliar a incidéncia de aflatoxina B; em alimentos fornecidos a cabras,
bem como a ocorréncia de seu metabdlito, a aflatoxina M4, no leite produzido pelas
mesmas e observar a correlagao entre as duas toxinas;

e Relacionar a(s) época(s) do ano com maior e menor incidéncia de
aflatoxinas nos alimentos e no leite de cabra e associa-las com a umidade dos

alimentos e umidade relativa do ar do ambiente.



1.2 JUSTIFICATIVAS

Devido a sua alta toxigenicidade, principalmente em criangas, que séo os
maiores consumidores de leite, € de grande importancia a detec¢ao destas toxinas
antes que as mesmas cheguem ao consumidor final. Justifica-se, portanto, a
identificacdo de aflatoxina M4 em leite de cabra, ja que a mesma é resultante do
processo de biotransformacdo hepatica da aflatoxina B4 presente na circulacao
sanguinea de cabras que ingeriram alimentos contaminados.

O crescimento continuo da caprinocultura de leite no Brasil, associado a
deficiéncia de dados oficiais neste pais sobre a presenca de aflatoxina M1 no leite de
cabra e a escassez de informacgdes referentes a contaminacido por micotoxinas em

produtos destinados a alimentagao animal, também justificam o presente trabalho.



1.3 HIPOTESES

A estreita relagao entre a ragdo mofada, o Aspergillus flavus, a aflatoxina
B e a excregao de aflatoxina M4 no leite estimulam maiores investigagdes a respeito
da inter-relacdo entre essas variaveis, na determinagcdao de intoxicacbes dos
caprinos, para que sejam tracados parametros de controle epidemiolégicos e
microbiolégicos, entre eles:

e Em ambientes com umidade relativa do ar acima de 60%, ha maior
incidéncia de fungos toxigénicos?

¢ Ragdes com umidade dos grdos acima de 14%, ha maior incidéncia de
fungos toxigénicos?

e Os fungos crescem quando o coeficiente de atividade de agua (Aa)
varia entre 0,80 e 0,90 nos alimentos.

¢ A maior incidéncia de aflatoxina no leite é na época da seca ?

e A existéncia e a quantidade de aflatoxina M4 no leite de cabras estao
relacionadas com a existéncia e a quantidade de aflatoxina B; nos alimentos

destinados a estes animais.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A IMPORTANCIA DA CAPRINOCULTURA LEITEIRA

A caprinocultura é uma atividade pecuaria de grande importancia no Brasil
e estima-se que o efetivo de caprinos leiteiros seja de 4.500.000 animais (FAO,
2004), sendo que a producgao de leite de cabra da Regido Sudeste corresponde a
54,6% de todo pais (COSTA, 2006).

No decorrer dos anos, alguns pioneiros comegaram a produzir leite de
cabra, mesmo sem a garantia de mercado regular. Assim, hoje temos uma grande
producao deste leite no pais, principalmente nos estados de Minas Gerais, Sao
Paulo e Rio de Janeiro (SILVA & SILVA, 2005). Relataram que a caprinocultura de
leite, organizada, existe ha aproximadamente trés décadas, porém os problemas
atuais, em sua maioria, ocorrem ha mais de vinte anos e continuam sem solucdes
adequadas, sendo eles:

a) Legalizagao do leite;
b) Tributagao dos produtos caprinos;
c) Preconceitos sobre os produtos derivados de cabra;

d) Falta de divulgacao e “marketing”;



e) Conducéo de diversos criatérios, sem a devida profissionalizagao e gestao;
f) Organizagdes de classe desprovidas de planos estratégicos;
g) Desatencao dos 6rgaos governamentais de saude animal com os caprinos;

h) Descuido com o grande mercado potencial existente, entre outros.

2.2 O LEITE DE CABRA

O leite de cabra é um alimento de alto valor nutritivo e de facil digestao,
sendo composto principalmente por gorduras, proteinas, agucares, vitaminas e sais
minerais. A composi¢ao quimica desse leite apresenta grande variabilidade, e é
influenciada por diversos fatores, tais como raca, periodo de lactacdo, tipo de
alimentagao, idade e estado fisiolégico do animal (MEDEIROS et al. 1994).

O leite de cabra vem conquistando aumento constante do mercado, nao
somente nas formas de leite pasteurizado e longa vida, mas também como leite em
po, iogurtes, doces e queijos (ZACHARIAS, 2001).

Sua composi¢cao média € comparavel a do leite de vaca, apresentando um
teor de gordura e proteinas ligeiramente mais elevados e menor conteudo de agua,

conforme pode ser observado no QUADRO 01.

QUADRO 01 - Composicdo média de alguns componentes quimicos do leite de

cabra e vaca.

Componentes Cabra Vaca
Proteina (%) 3,95 3,26
Gordura (%) 4,69 3,52
Lactose (%) 4,72 4,76
Cinzas (%) 0,77 0,71




Extrato Seco Total (%) 14,12 12,25
Extrato seco desengordurado (%) 9,43 8,73
Agua (%) 85,88 87,75
Densidade (°D) 1,031 1,030
Acidez (°D) 17,7 16,7
pH 6,57 6,65

Fonte: Furtado & Woltschoon-Pombo (1978)

As cinco principais proteinas do leite de cabra sao B-lactoglobulina, a-
lactoalbumina, k-caseina, B-caseina e aspy-caseina, as quais tém grande semelhanga
com seus homoélogos no leite de vaca. O leite de ambas as espécies contém niveis
similares de B-lactoglobulina, enquanto o leite caprino apresenta um nivel bastante
reduzido de as¢ caseina e aproximadamente o dobro da quantidade de [(3-caseina e
o-lactoalbumina encontradas no leite bovino (JENNESS, 1980). A B-caseina
constitui-se quantitativamente no principal componente do leite de cabra,
representando 60% da caseina do mesmo (FURTADO, 1981).

O leite de cabra é um dos principais alimentos que existem na nutrigao
humana, sendo rico em extratos secos, tem pouco colesterol, serve para a
fabricagdo dos principais queijos finos do mundo, além de outros produtos lacticos.
Alivia alergias e enxaquecas provocadas pelo leite de vaca e € um fortificante por
sua facil digestdo e composigdo. Portanto é muito importante na alimentagdo de
pessoas convalescentes de doencas como o cancer, de idosos com dificuldades
digestivas e criangas, principalmente as acometidas de alergias (SILVA & SILVA,
2005).

A utilizagdo do leite de cabra na alimentagdo de individuos alérgicos ao

leite de vaca tem sido recomendada por medicos e nutricionistas (ALVES &



XIMENES, 1999; RIBEIRO & RIBEIRO, 2001). Esse processo alérgico ¢é
frequentemente observado em criangas, e caracteriza-se pela manifestacdo de
disturbios gastrintestinais, rinite, urticaria, eczemas, asma e anafilaxia (PARK, 1994).

Os principais alérgenos encontrados no leite de vaca sao, possivelmente,
a pB-lactoglobulina, que nado esta presente no leite materno, a caseina, a a-
lactoalbumina e a albumina sérica (RIBEIRO & RIBEIRO, 2001). Silva (1998)
descreve que 99% das criangas alérgicas ao leite de vaca respondem
satisfatoriamente ao tratamento com leite de cabra. A eficacia desse tratamento
pode decorrer das variagbes nas sequéncias de aminoacidos entre as proteinas
homologas dos leites de cabra e vaca (JENNESS, 1980) e da baixa concentragéo de

as1 caseina no leite caprino (PARK, 1994).

2.2.1 Qualidade Microbioldgica do Leite de Cabra

A qualidade higiénica do leite depende de varios aspectos, tais como:
estado sanitario dos animais, higiene e habilidade do ordenhador e limpeza de
equipamentos e de todas as superficies que entram em contato com o produto. As
condicdes sob as quais o leite é produzido, estocado na fazenda e transportado para
a usina de beneficiamento também afetam diretamente a sua qualidade higiénica
(TEIXEIRA, 1993).

A avaliagdo da contaminagdo microbiolégica de alimentos, entre eles o
leite de cabra, € um dos parametros mais importantes para a determinagao do seu
periodo de vida util e para que sejam oferecidos produtos que n&o oferegam risco a
saude de quem o consome. Um produto alimenticio deve ser manipulado
assepticamente, devendo ser submetido a controles microbioldgicos tanto por

responsaveis pelo processamento como por 6rgdos de fiscalizacdo e por isto



ressalta-se a grande importancia da atuacdo dos Servigos de Inspecao Municipal,
Estadual e Federal, para que assim o consumidor tenha acesso a um produto de

melhor qualidade (SILVA et al. 1999).

2.3 OS FUNGOS

Por muito tempo os fungos foram considerados vegetais, mas a partir de
1969, foram classificados em um reino a parte, o Reino Fungi (TRABULSI &
TOLEDO, 1996; PEREIRA, 2004).

Os fungos séo seres eucariéticos, com um s6 nucleo, como as leveduras,
ou multinucleados, como os fungos filamentosos, também chamados de bolores
(GOMPERTZ et al. 1999) que vivem como parasitas. Sao microrganismos
heterotréficos, que se alimentam de matéria organica morta (como saprofitos) ou de
outros organismos vivos (como simbiontes), nas micorrizas ou nos liquens
(PEREIRA, 2004), sendo encontrados principalmente no solo, na agua, nos
vegetais, em animais, no homem e em detritos, e por isto sdo considerados ubiquos
(CEBALLOS et al. 1996), além de algumas espécies serem patogénicas para o
homem, animais e vegetais.

Os fungos n&o possuem o pigmento verde clorofila necessario a
fotossintese, o processo pelo qual as plantas verdes sdo capazes de sintetizar o seu
préprio alimento a partir de substancias inorganicas (PEREIRA, 2004).

Morfologicamente os fungos possuem dois tipos de colbnias, sendo elas:

leveduriformes, que sao cremosas, compreendendo o grupo das leveduras, ou



filamentosas, que sao cotonosas e compreendem o grupo dos bolores (GOMPERTZ
et al., 1999).

Os bolores sao constituidos de hifas que podem ser continuas, cenociticas
ou septadas. Os fungos que possuem hifas septadas pertencem aos filos
Ascomycota, Basidiomycota e Deuteromycota (CEBALLOS et al. 1996). Os fungos
do Filo Deuteromycota sao chamados imperfeitos por causa da falta da fase sexual,
estando incluido neste filo o género Aspergillus (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002), que
macroscopicamente apresenta-se com coloragao amarela esverdeada (SIDRIM &
MOREIRA, 1999), conforme pode ser visualizado na FIG. 01, e microscopicamente
com aspecto de cabega de medusa, devido a disposicao do érgao de frutificagao,
conforme pode ser visualizado na FIG. 02.

Segundo Pereira (2004), os fungos do género Aspergillus podem-se
reproduzir assexuadamente a partir de fragmentos do micélio ou através de
estruturas microscopicas chamadas esporos, que podem ser visualizadas com maior
aumento em microscopia 6ptica, conforme FIG. 03.

O crescimento deste fungo ocorre em presenga de altas concentragdes de
agucar e sal e em alimento de baixa umidade (FRAZIER, 1981). Porém, Midio &
Martins (2000) relataram que ele se desenvolve em alimentos ricos em amido, com
teor de agua de 18,3 a 18,5% e umidade relativa do ar de 85% e em alimentos
gordurosos com teor de agua de 9 a 10% e umidade relativa de 85%. Ja Schultz
(1999) relata o seu desenvolvimento em cereais com teor de dgua de 13 a 18% e

umidade relativa de 75 a 80%.



FIGURA 01 — Aspecto macroscépico em placa do Aspergillus flavus.

Fonte: Kung'u (2005)

2.3.1 Fatores que controlam o desenvolvimento de fungos nos alimentos

A capacidade de sobrevivéncia ou de multiplicagdo dos microrganismos
presentes em um alimento depende dos seguintes fatores: intrinsecos, que estao
relacionados com as caracteristicas do préoprio alimento, e extrinsecos, que estao
relacionados com o ambiente em que o alimento se encontra (FRANCO, 1996).
2.3.1.1 Fatores intrinsecos:

a) Atividade de agua (A,): € a agua na forma disponivel existente nos
alimentos suficiente para o metabolismo e multiplicagdo dos microrganismos. A agua
ligada a macromoléculas por forgas fisicas nao esta livre para agir como solvente ou
para participar de reagdes quimicas e, portanto, ndo pode ser aproveitada pelos
microrganismos (FRANCO, 1996).

Segundo Franco (1996), a atividade de agua é definida como a relagao
existente entre a pressdo parcial de vapor da agua contida na solugdo ou no
alimento (P) e a pressdo parcial de vapor da agua pura (Po), a uma dada

temperatura: A, = P/Po. E os valores de A, variam de 0 a 1, considerando que a A,



da agua pura seja de 1,00 e o valor limitante de A, para a multiplicagdo de qualquer
microrganismo € de 0,60 .

A atividade de agua, temperatura e disponibilidade de nutrientes séo
interdependentes. Assim, a qualquer temperatura, a capacidade de microrganismos
multiplicarem-se abaixa quando a A, abaixa e quanto mais proxima da temperatura
6tima de multiplicagao, mais larga é a faixa de A, em que o crescimento bacteriano é
possivel. A presenca de nutrientes também é importante, pois amplia a faixa de A,
em que 0s microrganismos podem multiplicar-se.

b) Acidez (pH): verifica-se que pH em torno da neutralidade (entre 6,5 e
7,5) é o mais favoravel para a maioria dos microrganismos. Os bolores e leveduras
mostram maior tolerdncia ao pH, sendo que os bolores podem multiplicar-se em
valores de pH mais baixos que as leveduras, sendo estas mais tolerantes que as
bactérias a valores baixos de pH (FRANCO, 1996).

c) Potencial de oxirredugéo: é a facilidade com que determinado substrato
ganha ou perde elétrons. Quando um elemento perde elétrons, ele é dito oxidado, e
quando ganha elétrons, reduzido. Esta diferenca de potencial durante a
transferéncia de elétrons é medida por instrumentos apropriados e expressa em
volts (V) ou em milivolts (mV). Quanto mais oxidado € um composto, mais positivo &
seu potencial de oxirredugdo e quanto mais reduzido, mais negativo é esse
potencial, que é expresso pelo simbolo Eh (FRANCO, 1996).

Os microrganismos aerébios, incluindo a maioria dos bolores e as
leveduras oxidativas, requerem valores de Eh positivos para a multiplicacdo. Em
alimentos, os fungos importantes sao aerdbios, enquanto as leveduras de

importancia sao aerdbias ou anaerdbias facultativas (FRANCO, 1996).



d) Composicdo quimica: para que ocorra multiplicagdo microbiana, os
nutrientes indispensaveis sdo: agua, fonte de energia (agucares, alcoois e
aminoacidos), fonte de nitrogénio (aminoacidos), vitaminas (do complexo B, biotina e
acido pantoténico) e sais minerais (sédio, potassio, célcio e magnésio) (FRANCO,
1996).

e) Fatores antimicrobianos naturais: sdo substancias capazes de retardar
ou até mesmo impedir a multiplicagcdo microbiana, como os condimentos que contém
varios Oleos essenciais com caracteristicas antimicrobianas, como o eugenol no
cravo (FRANCO, 1996).

O leite bovino possui numerosas substancias antimicrobianas naturais,
como as imunoglobulinas, o fator complemento, os macréfagos e os linfécitos, que
agem de forma especifica, e como a lactoperoxidade, que age de forma inespecifica.
A lactoferrina do leite também tem atividade antimicrobiana, pois € uma proteina que
inibe a multiplicacao através da retirada de ions ferro do leite, assim como a lisozima
(naturalmente presente no leite) e nisina (produzida por bactérias laticas no leite),
que sao importantes no controle do desenvolvimento microbiano (FRANCO, 1996).

f) Interagdes entre microrganismos: caracterizadas pela produgdo de
metabdlitos, durante o crescimento microbiano, que podem afetar a capacidade de
sobrevivéncia e de multiplicagdo de outros microrganismos presentes no alimento
(FRANCO, 1996).
2.3.1.2 Fatores extrinsecos:

a) Temperatura ambiental: € o fator ambiental mais importante na
multiplicagdo de microrganismos, havendo registros de multiplicagdo a temperaturas

de -35°C a 90°C. Os fungos sao capazes de crescer em faixa de temperatura mais



ampla do que bactérias, podendo multiplicar-se até em alimentos refrigerados
(FRANCO, 1996).

b) Umidade relativa do ambiente: esta correlacionada entre a atividade de
agua (Az) de um alimento e a umidade relativa de equilibrio do ambiente. Os
alimentos conservados em ambiente com umidade relativa superior a sua A,
tenderdo a absorver umidade do ambiente, causando aumento em sua A,, enquanto
que perderao agua se a umidade ambiental for inferior a sua A, (FRANCO, 1996).

c) Composicdo gasosa do ambiente: pode determinar os tipos de
microrganismos que poderdao predominar no alimento. A presenca de oxigénio
favorecera a multiplicagdo de microrganismos aerébios, enquanto que a auséncia

causara predominancia de anaerébios (FRANCO, 1996).

FIGURA 02 — Aspecto microscépico do esporangio do Aspergillus flavus.

Fonte: Volk (2005)



FIGURA 03 - Esporangios de Aspergillus (com esporos).

Fonte: Pereira (2004)

2.4 AS MICOTOXINAS

O primeiro relato de intoxicagdes por micotoxinas ocorreu na ldade Média,
causando a doenga chamada “Fogo de Santo Anténio”, causada por alcaldides
téxicos produzidos pelo fungo Claviceps purpurea em péaes produzidos com centeio
(PIER, 1973).

Existem trés importantes géneros de fungos produtores de micotoxinas e
que se encontram amplamente distribuidos em todo o mundo, sendo eles:
Aspergillus, Fusarium e Penicillium (LOSTE et al. 2002).

As micotoxinas s&do metabdlitos secundarios téxicos produzidos por fungos
filamentosos e encontrados em alimentos. Quando ingeridos causam risco potencial
para a saude do homem e do animal (CORREA & CORREA, 1992; JONES et al.
1997; LENMOS, 2001).

As micotoxinas podem ser destruidas com o uso de solventes polares ou

pela degradagcdo por substancias quimicas, como argila de origem vulcanica,



estruturas modificadas de leveduras e enzimas quelantes das estruturas quimicas

de certas toxinas (SANTURIO & SANTOS, 2001).

2.5 AS AFLATOXINAS

Foram identificadas e denominadas pela primeira vez a partir de
inoculacédo experimental de extrato cloroférmico de torta de amendoim em marrecos
jovens, causando lesdes hepaticas (ALLCROFT & CARNAGHAN, 1962). Sao
metabdlitos toéxicos produzidos por Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus
(BUSBY & WOGAN, 1981; MIDIO & MARTINS, 2000). Sao substancias apolares e
por esta razdo sao soluveis em cloroféormio, metanol, benzeno e acetonitrila, além de
serem instaveis a luz ultravioleta (MIDIO & MARTINS, 2000).

As principais aflatoxinas sdo AFB4, AFB,, AFG, e AFG,, sendo a AFB;
considerada como a mais téxica e potente agente carcinogénico (IARC, 1993;
CREPPY, 2002), além de produzir efeitos mutagénicos (DENISSENKO et al. 1999;

CHAN et al. 2003) e teratogénicos (KIHARA et al. 2000; WANGIKAR et al. 2005).

2.5.1 Propriedades Fisico-quimicas
As aflatoxinas sdo biossinteticamente consideradas bisfurano cumarinas

derivadas de decacetideos (MERCK, 1996).

As principais aflatoxinas sdo denominadas de aflatoxinas B1 (2,3,6aa,9aa-
tetrahidro-4-met-oxiciclopental [c]furo [3’,2":4,5]furo[2,3h][1]benzopirano1,11-diona),
B, (2,3,6aa,8,9,9aa-Hexahidro-4-metoxiciclopental [c]furo [3’,2:4,5]furo[2,3-h] [1]
benzopirano1, 11-diona), G; (3,4,7aa,10aa-Tetrahidro-5-metoxi-1H,12H-furo[3'2":4,5]
furo[2,3h] pirano[3,4-c][1]benzopirano1,12-diona) e G; (3,4,7ac,910,10aa-Hexahidro-

5-metoxi-1H, 12H- furo[3’,2:4,5] furo[2,3h]pirano [3,4-c][1]benzopirano1,12-diona)



(DINIZ, 2002), sendo que a AFB4 e AFG4 ocorrem mais frequentemente e em maior
quantidade nos produtos agricolas (PITTET, 2001). As aflatoxinas M; (2,3,6a,9a-
Tetrahidro-9a-hidroxi-4-metoxiciclopental  [c]furo[3’,2":4,5]furo[2,3-h][1]benzopirano-
1,11-diona.4-idroxiaflatoxina B1) e M3y(2,3,6a,8,9,9a-Hexahidro-9a-hidroxi-4-
metoxiciclopental [c] furo [3'2:4,5] furo [2,3-h] [1] benzopirano-1 ,11-diona.4-
hidroxiaflatoxina B2) sdo metabdlitos hidroxilados de AFB1 e AFB, respectivamente,
sendo excretadas no leite, carne e urina (DINIZ, 2002). A FIG. 04 apresenta as

estruturas quimicas das principais aflatoxinas.




FIGURA 04 - Estrutura quimica das principais aflatoxinas.

Fonte: Diniz (2002)

A aflatoxina Bq possui peso molecular baixo e €& uma molécula
lipossoluvel, o que facilita a sua absor¢gao (HSIEH & WONG, 1994).

Dentre os produtos de metabolismo da aflatoxina B4 por hidroxilagao,
destaca-se a aflatoxina M4, a qual é excretada no leite de animais que ingerem
alimentos contaminados (CAST, 2003), sendo também referida como agente
carcinogénico (D'MELLO & MACDONALD, 1997; CREPPY, 2002). A presenca
dessa toxina no leite e em seus derivados constitui um dos mais sérios problemas
no controle de qualidade alimentar, consistindo em fonte potencial de risco a saude
publica (GALVANO et al, 1996), uma vez que o leite de cabra € parte integrante da
alimentagdo humana, especialmente de criangas, idosos e individuos alérgicos ao
leite bovino (SILVA, 1998; RIBEIRO & RIBEIRO, 2001). O teor de aflatoxina M;
diminui em leites pasteurizados (SYLOS, 1994).

A diferenca entre os grupos B e G foi baseada nas intensas fluorescéncias

azul e verde, respectivamente, quando os produtos da cromatografia sao



submetidos a luz ultravioleta de ondas longas (BUSBY & WOGAN, 1981; LAZZARI,
1993; JONES et al. 1997). Entretanto a aflatoxina M4 emite fluorescéncia azul-violeta

(CAST, 2003), conforme pode ser visualizado na FIGURA 05.

FIGURA 05 - Aspecto cromatografico da aflatoxina M.

Fonte: Botura (2005), Modificado.

2.5.2 Biotransformacao

A taxa de absorcao e biotransformacao da aflatoxina B pode ser afetada
pela rota de administragdo, sendo que, quando ingerida pela via oral (forma mais
frequente), a extensdo da absorcdo e biotransformacado no trato gastrintestinal
determina a concentracdo dessa micotoxina e seus metabdlitos no fluxo porta
hepatico (HSIEH & WONG, 1994). O metabolismo da aflatoxina By pode ser

visualizado através da FIG. 06.
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FIGURA 06 - Metabolismo da aflatoxina B

Fonte: McLean & Dutton (1995)

A conversdo em aflatoxina M ocorre no figado, produzida pela
hidroxilagdo do quarto carbono da molécula de aflatoxina B; (CAMPBEL & HAYES,
1976; APPLEBAUM et al. 1982).

As reacdes quimicas relacionadas na biotransformacao sio classificadas
como reacgao das fases | e Il. As reagbes da fase | em geral, convertem a droga em
metabdlitos mais polares por oxidacdo, reducdo ou hidrolise. Os metabdlitos
resultantes podem ser mais ou menos ativos que a molécula original, ou até mesmo
inativos. As reacdes da fase Il, denominadas de reagdes de conjugagao, envolvem o

acoplamento de seu metabdlito a um substrato endégeno, como acido glicurénico,



sulfurico, acético ou a um aminoacido. O sistema enzimatico microssémico hepatico
€ responsavel pela maioria dos metabdlicos, e o rim, plasma, pulmao e trato
gastrintestinal também contribuem para a biotransformacédo (BENET & SHEINER,

1987).

2.5.3 Excrecéo

As principais vias de eliminagao das aflatoxinas e seus metabdlitos sao a
urinaria e fecal, embora a secregao lactea também seja considerada como uma via
de excrecao da aflatoxina M1 (BUSBY & WOGAN, 1981; HSIEH & WONG, 1994;
CAST, 2003). Acima de 90% da AFB+ ingerida é geralmente eliminada do organismo
no periodo de 24 horas, embora pequenas quantidades de aflatoxinas ndo sejam
excretadas, podendo permanecer nos tecidos por longos periodos (BUSBY &
WOGAN, 1981; CHEEKE & SHULL, 1985; HSIEH & WONG, 1994;).

A taxa de conversdo de aflatoxina B¢ presente na ragdo ingerida pelos
animais, para aflatoxina M; excretada no leite estd em torno de 0,3 a 6,2%
(CREPPY, 2002), porém Sylos (1994) demonstra uma conversao média de 1,5%.

Segundo Oliveira & Germano (1997), a imprecisdo dos valores de
conversao da aflatoxina B4 em aflatoxina M4 reforga a importancia da realizacdo de
analises rotineiras no leite e em seus derivados, como fator imprescindivel para o
controle da ocorréncia de aflatoxina M .

Goto & Hsieh (1985) administraram ['“Cl-aflatoxina By por via oral e
endovenosa a cabras em lactagao, e verificaram taxa de excrecgéo entre 0,45 a 1,1%
no leite coletado durante o periodo de 24 horas. O principal metabdlito da AFB;

encontrado nesse leite foi a AFM.



2.5.4 Toxicidade

A toxicidade das aflatoxinas varia de acordo com a espécie animal, idade,
sexo, estado nutricional, tempo de exposicdo a toxina e quantidade da toxina
ingerida (DINIZ, 2002). Animais mais jovens, geralmente, sdo mais susceptiveis aos
efeitos toxicos dessas toxinas, uma vez que seus sistemas enzimaticos hepaticos
ainda nao estdo completamente desenvolvidos (PATTERSON, 1973).

Existem quatro tipos basicos de toxicidade, sendo eles: aguda, que
acarreta disturbios das funcdes hepatica e renal; cronica, com inducdo de cancer
principalmente em figado; mutagénica e teratogénica, devido a interferéncia das
micotoxinas na replicagdo do DNA (GOMPERTZ et al.1999).

As aflatoxinas B4 e M4 apresentam potencial carcinogénico e genotdxico,
além de toxicidades semelhantes (PONS & WOGAN, 1971).

A ingestao diaria aceitavel de aflatoxina M1 é de 6,8 ng/pessoa/dia na
Europa; 3,5 ng/pessoal/dia na América Latina; 12 ng/pessoal/dia no Extremo Oriente

e 0,7 ng/pessoaldia na Africa (CREPPY, 2002).

2.5.4.1 Aflatoxicoses

Os animais mais sensiveis as aflatoxinas sdo os perus, patos, suinos,
bezerros até o terceiro més de idade, cades e o homem. Os ovinos sdo mais
resistentes e crias de gansos e pintinhos raramente adoecem (SCHULTZ, 1999). Os
animais jovens sao mais susceptiveis (JONES et al. 1997).

Em suinos a intoxicagdo por aflatoxina causa os seguintes sintomas:
ictericia, apatia, inapeténcia, diminuicdo da taxa de crescimento e alteracdes

reprodutivas e na conversao alimentar (LAZZARI, 1993; SCHULTZ, 1999).



Em aves, os sintomas observados sao: abatimento, inapeténcia,
opistétono, diarréia amarelada e espasmos musculares (SCHULTZ, 1999), além da
hipoplasia da Bursa, imunossupressdo, queda de desempenho e aumento da
fragilidade dos vasos sanguineos (KRABBE, 1998).

Em bovinos, em casos agudos observam-se abatimento e morte rapida e
em casos crbnicos, perda de peso, diminuicdo da producdo de leite (SCHULTZ,

1999) e alteragdes reprodutivas (LAZZARI, 1993).

2.5.4.2 Aflatoxicoses em Caprinos

As aflatoxinas promovem alteracdes na funcio ruminal, tais como redugao
da motilidade (COOK et al. 1986), da atividade microbiana (WESTLAKE et al. 1989)
e da produgao de acidos volateis (GHOSH & CHHABRA, 1995).

Poucos relatos sobre a intoxicagao natural de caprinos por aflatoxinas tém
sido descritos. Samarajeewa et al. (1975) relataram a ocorréncia de aflatoxicose no
Sri Lanka, com 6bito de 194 caprinos, em decorréncia da ingestdo de concentrado
contaminado com aflatoxinas durante o periodo de quatro meses. Os sinais clinicos
observados consistram em secre¢cdo nasal nao purulenta, ictericia, anorexia,
letargia, urina com coloragao escura, ocorrendo 6bito entre o 5° e 7° dia apds o inicio
dos sintomas. A necropsia, verificou-se ictericia nos tecidos subcutaneos e maioria
dos 6rgéaos, congestao e fibrose hepatica. Os achados histopatoldgicos revelaram
hiperplasia dos ductos biliares, fibrose periportal hepatica e necrose das células
epiteliais tubulares renais. O diagndstico da aflatoxicose foi confirmado pela
deteccédo de AFB1 (150 ug/kg) e AFG4 (230ug/kg) no concentrado, e pela presenca

de AFB4 e AFM1 no figado, urina e bile dos animais intoxicados.



2.5.4.3 Diagnostico

O diagndstico das aflatoxicoses é realizado através da anamnese, lesées
e observacdo de alimentos contaminados, ou seja, para a conclusdo de uma
suspeita de contaminacdo alimentar deve-se enviar amostras a servigos
especializados em cultivo de fungos, isolamento e identificagcdo de micotoxinas. O
alimento suspeito deve ser enviado, mesmo apresentando-se sem bolor, ja que o
fungo pode ndo estar presente, mas a aflatoxina permanece inalterada (CORREA &

CORREA, 1992).

2.5.4 .4 Profilaxia

Para se evitar as aflatoxicoses, o produtor deve controlar o estresse
hidrico ou excesso de agua na irrigagao das plantas, pois estresse hidrico pode
enfraquecer as plantas, tornando-as mais susceptiveis a contaminagao por fungos
(COSTA, 1998). Além disto, devem-se armazenar os alimentos em locais secos e
limpos, recomendando-se nao deixar os alimentos préoximos a parede ou a cantos do
chdo, ja que estas areas possuem indice de umidade mais elevado
(ALBUQUERQUE, 1999).
2.5.5 Legislacéao

Os limites maximos de tolerdncia de aflatoxinas para o feno de alfafa,
farelo de algodao, aveia, farelo de babacu, farelo de cacau, bagago de cana, farelo
de coco, farelo de colza, farelo de dendé, farelo de girassol, levedura de cerveja,
farelo de mamona detoxicado, farelo de mandioca, farelo de milho, farelo de soja e
farelo de trigo € de 50 ppb (BRASIL, 1988), e de 20 ppb para o farelo de polpa citrica
(BRASIL, 1999), que séo as diversas matérias primas empregadas na alimentagao

animal (BRASIL, 1988).



Os limites maximos de tolerdncia de aflatoxina M; em leite s&o
considerados ainda fatores politicos e econébmicos (VAN EGMOND, 1994), sendo
que a Unido Européia adotou o limite maximo de tolerancia de 0,05 ug/L (CE, 1998).

O regulamento técnico do Mercosul sobre os limites maximos de
aflatoxinas estabeleceu os niveis de 0,5 pg/L e 5,0 ug/L para leite fluido e em pé,
respectivamente (MERCOSUL, 1994; BRASIL, 2002), que séo os limites utilizados
pelo Brasil (BRASIL, 1996).

Para a coleta de amostras de leite fluido, deve-se utilizar a Norma FIL —
IDF 50 B, 1985: Métodos de Amostragem para Leite e Produtos Lacteos e/ou suas
atualizagdes, sendo que as amostras de leite serdo subdivididas no minimo em trés
subamostras e conservadas congeladas. Em relagdo aos critérios para aceitagédo ou
rejeicao do lote, deve-se aceitar quando, na analise da primeira subamostra do leite
fluido, o resultado for igual ou menor a 0,5 ug/L, e rejeitar quando for superior a este

limite (BRASIL, 2002).

2.5.6 Incidéncia de Aflatoxinas em Racdes Animais

Pereira et al. (2005) ndo constataram a presenca de aflatoxina B4 em
nenhuma das 33 amostras de alimentos para bovinos analisadas, compreendendo
amostras de ragao, milho, farelo de soja, silagem de milho e capim.

Botura (2005) verificou que as andlises de aflatoxinas em ragdes
destinadas a alimentagao de caprinos e em leite de cabra no Estado da Bahia nao

revelaram a presencga dessas toxinas em todas as amostras avaliadas.

2.5.7 Incidéncia de Aflatoxinas em Leite



Os métodos para determinacao de aflatoxina My em leite utilizam, em sua
maioria, extracdo com cloroférmio e purificagdo cromatografica. Tanto a
cromatografia em camada delgada (CCD) como a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) constituem as técnicas oficiais e convencionais para separagao,
deteccdo e quantificacao de aflatoxina M1 em extratos de leite (VAN EGMOND &
DEKKER, 1995).

Outro método utilizado, porém em pequena proporcdo, foi descrito por
Domingues et al. (1992) e Tuinstra et al. (1981), utilizando a técnica de diélise
difasica para analisar aflatoxina M4 em leite desnatado e diversos produtos lacteos,
baseada no uso de membranas para separacdo de substincias aplicadas em
industrias alimenticias ha varias décadas.

Os niveis de contaminacio do leite existente no mercado com aflatoxina
M, estdo sendo pesquisados nos paises mais desenvolvidos, com o objetivo de
verificar a extensao da contaminacao e realizar uma maior conscientizagao, sendo
que os resultados obtidos estdo sendo utilizados por cada pais, tentando-se definir
limites maximos de tolerancia (BENTO et al.1989).

Prado et al. (1994) verificaram contaminagdo em duas das 38 amostras de
leite cru do Estado de Minas Gerais, ndo detectando aflatoxina My em 60 amostras
de leite em po analisadas. Apesar do baixo nivel de contaminagao, eles relatam a
necessidade de um monitoramento por um prazo de 1 a 2 anos para confirmacao.

Sabino et al. (1997) detectaram contaminagédo em uma das 100 amostras
de leite pasteurizado e em nove das 50 amostras de leite cru analisadas no Estado
de Sao Paulo. Entretanto, ainda existe uma lacuna de informagdes sobre a

aflatoxina M4, tanto em relacdo a metodologia quanto a sua ocorréncia.



Pereira et al. (2005) observaram a presenca de aflatoxina My em 19 das
36 amostras de leite cru (52,8%) e em 13 das 34 amostras de leite pasteurizado
(38,2%) colhidas em propriedades da regido de Lavras, Sul de Minas Gerais, porém
nenhuma das amostras contaminadas estava com concentragcbes acima do limite
maximo permitido pela legislagao brasileira. Apesar de constatar contaminagdes nos
dois casos citados anteriormente, as concentragdes de aflatoxina M4 nos leites crus
e pasteurizados nao diferiram entre si.

Martins & Martins (1986) constataram a presenga de aflatoxina M;
somente em uma amostra de cada marca de leite B das 4 marcas analisadas,
totalizando um total de 224 amostras. Este leite € comercializado no municipio de
Sao Paulo e apresentou baixos indices de contaminagdo e em pequena proporcao
(1,8%).

O teor de aflatoxina Mi no leite tem mostrado sofrer uma influéncia
sazonal (TUNG & HAMILTON, 1973; SMITH JR. et al., 1976; VAN PEE et al., 1977),
sendo observado que as analises efetuadas no leite durante o inverno apresentaram
uma proporcao mais elevada de aflatoxina M e, consequentemente, mais
mensuravel do que no verédo, em virtude do maior consumo de ragao (VAN PEE et
al., 1977; FREMY et al. 1981).

Segundo Applebaum et al. (1982), neste periodo de entressafra,
geralmente o consumo de ragao pelas vacas € bem mais elevado e, como ha uma
relacdo direta entre a ingestdo de aflatoxina B4 e a incidéncia de aflatoxina M no
leite, haveria maior probabilidade de ser encontrada.

Como o leite existente no comércio € uma mistura de leites de diferentes

procedéncias, os niveis de aflatoxina M4 sdo, muitas vezes, inferiores aos limites de



deteccdo dos métodos de analise utilizados (VAN EGMOND, 1994; SABINO et al.

1997).

2.5.8 Incidéncia de Aflatoxinas em Leite de Cabra

Tiwari & Chauhan (1991) realizaram pesquisa sobre a ocorréncia natural
de aflatoxinas em leite de diferentes espécies animais na india, e verificaram a
presenca de AFM, e AFB4, em leite de bufala, vaca e ovelha; AFM, no leite de
cabra; e AFB4, em leite de camela. Os resultados desse estudo ainda revelaram que
as maiores concentracdes de AFM4 foram observadas no leite de bufalas, enquanto
no leite de ovelhas foram encontrados baixos niveis dessa toxina, sugerindo que
ovelhas e camelas promovem menor conversao metabdlica da AFB; em AFM;
quando comparadas com a bufala.

Botura (2005) verificou que as otimizagbes dos métodos de CCD
(Cromatografia em Camada Delgada) descritos pelo IAL (1985) e por SABINO et al.
(1989) demonstraram eficiéncia das técnicas para a determinagao de aflatoxinas em

racao e AFM no leite de cabra, respectivamente.
3 MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL E LOCAL DE ANALISES E COLHEITAS
As analises microbioldgicas foram realizadas no Laboratério de Biologia e
Fisiologia de Microrganismos da Universidade José do Rosario Vellano (UNIFENAS)

em Alfenas, MG.

3.1.1 Meios de cultura e reagentes



e Agar rosa de bengala cloranfenicol: 500 g (Difco);

o Agar sabouraud-dextrose: 500g (Difco);

e Agar potato-dextrose: 500 g (Difco);

e Caldo sabouraud-dextrose: 500g (Difco);

e Placas de silica gel G60 — 20x20mm: 2 caixas com 25 unidades
(Merck);

e Cloroférmio p.a.: 5 litros (Merck);

e Alcool metilico p.a.: 5 litros (Merck);

e Acetona p.a.: 2 litros (Merck);

e Sulfato de cobre: 500g (Merck);

e Terra diatomacea: 500g (Merck);

e Cloreto de potassio: 250g (Merck);

e Hexano p.a.: 2 litros (Merck).

3.1.2 Padrdes de micotoxinas
e Padrao de aflatoxina B4 50 mg (Sigma Chemical Company);
e Padrao de aflatoxina M1 50 mg (Sigma Chemical Company);

e Coluna de imunoafinidade para aflatoxina My: kits para 25 analises

(VICAM).

3.1.3 Local de colheita de amostras
As amostras de racao e leite foram colhidas em trés propriedades rurais
localizadas no Sul de Minas Gerais e Média Mogiana Paulista, durante o ano de

2008 e inicio de 2009.



3.2 METODOS

3.2.1 Colheita das amostras de concentrado e volumoso

As amostras de concentrado foram colhidas separadamente antes da
mistura nos coxos numa quantidade de 250g de cada concentrado que foi utilizado
em cada propriedade. Desta amostra foram feitas duas subamostras, uma de 100g,
que foi enviada ao Laboratorio de Analise de Alimentos para determinacado de
umidade, e outra, de 150g, que foi enviada ao Laboratério de Microbiologia para
analise da microbiota fungica. A colheita foi realizada uma vez no periodo de chuva
e outra no periodo da seca em todas as propriedades. Do volumoso foi retirada uma
amostra de 500g (FIG. 07), sendo que a amostra foi subdividida em 2 subamostras
de 250g cada, sendo que uma foi armazenada em saco plastico e encaminhada ao
Laboratério de Analise de Alimentos para avaliagdo da umidade e a outra foi
acondicionada em saco de papel Kraft estéril e encaminhada imediatamente ao

Laboratério de Microbiologia para analises.

FIGURA 07 — Colheita da amostra de volumoso da Fazenda 2.



3.2.2 Colheita das amostras de leite

A colheita de amostras de leite também foi realizada em duas épocas,
uma no periodo de chuva e outra no periodo da seca, em cada propriedade, sendo
que foi feita uma colheita do “pool” do leite produzido por todas as cabras de cada
propriedade. As colheitas de leite das cabras foram realizadas 12 horas apods a
ingestao das ragdes, sendo colhidas amostras de 150mL de leite. As amostras de
leite foram colhidas em frascos estéreis envoltos em papel aluminio e encaminhadas

imediatamente ao Laboratério de Microbiologia.

3.2.3 Dados climatologicos da regido

Durante o periodo de colheita foram avaliadas as condicbdes climaticas
(temperatura, altitude, latitude, umidade relativa do ar e indice pluviométrico), onde
foi correlacionada a incidéncia de fungos toxigénicos de acordo com a temperatura e

umidade relativa de cada regiao.

3.2.4 Determinacdo da umidade dos alimentos

As amostras de alimento (concentrado ou volumoso) foram encaminhadas
ao Laboratério de Analise de Alimentos, sendo que somente as amostras de
volumoso foram submetidas a secagem em estufa com circulagdo forgada de ar a
60°C, durante 48 horas. Posteriormente, tanto as amostras de volumoso pré-
secadas, quanto as amostras de concentrado foram moidas em peneiras com
malhas de 2 mm de didmetro, retirando-se uma subamostra para analise da matéria

seca (MS), conforme a Association of Official Analitical Chemists - AOAC (1975).

3.2.5 Determinacao da atividade de 4gua



A atividade de agua das amostras de ragdo e volumoso foi determinada
através de Aparelho Paw Kit, marca DECAGON Devices Aqualab (Decagon Devices

Inc. Pullman, WA).

3.2.6 Padrdes de micotoxinas
Foram utilizados padrbes de aflatoxina B¢ e aflatoxina M1 (Sigma Chemical

Company).

3.2.7 Isolamento dos fungos das amostras de concentrado e volumoso

Das amostras de ragcdo e volumoso foram selecionados 25g, os quais
foram diluidos em 225 mL de agua peptonada (diluicdo 10™"), sendo que foram feitas
diluicdes decimais sucessivas até 10™. Apods isto, as solucdes foram agitadas em
agitador horizontal por 5 minutos. De cada diluicao foi retirado 1mL e semeado em
placas vazias estéreis, sendo em seguida adicionados 20mL de &agar rosa de
bengala cloranfenicol (100mg/L), resfriado a 45°C (“pour plate”), em duplicata. Apos
a solidificacdo do agar, as placas foram incubadas a 25°C por um periodo de 5 a 7
dias. Apds o periodo de incubacéo foi realizada contagem de Unidades Formadoras

de Colbnias por grama (UFC/q).

3.2.8 Identificacdo dos fungos das amostras de concentrado e volumoso
A identificacdo dos fungos foi feita de acordo com suas caracteristicas
macro e microscoépicas, seguindo os métodos recomendados por Rapper & Fennell

(1965), Barnett & Hunter (1972) e Nelson et al. (1983).



3.2.9 Toxigenicidade das culturas de espécies do género Aspergillus
(Aspergillus flavus e Aspergillus spp.)

As culturas do género Aspergillus isoladas das amostras de concentrado e
volumoso foram inoculadas em duplicata em garrafas de Roux contendo caldo
Sabouraud (FRISVAD & SAMSON, 1991), incubadas a 25° C durante 15 dias, até
que se formou um tapete de crescimento fungico na superficie do meio. Apds esse
periodo foram realizadas extragcbes das culturas para deteccéo de aflatoxina B4 (LIN

& DIANESE, 1976).

3.2.9.1 Analise qualitativa

Apos a extracdo, os extratos foram submetidos a analises
micotoxicoldgicas pela técnica de cromatografia em camada delgada (CDC) com os
respectivos solventes e padrdes de referéncia por comparacao de Rf(s) e aspecto da

mancha entre padrdées e amostra.

3.2.10 Analises micotoxicoldégicas das amostras de concentrado e volumoso
para deteccdo de micotoxinas.

As amostras de racdo e volumoso que apresentaram contaminagao com
fungos toxigénicos foram submetidas as analises micotoxicoldgicas, onde
empregou-se 0 método de Soares & Rodrigues-Amaya (1989), pela técnica de
cromatografia em camada delgada (CCD), com limite de detecgao de 2; 5; 15 e 55
Mg/kg para aflatoxina B4, ochratoxina A, esterigmatocistina e zearalenona,

respectivamente.

3.2.10.1 Testes confirmatérios para aflatoxina B1



Com as anadlises qualitativas positivas foram realizados os seguintes
testes confirmatérios:
a) Desenvolvimento da placa cromatografada em éter etilico. Esta técnica foi
utilizada para remover certas impurezas presentes na silica gel e remogao de
gorduras presentes nas amostras;
b) Aspersao de acido sulfurico a 50% sobre as manchas fluorescentes para se
observar a mudanca de fluorescéncia azul para amarela;

c) Cromatografia em camada delgada bidimensional.

6.2.11 Analises micotoxicoldgicas das amostras de leite para aflatoxina M;

O método utilizado foi o descrito por Tuinstra et al. (1993), em que a
aflatoxina M4 foi extraida do leite apés passagem da amostra em uma coluna de
imunoafinidade. A coluna contém anticorpos monoclonais especificos que formam
com a aflatoxina M; um conjugado antigeno-anticorpo. Todos o0s outros
componentes do leite foram lavados da coluna com agua. A aflatoxina M, foi entéao

eluida com acetonitrila.

6.2.11.1 Procedimento

O leite foi passado diretamente através da coluna de imunoafinidade, onde
foram recolhidos 60 mL . Posteriormente, foram transferidos aos poucos 50mL deste
leite preparado para a seringa de vidro, permitindo sua passagem pela coluna em
um fluxo de 2-3mL/minuto. Apds a eluicdo da amostra, lavou-se a coluna com 10mL
de agua deionizada, deixamdo-a secar completamente. Apds a coluna ser
desconectada do sistema de vacuo, foram passados 4mL de acetonitrila, que ficou

em contato com a coluna por 2-3 minutos para garantir uma completa remog¢éo da



aflatoxina M4. Entao recolheu-se o eluato em um frasco ambar de 5mL. Este sofreu
evaporagao a 50°C, sob atmosfera de nitrogénio, e resuspensao imediata em 1mL
da fase movel de injegcdo. Agitou-se em ultrasom por 1 minuto e filtrou-se na
membrana PTFE de 0,45 um de poro.

Foram ent&o injetados 100 uL da amostra (duplicatas) e 100 uL de cada
solugéo padrao de aflatoxina M4 (2 repetigdes). A partir do célculo da area do pico da
aflatoxina M4 do extrato da amostra e das solugcdes padrdes, foi calculado o teor de

aflatoxina M4 na amostra.

6.2.11.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A separacédo e quantificacdo da aflatoxina M4 foi conduzida em um sistema
de cromatografia Shimadzu com detector de fluorescéncia (excitagdo: 366mm e
emissdo: 428mm) e com coluna Shim-pack CLC-ODS RP-18, 5 um 4,6 x 250mm,
precedida de pré-coluna Shim-pack G-ODS 5 um 4 x 10mm. A coluna foi eluida
isocraticamente com agua; isopropanol; acetonitrila (80:12:8) a um fluxo de 1mL/min.
Todos os solventes utilizados foram os recomendados para cromatografia liquida e a
agua foi purificada pelo sistema de ultrafiltracdo (Barnstead). Durante toda a analise

foi borbulhado gas hélio na fase movel.

6.2.12 Analises estatisticas

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), em
esquema fatorial (3 X 2 X 2), em que o fator alimento foi em numero de dois e
correspondentes ao volumoso e concentrado fornecidos as cabras. As ftrés
Fazendas em estudo foi o segundo fator e as duas épocas o terceiro fator. Foram

realizadas 4 repeticdes dos alimentos em cada época e em cada propriedade. O



experimento foi realizado em duas épocas: época 1 (E1), representando o verao,
quando ocorre aumento das chuvas e da temperatura, e época 2 (E2),
representando o inverno, quando ocorre exatamente o inverso. A analise conjunta foi
realizada para incorporar o efeito da época ao estudo sendo portanto época um dos
fatores. Cada fazenda possui 16 parcelas.

Os resultados obtidos foram analisados com o uso do Programa Sisvar e
os fatores foram comparados utilizando-se o teste de Tukey em nivel de significancia
de 5%.

Para a realizagdo da anadlise conjunta foi necessario testar as variancias
dos erros experimentais no nivel de significancia de 5%, utilizando o teste de

Bartlet.

6.2.13 O Modelo Estatistico:

O modelo estatistico utilizado neste estudo foi:

Yik =M+ Fi+E+Ac+ FAx + EAx + FEj + FEAjK + €

y i = observacao da parcela da fazenda i, época j, tratamento k na repetigéo [;
M = média geral do experimento;

Fi = efeito da fazendai (i =1, ..., 3);

Ei= efeito da épocaj (j=1a 2);

Ay = efeito do alimento k (k =1 a 2);



FAi = efeito da interagao entre a fazenda i e o alimento k ;

EAi = efeito da interacdo entre a época j e o alimento k;

FE;j= efeito da interagdo entre a fazenda i e a época j;

FEAjx = efeito da interag&o entre a fazenda i, a época j e o alimento k;

Eijk = erro experimental;

4 RESULTADOS E DISCUSSAO:

Uma atividade agropecuaria que vem demonstrando crescimento no Brasil
€ a caprinocultura leiteira, sendo que a produgao da Regidao Sudeste corresponde a
54,6 % de todo o leite de cabra produzido no Pais, sendo frequentemente utilizado
na alimentagdo humana devido ao seu alto valor nutricional, excelente
digestibilidade e baixo potencial alergénico, utilizado especialmente para criangas,
idosos e individuos portadores de alergia ao leite bovino. O triunfo nacional e
internacional da producdo de leite esta diretamente relacionado com o
monitoramento da qualidade do mesmo.

A presencga de micotoxinas em alimentos é um sério problema para saude
publica e para a qualidade dos alimentos. Os fungos s&do conhecidos pela sua
capacidade de produzir metabdlitos téxicos, particulamente as aflatoxinas. A rapidez
na identificacdo e caracterizacdo das aflatoxinas e a demonstracdo da aflatoxina B
como um carcinébgeno extremamente potente ao ser humano e animal,
impulsionaram a realizagéo deste trabalho.

A cromatografia de camada delgada (CCD) € uma das técnicas mais

utilizadas na rotina laboratorial para a analise de aflatoxina em alimentos, devido a



sua simplicidade, baixo custo e possibilidade de analise simultdnea de mais de uma
aflatoxina e variados substratos.

Durante a avaliagdo da microbiota fungica do concentrado e volumoso
utilizados na alimentacdo dos caprinos, verificou-se que, das amostras analisadas
apos o crescimento e identificagdo macro e microscoépica foi observado um total de
166 colbnias fungicas. Sassahara et al.(2003) relataram que varios fatores
contribuem para a contaminagao fungica, como inadequagao das estruturas fisicas
dos depdsitos e das condicdes de armazenamento dos alimentos destinados as
cabras, as infiltracdes de paredes e telhados, dos lugares de armazenamento dos
alimentos, podem favorecer o aumento da umidade no interior dos mesmos e da
elevacao do teor de umidade dos produtos armazenados, assim como a violagao
dos recipientes de racdes por roedores tanto favorece o aumento do teor de
umidade dos alimentos como podem esses animais atuar como carregadores de
fungos para o interior das embalagens dos alimentos.

Carvalho (1995) evidencia que a contaminagdo de alimentos por
micotoxinas pode promover prejuizos de ordem econdmica, sanitaria e comercial,
em decorréncia da perda de produtos vegetais e da redugcdo na produgdo de
alimentos de origem animal, além da exposi¢cdo humana e animal a essas toxinas, 0
que justifica também a realizagao deste trabalho.

O sistema de criacdo de caprinos leiteiros nas propriedades avaliadas era
de confinamento na Fazenda 1 e semi-intensivo na Fazenda 2 e 3, onde, de acordo
com Zacharias (2001), este tipo de sistema de criagao é geralmente caracterizado
por praticas de armazenamento de produtos utilizados na alimentagcdo dos animais.
Porém, Pier et al. (1980) relatam que estocagem de alimento contribui para a

reducdo dos problemas nutricionais dos rebanhos, mas aumenta os riscos de



contaminagao dos alimentos por fungos e consequentemente por aflatoxinas,
principalmente se o armazenamento for feito de forma inadequada e em regides com
temperatura e umidade elevadas.

Os alimentos destinados as cabras, concentrado e volumoso, eram
amostras de milho, farelo de soja, silagem de milho e capim. Hollinger & Ekperigin
(1999) relatam que os fungos podem ser encontrados em varios produtos
alimenticios como o milho, trigo e ragao, propiciando desta maneira a contaminacgéao
por aflatoxinas.

Na FIG. 08, pode-se observar que, entre as 166 colbnias de fungos
algodonosos detectados nas trés Fazendas, 35 (21,1%) s&o de Aspergillus flavus,
29 (17,5%) de Rhizopus sp, 25 (15,1%) de Aspergillus fumigatus, 23 (13,9%) de
Cumninghamella sp, 12 (7,2%) de Trichoderma sp, 18 (10,8%) foi de Fusarium
moliniforme, 11 (6,6%) de Fusarium graminearum, 7 (4,2%) de Penicillium sp, 03
(1,8%) de Aspergillus niger, 2 (1,2%) de Epicoccum sp e 1 (0,6%) de Aspergillus

ochraceus.

20-

18
16-
14+

O Aspergillus flavus
Rhizopus sp
B Aspergillus fumigatus

3

3

S

g

2 12

S 1 ;;§ B Cunninghamella sp

3 12- | f?i E Fusarium moniliforme

() -

2 6 ;si @ Trichoderma sp

8 61 It

5 4. ;;§ ] B Fusarium graminearum

s ] N T B Penicillium sp

s 2 \E @ . ,

o-HAL NiE : , (1 Aspergillus niger

FAZ.1 FAZ.2 FAZ.3 O Aspergillus ochraceus

Propriedades em estudo

FIGURA 08 - Géneros e espécies de fungos algodonosos identificados (LACAZ, 1984)
nas trés propriedades em estudo, sendo fazenda 1 (Faz.1), fazenda 2 (Faz.2) e fazenda 3
(Faz. 3).



Das 166 colbnias fuangicas analisadas no concentrado e volumoso
destinados a alimentacédo dos caprinos leiteiros, 64 (38,6%) eram do género
Aspergillus e foram utilizadas para analise de aflatoxina B1 no alimento destinado as
cabras, onde Moss (2002) afirma que as aflatoxinas sdo um grupo de micotoxinas de
importancia em alimentos e ragdes, e os principais fungos toxigénicos produtores de
aflatoxinas sao: Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius , sendo que Lazzari
(1993) evidencia que a importancia das micotoxinas se deve aos danos provocados
a saude humana e animal, e também aos prejuizos econdmicos na agricultura.

Observou-se que na época da seca houve um crescimento de 72 (43,5%)
coldnias fungicas e ocorreu um aumento de 33,0% do crescimento desses fungos na
época da chuva, totalizando 94 (76,6%) das colénias em estudo ( FIG. 09). Midio &
Martins (2000) relataram que a umidade relativa do ar em torno de 85% propicia o
desenvolvimento de fungos, observando que na época da chuva houve um aumento
de 25% da umidade relativa do ar, ficando em torno de 80% em relagdo a época da

seca, onde a umidade relativa do ar foi de 64%, justificando-se o maior crescimento



fungico na época da chuva.
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FIGURA 09 - Numero de colbnias fungicas no periodo da seca e chuva estudadas
na fazenda 1 (FAZ.1), fazenda 2 (FAZ.2) e fazenda 3 (FAZ.3).

TABELA 01
Teores de umidade do concentrado e volumoso encontrados nas fazendas 1, 2 e 3,
conforme o teste de Tukey.

TRATAMENTOS FAZENDA 1  FAZENDA 2 FAZENDA 3
MEDIAS
CONCENTRADO 10,864 Bb 10,445 Bb 44,575 Ba
VOLUMOSO 73,798 Aa 62,345 Ab 75,250 Aa

FONTE: Laboratdrio de Biologia e Fisiologia de Microrganismos — UNIFENAS, 2010
NOTA: Pelo teste de Tukey médias seguidas por mesma letra, dentro das linhas mindsculas e
colunas letras maiusculas, séo estatisticamente iguais no nivel de significancia de 5%.



O teor médio de umidade do concentrado 3 foi estatisticamente diferente e
mais elevado do que o teor médio de umidade do concentrado 1 e 2, que sao
estatisticamente iguais e com teores médios de umidade mais baixos do que o
apresentado no concentrado 3, de acordo com o teste de Tukey. Observa-se
também que os teores de umidade do volumoso 3 e 1 foram estatisticamente iguais
e mais elevados que o do volumoso 2, que estatisticamente apresentou teor de
umidade mais baixo do que os demais, de acordo com o teste de Tukey. (TAB.01).
O coeficiente de variagao foi de 8,93%, demonstrando a boa precisao dos resultados
analisados. A fonte de variagao fazenda versus tratamento apresenta um p-valor de
0,0000, indicando que os tratamentos nao sao iguais, veja o desdobramento
apresentado na TAB.01. O erro padrdao foi de 1,46. Comparando-se os teores
médios de umidade dos concentrados com os dos volumosos observa-se que 0s
teores de umidades médios dos volumosos nas trés fazendas em estudo séo
estatisticamente diferentes e mais elevados que os teores de umidades médios dos
concentrados que sdo estatisticamente mais baixos. As fazendas 1 e 3 utilizam
concentrado comercial e, na fazenda 2 o concentrado é preparado na propriedade,
mas ambos os concentrados apresentam constituintes com pouco teor de umidade e
maior quantidade de matéria seca, enquanto os volumosos das trés propriedades
foram silagem com aspecto suculento e menor quantidade de matéria seca, o que

justifica a diferenca entre os teores de umidade do concentrado e volumoso.

TABELA 02
Numero de colbnias fungicas relacionadas com o teor de umidade do alimento
destinado a caprinos nas fazendas 1, 2 e 3.

N° de col6nias fungicas * URA mensal (%)

Fazendas VOLUMOSO CONCENTRADO VOLUMOSO CONCENTRADO




FAZENDA 1 10 45 73,80 10,86
FAZENDA 2 14 27 62,30 11,70

FAZENDA 3 20 50 75,30 11,50

FONTE: Laboratério de Biologia e Fisiologia de Microrganismos — UNIFENAS, 2010* URA = Umidade
relativa do alimento.

A fazenda 3 apresentou um numero de coldnias fungicas 17,5% superior
ao da fazenda 2 e 11,1% da fazenda 1, Verificou-se também que onde o teor de
umidade do alimento se apresenta mais elevado, fazenda 3 e fazenda 1, o numero
de colbnias também foi maior (TAB 2).

Visando caracterizar os alimentos destinados as cabras quanto a
disponibilidade de agua para crescimento fungico no momento da amostragem,
todos os alimentos coletados, volumoso e concentrado, foram avaliados em
laboratério quanto a atividade de agua (Aa) do seu conteudo. A atividade de agua
encontrada no concentrado e volumoso variava em média de 0,94 para o volumoso
e 0,66 para o concentrado, e em ambos os alimentos foram encontrados
crescimento fungico e presenca de aflatoxina. Segundo Taniwaki & Silva (1996),
para crescimento fungico e produgao de aflatoxinas, sdo necessarios valores de Aa
superiores a 0,65, o que justifica o crescimento fungico encontrado nos alimentos
analisados.

A contaminacgdo fungica e consequentemente a produgédo de aflatoxinas
nos alimentos destinados aos caprinos leiteiros, dentre varios fatores, inclue a
inadequacdo das estruturas fisicas dos depdsitos e das condicbes de
armazenamento dos alimentos. Em todas as propriedades avaliadas o regime de
alimentagdo era semelhante, constituido de volumoso e concentrado (ragéo
comercial ou preparada na propriedade), onde o alimento era fornecido duas vezes

ao dia para os caprinos em lactagcdo. Nao se observou diferenga significativa sobre a



contaminacgao por aflatoxinas entre as racbes comerciais e aquelas preparadas na
propriedade, Porém, Sassahara et al., (2003) relatam maior ocorréncia dessas

toxinas em amostras de racao preparadas na propriedade.

TABELA 03
Teores de atividade de agua no concentrado das fazendas 1, 2 e 3.

Tratamentos Médias
CONCENTRADO DA FAZENDA 3 0,824 a
CONCENTRADO DA FAZENDA 1 0,675 b
CONCENTRADO DA FAZENDA 2 0,671 b

FONTE: Laboratdrio de Biologia e Fisiologia de Microrganismos — UNIFENAS, 2010
NOTA: Pelo teste de Tukey médias seguidas por mesma letra s&o estatisticamente iguais no nivel de
significancia de 5%.

Na TAB. 03, verificou-se a atividade de agua do concentrado nas trés
propriedades em estudo. Observou-se que o concentrado da fazenda 3 é
estatisticamente diferente e com maior teor de agua livre em seu interior do que o
encontrado no concentrado das fazendas 2 e 1, que séo estatisticamente iguais e
com atividade de agua mais baixa do que o concentrado da fazenda 3, de acordo
com o teste de Tukey com nivel de confianga de 95%. O coeficiente de variagao foi
de 8,02%, indicando a boa precisdo dos resultados analisados. A fonte de variagao
fazendas versus tratamento apresenta um p-valor de 0,0002, indicando que os

tratamentos ndo séo iguais e possuem um erro padréo de 0,24.

TABELA 04
Teores de atividade de agua no volumoso das fazendas 1,2 e 3.




Tratamentos Médias

VOLUMOSO da FAZENDA 1 0,955 a
VOLUMOSO da FAZENDA 2 0,954 a
VOLUMOSO da FAZENDA 3 0913 a

FONTE: Laboratdrio de Biologia e Fisiologia de Microrganismos — UNIFENAS, 2010
NOTA: Pelo teste de Tukey médias seguidas por mesma letra sédo estatisticamente iguais no nivel de
significancia de 5%.

Conforme a TAB. 04, o valor da atividade de agua do volumoso das
fazendas 1, 2 e 3 s&o estatisticamente iguais. O coeficiente de variacdo foi de
8,02%, indicando a boa precisao dos resultados analisados. A fonte de variagcao
fazendas versus tratamento apresenta um p-valor de 0,0002, indicando que os
tratamentos ndo séo iguais. O erro padrao foi de 0,228.

Os valores encontrados referentes a umidade relativa do alimento

fornecido as cabras e a atividade de agua dos mesmos podem ser observados na

TAB.05.

TABELA 05
Resultado da umidade relativa do alimento mensal (URA) e da atividade de agua no
alimento (concentrado e volumoso) das Fazendas1, 2 e 3.

*URA mensal (%) ATIVIDADE DE AGUA NO ALIMENTO

Fazendas SECA CHUVA VOLUMOSO CONCENTRADO

VOL. CONC. VOL. CONC.

FAZ.1™" 735 11,1 741 10,7 0,95 0,67



FAZ.2 @ 62,3 11,3 62,4 12,1 0,95 0,67

FAZ3® 75,8 11,2 756 11,9 0,93 0,66

FONTE: Laboratério de Biologia e Fisiologia de Microrganismos — UNIFENAS, 2010
NOTAS: (" Fazenda 1; ® Fazenda 2; ® Fazenda 3;
URA = Umidade relativa do alimento.

As condi¢des climaticas, de forma geral, caracterizadas por altos indices
de temperatura (21° a 28° C), a umidade relativa do ar entre 64 e 79,5% e a
precipitacdo pluviométrica favoreceram o desenvolvimento de fungos toxigénicos,
principalmente dos produtores de aflatoxinas, resultados estes semelhantes aos
trabalhos de Gourama & Bullerman (1995), que relatam que condi¢des climaticas
caracterizadas por altos indices de temperatura (25 a 30°C), umidade relativa do ar
(acima de 80%) e precipitagdo pluviométrica favoreceram o desenvolvimento de
fungos toxigénicos.

Yanaka et al.(2004) tém demonstrado uma correlagdo positiva entre
fatores climaticos e o nivel de contaminacdo por aflatoxinas em produtos
alimenticios como racdo e milho. Entretanto, a auséncia da influéncia de fatores
climaticos sobre a frequéncia de fungos do género Aspergillus ( POZZI et al. 1995)
e sobre a producédo de aflatoxinas (THOMPSON & HENKE, 2000), tem sido descrita
em amostras de milho. Porém, Baldissera et al.(1993) ndo relataram diferengas entre
o0 nivel de contaminacdo por aflatoxinas em produtos destinados a alimentagao
animal nas diferentes estacdes do ano no Brasil.

As variagbes dos fatores climaticos apresentaram valores similares nas
trés fazendas em estudo e tiveram influéncia significativa sobre a presenca de
colbnias fungicas e presenca de aflatoxinas nos alimentos analisados, como mostra

a TAB. 06.



TABELA 06
Resultados da média da umidade relativa do ar (UR%) e indice pluviométrico (chuva
em mm) referente a época da seca e época da chuva que foram realizadas as
coletas nas Fazendas 1, 2 e 3.

COLETAS FAZENDA 1 FAZENDA 2 FAZENDA 3
UR% CHUVA (mm) UR% CHUVA (mm) UR% CHUVA (mm)
(MEDIA)  (MEDIA) (MEDIA)  (MEDIA) (MEDIA) (MEDIA)
EPOCA DA SECA 64,2 1,7 64,2 1,7 64,3 1,5
EPOCA DA CHUVA 795 8,5 79,5 8,5 79,2 7.1

FONTE: Laboratério de Biologia e Fisiologia de Microrganismos — UNIFENAS, 2010

Apos a analise qualitativa da toxigenicidade das culturas da espécie do
género Aspergillus, observou-se, de acordo com a FIG. 10, a presenga de aflatoxina
B4, B2, G1 e Go. Na fazenda 1, das 27 amostras de Aspergillus coletadas, 05 (18,5%)
apresentaram aflatoxina B4. 09 (33,3 %), aflatoxina By; 03 (11,1%), aflatoxina G,. e
do total de amostras nenhuma foi produtora de aflatoxina G1. Na fazenda 2, de 05
amostras analisadas, 02 (40%) apresentaram aflatoxina B+; 01 (20%), aflatoxina B.
e do total de amostras, nenhuma foi produtora de aflatoxina G1 e G,. Na fazenda 3,
das 32 amostras analisadas, 03 (9,4%) foram produtoras de aflatoxina B4. 05
(15,6%), de aflatoxina B,. 03 (9,4%) estavam contaminadas por aflatoxina G4 e 02

(6,3%) eram de aflatoxina Go.
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Figura 10 - Valores referentes ao numero de amostras de Aspergillus sp produtoras

de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2.

Na FIG. 11, pode-se observar que houve um aumento de fungos do
género Aspergillus na época da seca nas fazendas 1 e 3. Porém, na fazenda 2 nao
se encontrou este género nesta época, em virtude da forma do manejo utilizado,
onde o volumoso foi preparado no momento de ser oferecido as cabras, assim como
o concentrado que também foi preparado na fazenda e estocado por um curto
periodo de dias, mas a presenca de fungos do género Aspergillus foi verificada na

época da chuva.
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Figura 11 - Valores referentes ao numero de amostras cultivadas de Aspergillus

nas épocas da seca e da chuva.

WangiKar et al. (2005) afirmam que as quatro aflatoxinas encontradas em
produtos alimenticios sdo: B4 (AFB1), B2 (AFB3), G1 (AFG1) e G, (AFG3), sendo que
a AFB4 é considerada como mais toxica e potente agente carcinogénico, o que
concorda com o fato de, no alimento analisado destinado as cabras, ter sido
encontrado AFB; somente na Fazenda 3, em 29,2% das amostras. AFB, foi
encontrada na propriedade 3 e 2, com proporgdes respectivas de 12,5 e 43,8%. A
AFG; foi encontrada nas trés fazendas em estudo, sendo de 25% na Fazenda 3;
6,3% na Fazenda 2; e 25% na Fazenda 1. A AFG, foi encontrada somente nas
Fazendas 3 e 1, nas proporgbes respectivas de 12,5 % e 25%. Os resultados
encontrados para aflatoxina sdao semelhantes aos resultados encontrados por
Solovey et al.,(1999), nas quais ndo houve detecgao de aflatoxinas em 37 amostras
de alimentos derivados de milho provenientes da Argentina, e as de Abdulkadar et
al. (2002), que observaram contaminagao de AFB1em trés das 54 amostras de milho
e derivados provenientes do Catar.

As amostras de volumoso e concentrado foram submetidas a
cromatografia em camada delgada (CCD). Observou-se que nas Fazendas 1,2 e 3
as amostras de ragao apresentavam-se contaminadas com aflatoxinas nas
propor¢coes de 16 (50%), 16 (50%) e 24 (79,2%), respectivamente (Tabela 07).
Também, na fazenda 1, houve maior producao de aflatoxinas no volumoso (50% na
época da seca e 50% na época da chuva), estando ausentes no concentrado. Na
fazenda 2 houve presenca de aflatoxina nas duas épocas , sendo de 18,8% no
volumoso e de 31,3% no concentrado. A fazenda 3 também apresentou aflatoxinas

no volumoso e concentrado nas duas épocas em estudo, sendo de 29,2% de



aflatoxinas presentes no volumoso e de 50% no concentrado, onde se nota um

aumento de 50% da presenca de aflatoxina do concentrado na época da chuva.

TABELA 07
Ocorréncia de aflatoxina B1, B2, G1 e G2 em analises das amostras de concentrado
e volumoso por comparagao de Rf(s) entre padrbes de referéncia e amostra.

Amostras FAZENDA 1 FAZENDA 2 FAZENDA 3
N° ANALISADO 16 16 24
VOLUMOSO 04 01 05
(época da seca)

VOLUMOSO 04 02 02
(época da chuva)

CONCENTRADO 00 03 04
(época da seca)

CONCENTRADO 00 02 08
(época da chuva)

AFB, @ ND* ND* 07
AFB,® ND* 07 03
AFG,® 04 01 06
AFG, @ 04 ND* 03

FONTE: Laboratdrio de Biologia e Fisiologia de Microrganismos — UNIFENAS, 2010
NOTAS: ") FAflatoxina Bs; @ Aflatoxina B,; ® FAflatocina G;; ) Aflatoxina G,)
ND*: ndo detectado
Em relacdo a analise de AFM1 em leite de cabra, observou-se que nos

resultados obtidos nao foi detectado em nenhuma das 24 amostras de leite caprino
analisados a presenca da aflatoxina em estudo, como demonstra a FIG. 12.

A caprinocultura leiteira vem apresentando consideravel crescimento no
Brasil, pois o leite de cabra é frequentemente utilizado na alimentagdo humana,
devido as suas caracteristicas nutricionais, pois € rico em extratos secos, tem pouco
colesterol, alivia alergias e enxaquecas provocadas pelo leite de vaca e € um
fortificante, pela sua facil digestdo e composi¢do. Portanto € muito importante na

alimentagao de pessoas convalescentes de doengas como o cancer, de idosos com



dificuldades digestivas e criancas, principalmente as acometidas de alergias (SILVA
& SILVA, 2005).

A aflatoxina M4 € um produto da biotransformacgao da aflatoxina B4, sendo
que sua conversao ocorre no figado e é excretada no leite de animais que ingeriram
alimentos contaminados com aflatoxina B1 (CAST, 2003).

Os resultados da analise de AFM; nas amostras de leite de cabra
avaliadas pelo método descrito por Tuinstra et al. (1993) n&o revelaram a presenca
da toxina. Provavelmente o resultado decorreu da utilizacdo de racbes de boa
qualidade, cujo acondicionamento era realizado em recipientes fechados e mantidos
em depdsitos e em bom estado de conservagao e arejamento com curto periodo de
dias, em torno de uma a duas semanas. Estudos realizados por Martins et al.
(1994), em Portugal, e por Tiwari & Chauhan (1991), na india, e Botura (2005), no
Brasil, também nao evidenciaram a presenca de AFM, em amostras de leite caprino
analisadas. Porém, a ocorréncia de AFM4 no leite caprino tem sido verificada por
estudos realizados por Hahn & Korr (1989), na Alemanha, Finoli e Vecchio (1997) e
Roussi et al. (2002), na Italia.

Kamkar (2002) demonstrou em uma tendéncia sazonal na contaminagao
do leite de diferentes espécies animais por AFM4, onde a maior incidéncia
geralmente ocorre no inverno, quando os animais sao alimentados principalmente
com concentrado, o que nao foi observado no desenvolvimento deste trabalho.
Porém, na FIG. 09, observou-se um aumento de coldnias fungicas algodonosas no
inverno de 50% na Fazenda 1; 33,3% na Fazenda 3; sendo que, na Fazenda 2, ndo
houve um aumento significativo, mas, mesmo com o aumento das coldnias fungicas
nao houve contaminacao do leite por aflatoxina em nenhuma das épocas em estudo,

ou seja, época da seca e da chuva.



O Regulamento Técnico do MERCOSUL sobre os limites maximos de
aflatoxinas estabeleceu os niveis de 0,5 pg/L e 5,0 ug/L para leite fluido e em pé,
respectivamente, (BRASIL, 2002), que sao os limites utilizados pelo Brasil (BRASIL,
1996), sendo que a Unido Européia adotou o limite maximo de tolerancia de 0,05
pg/L (CE, 1988).

Sassahara et al. (2003) relataram a presenga de aflatoxina M;
principalmente em leite de bovino, evidenciando niveis de contaminacido superiores
a 0,5 pg/L, limite estabelecido pela legislagao brasileira.

Botura (2005) verificou que as andlises de aflatoxina em racdes
destinadas as cabras e no leite caprino no estado da Bahia ndo revelaram a
presenca de aflatoxina em todas as amostras avaliadas, cujos resultados estdo de
acordo com a presente pesquisa em relagdo as analises do leite caprino, porém a
maioria das ragdes avaliadas encontravam-se contaminadas com aflatoxinas.

Os resultados obtidos mostram que a auséncia de aflatoxina M4 no leite de
cabra na regido de Alfenas - MG e Espirito Santo do Pinhal — SP. E um ponto
favoravel para a producao de leite de cabra nessas regides. Entretanto, por se tratar
de um problema de saude publica, € necessario o constante monitorando da
ocorréncia desta toxina no leite de cabra, a fim de alcangar uma visdo mais
complexa.

A FIG.12 demonstra a analise do leite de cabra de uma das 24 amostras
coletadas. A FIG.12 (A) é o resultado da cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) de uma amostra padrao de leite enriquecida com aflatoxina M1, onde o pico
dessa toxina aparece em um tempo de retengdo aos 14 minutos. A FIG. 12 (B) é o

resultados de CLAE da amostra do leite de cabra da propriedade 1, onde nao se
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observa o pico de aflatoxina M1 no tempo de retengao aos 14 minutos, indicando a

nao deteccao da toxina em estudo na amostra considerada.
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Figura 12: Cromatografia de leite de cabra. (A) Leite de cabra enriquecido com
aflatoxina M4 (amostra padrdo). (B) Amostra de leite de cabra da sexta coleta da

propriedade 1.

6 CONCLUSOES

Durante a avaliagdo da microbiota fungica do concentrado e volumoso
utilizados na alimentacdo dos caprinos, verificou-se um total de 166 coldnias
fungicas, das quais 64 (38,6%) eram do género Aspergillus ;

O teor de umidade dos alimentos destinados as cabras foi de 73,5% para

o volumoso e de 11,1% para o concentrado na época da seca; e na época da chuva



foi de 74,1% para o volumoso e de 10,7% para o concentrado, na Fazenda 1. Na
Fazenda 2 os teores de umidade do alimento foram de 62,3% para o volumoso e de
11,3% para o concentrado na época da seca, e de 62,4% para o volumoso e de
12,1% para o concentrado na época da chuva; e na Fazenda 3 foi de 75,8% para o
volumoso e de 11,2% para o concentrado na época da seca e de 75,6% para o
volumoso e de 11,9% para o concentrado na época da chuva.

Observou-se um aumento de fungos do género Aspergillus na época da
seca nas fazendas 1 e 3; porém, na fazenda 2 ndo se encontrou este género nesta
época, mas sua presenca foi verificada na época da chuva. Em relagdao a umidade
relativa do alimento fornecido as cabras e a atividade de agua dos mesmos, 0s
valores encontrados foram de aproximadamente 74,6% no volumoso de 11,2% no
concentrado na época da seca, e de 74,8 % no volumoso e de 11,3% no
concentrado na época da chuva, para as propriedades 1 e 3, e de 62,3% no
volumoso e de 11.3% no concentrado na época da seca, e de 62.4,2 % no volumoso
e de 12,1% no concentrado na época da chuva, para a propriedade 2. Em relagao a
atividade de agua no alimento, encontrou-se o valor de 0,95 para o volumoso e de
0,67 para o concentrado nas propriedades 1 e 2, de 0,93 para o volumoso e 0,66
para o concentrado na propriedade 3.

Observou-se que somente a Fazenda 3, das 19 amostras de
concentrado e volumoso contaminadas com aflatoxinas, somente 7 amostras
apresentaram contaminadas com aflatoxina B1.

Das 24 amostras de leite de cabra analisadas em relacdo a acgao
toxigénica da aflatoxina M1 nenhuma delas revelou a presencga da toxina.

Observou-se uma maior incidéncia de aflatoxinas nas amostras de

alimentos fornecidos as cabras na época da chuva, porém nao foi detectada



aflatoxina M1 em nenhuma da amostras de leite coletadas, tanto na época da seca

quanto na época da chuva.

7 CONSIDERACOES FINAIS

As andlises de aflatoxinas em racbdes destinadas a alimentagdo de
caprinos leiteiros, realizadas neste trabalho, demonstraram presenca de aflatoxinas
nas trés propriedades em estudo, possivelmente relacionada a estocagem dos
alimentos, tanto do concentrado (ragao comercial) quanto do volumoso (silagem de

capim com milho), o que proporciona contaminagao por fungos e consequentemente



por aflatoxinas. O concentrado encontra-se empilhado sobre o piso e apoiado na
parede do depdsito, o que favorece o aumento da umidade no interior do alimento e
da elevagao do teor de umidade do produto, proporciona também aumento da
proliferacdo fungica e contaminagdo por aflatoxina. Devem-se armazenar os
alimentos em locais secos e limpos, recomendando-se ndo deixar os alimentos
proximos a parede ou a cantos do chdo, ja que estas areas possuem indice de
umidade mais elevado.

Na analise do leite de cabra por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), ndo se observou pico de aflatoxina M1 em nenhuma das amostras,
indicando a nao deteccdo da toxina em estudo nas amostras consideradas, o que
demonstra a boa qualidade do leite.

A presenca de aflatoxinas em alimentos destinados a animais e humanos
representa um perigo em potencial para a saude, especialmente a de humanos. O
monitoramento continuo, associado a admissao de boas praticas agricolas, como
colheita, manufatura e armazenamento de produtos destinados a alimentagao
animal, faz-se necessario para o controle da ocorréncia de aflatoxinas, no caso em

estudo a prevencao da contaminacgao do leite caprino por aflatoxinas.
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ARTIGO

OCORRENCIA DE AFLATOXINA M; NO LEITE DE CABRA PRODUZIDO EM

DIFERENTES SISTEMAS E CONDICOES CLIMATICAS.
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RESUMO

As aflatoxinas sdo metabdlitos tdxicos produzidos principalmente pelos fungos do
género Aspergillus spp., que podem ser encontrados em varios produtos
alimenticios, principalmente nos graos, que sdo amplamente utilizados na fabricagéo
de ragdes animais. A aflatoxina By € a de maior poder toxico e o seu metabdlito, a
aflatoxina M4, que € um produto da sua biotransformagé&o hepatica, € eliminada
principalmente no leite de animais que ingerem ragdes contaminadas com aflatoxina
B4. O objetivo do trabalho foi analisar a presenca de aflatoxina M1 no leite de cabra
de trés propriedades localizadas na cidade de Alfenas-MG e Espirito Santo do
Pinhal-SP, onde foram coletadas um total de 24 amostras de leite durante o periodo
de setembro de 2008 a fevereiro de 2009, na época de seca e chuvas. A aflatoxina
M, foi analisada através do método descrito por Tuinstra et al. (1993) e a separagao
e quantificagdo da aflatoxina M, foi realizada por cromatografia liquida de alta
resolugao (CLAE). Em todas as amostras avaliadas, nao foi detectada a presenca de
aflatoxina M4, demonstrando a boa qualidade do leite a contaminacdo da toxina em
estudo.

Palavras-chave: micotoxinas; contaminagao; fungos; caprinos

ABSTRACT

Aflatoxins are toxic metabolites produced mainly by Aspergillus spp., and can be
found in many types of food, especially grains, which are widely used in the
manufacture of animal feed. Aflatoxin B1 is the most toxic, and its metabolite,



aflatoxin M1, which is a product of hepatic biotransformation, is eliminated mainly via
the milk of animals fed an aflatoxin B1-contaminated diet. The purpose of this paper
was to determine the presence of aflatoxin M1 in the goat milk from three farms in
Alfenas, State of Minas Gerais, and Espirito Santo do Pinhal, State of Sdo Paulo.
Twenty-four milk samples were collected from September 2008 to February 2009,
during the rainy and dry seasons. Aflatoxin M1 was analyzed by the method
described by Tuinstra et al. (1993), and the separation and quantification of aflatoxin
M1 was conducted by high performance liquid chromatography (HPLC). The
presence of aflatoxin M1 was not detected in any of the samples, thus confirming the
good quality of the milk here studied.

Keywords: mycotoxins; contamination; fungi; caprines

INTRODUCAO:

A caprinocultura é uma atividade pecuaria de grande importancia no Brasil
e estima-se que o efetivo de caprinos leiteiros seja de 4.500.000 animais, sendo que
a producéo de leite de cabra da Regido Sudeste corresponde a 54,6% de todo pais
(12).

O leite de cabra é um alimento de alto valor nutritivo e de facil digestao,
sendo constituido principalmente por gorduras, proteinas, agucares, vitaminas e sais
minerais. A composi¢do quimica deste alimento apresenta grande variabilidade,
sendo influenciada por diversos fatores, tais como raca, periodo de lactacao, tipo de
alimentacgao, idade e estado fisiolégico do animal (31). Sua composicdo média é
comparavel a do leite de vaca, apresentando um teor de gordura e proteinas
ligeiramente mais elevados e menor conteudo de agua. (24).

O leite de cabra € um dos principais alimentos que existem na nutricdo
humana, sendo rico em extratos secos, tem pouco colesterol, serve para a

fabricacdo dos principais queijos finos do mundo, além de outros produtos lacticos.



Evita alergias e enxaquecas provocadas pelo leite de vaca e é um fortificante, pela
sua facil digestdo e composigado. Portanto, € muito importante na alimentacéo de
pessoas convalescentes de doencas como o cancer, de idosos com dificuldades
digestivas e criangas, principalmente as acometidas de alergias (43).

Entretanto, a qualidade higiénica do leite depende de varios aspectos, tais
como: estado sanitario dos animais, higiene e habilidade do ordenhador e limpeza
de equipamentos e de todas as superficies que entram em contato com o produto.
As condicdes sob as quais o leite é produzido, estocado na fazenda e transportado
para a usina de beneficiamento também afetam diretamente a sua qualidade
higiénica (46).

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios téxicos produzidos por fungos
filamentosos e encontrados em alimentos, quando ingeridos causam risco potencial
para a saude do homem e do animal (28). Dentre elas, as aflatoxinas sao
metabdlitos tdxicos produzidos por Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e
Aspergillus nomius (33). As principais aflatoxinas sédo aflatoxinas B4, By, Gq, G2
(AFB1, AFB,, AFGy e AFG,,) sendo a AFB; considerada como a mais téxica e
potente agente carcinogénico (13), além de produzir efeitos mutagénicos (11) e
teratogénicos (51).

Dentre os produtos do metabolismo da aflatoxina B4 por hidroxilacdo, no
figado, destaca-se a aflatoxina My, a qual é excretada no leite de animais que
ingerem alimentos contaminados (19), sendo também referida como agente
carcinogénico (13). A presenga dessa toxina no leite e em seus derivados constitui
um dos mais sérios problemas no controle de qualidade alimentar, consistindo em

fonte potencial de risco a saude publica (21).



Tem sido observada a ocorréncia de aflatoxina My em leite de bovinos
(25), de bufalos (47) e caprinos (39). No Brasil, estudos tem demonstrado a
presenca de aflatoxina M4 principalmente no leite de bovinos (42).

Tendo em vista a escassez de trabalhos nacionais e internacionais sobre
o assunto, aliado a falta de medidas preventivas para controle da aflatoxina M4 em
leite de cabra no Brasil, objetivou-se com este trabalho, avaliar a presenga de
aflatoxina My no leite de cabra em diferentes sistemas de criacdo e condicdes
climaticas de trés propriedades localizadas na cidade de Alfenas-MG e Espirito

Santo do Pinhal-SP.

MATERIAL E METODOS

Amostras de leite:

Os sistemas de criacdo dos caprinos leiteiros sao geralmente
caracterizados por atividades intensivas e semi-intensivas, onde inclui-se a pratica
de armazenamento dos alimentos destinados as cabras.

As amostras de leite foram colhidas em trés propriedades rurais, sendo
duas na cidade de Alfenas - MG e uma em Espirito Santo do Pinhal - SP, durante o
periodo de setembro de 2008 a fevereiro de 2009. O periodo das coletas foi
determinado por época, sendo realizado quatro coletas em cada propriedade no
periodo de seca e quatro coletas no periodo de chuva, totalizando oito coletas em
cada propriedade.

A colheita do leite de cabra foi obtida do ‘pool’ do leite produzido por todas

as cabras de cada propriedade, sendo realizadas 12 horas ap6s a ingestdo das



ragdes, sendo colhidas amostras de 150 ml de leite em frascos estéreis protegidos
por papel aluminio e encaminhadas ao Laboratério de Biologia e Fisiologia de
Microrganismos da Universidade José do Rosaério Vellano (UNIFENAS), em Alfenas-
MG, onde foram mantidas sob congelamento até o momento da analise, realizada

na Fundacao Ezequiel Dias, em Belo Horizonte — MG.

Extracdo, purificacdo e quantificacédo da aflatoxina M,

O método utilizado foi o descrito por Tuinstra et al. (1993), onde transferiu-
se 50 mL de leite, previamente aquecido a 37 C, centrifugado por 15 minutos a 4000
RPM e filtrado em papel Whatman n.4, para uma seringa de vidro acoplada a uma
coluna de imunoafinidade (vicam G1007). Apds a passagem da amostra, lavou-se a
coluna com com 10 mL de agua destilada e deixou-se secar completamente. Em
seguida, adicionou-se 4 mL de acetonitrila., que ficou em contato por 5 minutos.
Recolheu-se em seguida o eluato em um frasco ambar de 5 mL. Seguiu-se
evaporagao a 50 C, sob atmosfera de nitrogénio e resuspensao imediata em i mL da
fase mével de injegao (agua:acetonitrila (70:30). Agitou-se em ultrasom por 1 minuto
e filtrou-se na membrana PTFE de 0,45 um de poro. Injetou-se entdo, 100 uL da
amostra e 100 uL de cada solugao padrao de Aflatoxina M1 (0,25, 0,50, 1,00 e 2,00
ng/mL. A partir do calculo da area do pico da aflatoxina M1 dos extratos das
amostras e das solucbes padrdes, foi calculado o teor de aflatoxina M1 das

amostras.. Todas as analises foram efetuadas em duplicata.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)



A separacéao e quantificagao da aflatoxina M, foi conduzida em um sistema
de cromatografia Shimadzu com detector de fluorescéncia (excitagdo: 366mm e
emissdo: 428mm) e com coluna Shim-pack CLC-ODS RP-18, 5 [Im 4,6 x 250mm,
precedida de pré-coluna Shim-pack G-ODS 5 [’/m 4 x 10mm. A coluna foi eluida
isocraticamente com agua:isopropanol:acetonitrila (80:12:8) a um fluxo de 1mL/min.
Todos os solventes que foram utilizados sdo os recomendados para cromatografia
liguida e a agua sera purificada pelo sistema de ultrafiltragdo (Barnstead). Durante
toda anallise foi borbulhado gas hélio na fase movel. O limite de detecgdo do método

€ 2 ng/L e o limite de quantificagap 6,0 ng/L.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

O leite de cabra é rico em extratos secos, tem pouco colesterol, alivia
alergias e enxaquecas provocadas pelo leite de vaca e é um fortificante, pela sua
facil digestao e composigao. Portanto é muito importante na alimentacédo de pessoas
convalescentes de doengas como o cancer, de idosos com dificuldades digestivas e
criangas, principalmente as acometidas de alergias (43).

A caprinocultura leiteira vem apresentando consideravel crescimento no
Brasil, pois o leite de cabra é frequentemente utilizado na alimentacdo humana,
devido suas caracteristicas nutricionais.

A aflatoxina M4 € um produto da biotransformacgao da aflatoxina B4, sendo
que sua conversao ocorre no figado e é excretada no leite de animais que ingeriram
alimentos contaminados com aflatoxina B (9).

Os resultados da analise de AFM; nas amostras de leite de cabra

avaliadas pelo método descrito por Tuinstra et al. (1993), n&o revelaram a presenca



da toxina. Provavelmente o resultado decorreu da utilizagdo de ragbes de boa
qualidade cujo acondicionamento era realizado em recipientes fechados e mantidos
em depdsitos em bom estado de conservagao e arejamento e em curto periodo de
dias, em torno de uma a duas semanas.

O regulamente técnico do MERCOSUL sobre os limites maximos de
aflatoxinas estabeleceu os niveis de 0,5 pg/L e 5,0 ug/L para leite fluido e em pé,
respectivamente, (7), que séo os limites utilizados pelo Brasil (6), sendo que a Unido
Européia adotou o limite maximo de tolerancia de 0,05 pg/L (10).

A FIG.1 demonstra a analise de leite de cabra de uma das 24 amostras
coletadas. A Figura A é o resultado da cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) de uma amostra padrao de leite enriquecida com aflatoxina M1, onde o pico
dessa toxina aparece em um tempo de retencdo a 14 minutos. A Figura B é o
resultados de CLAE da amostra de leite de cabra da propriedades 1, onde nao se
observa o pico de aflatoxina M1 no tempo de retencdo a 14 minutos, indicando a nao

deteccao da toxina em estudo na amostra considerada.
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Figura 1. Cromatografia de leite de cabra. (A) Leite de cabra enriquecido com
aflatoxina M4 (amostra padrao). (B) Amostra de leite de cabra da sexta coleta

Sassahara et al (42), relataram a presenca de aflatoxina M4 principalmente
em leite de bovino.

A ocorréncia de aflatoxina M4, no Brasil, tem sido verificada principalmente
no leite bovino, evidenciando niveis de contaminagao superiores a 0,5 ug/L, limite
estabelecido pela legislagao brasileira (42).

Relatos sobre a ocorréncia de aflatoxina M1 em leite de cabra séo
escassos no Brasil, o monitoramento desta micotoxina foi realizado na Bahia por

BOTURA (5), cujos resultados estao de acordo com essa pesquisa.



Os resultados obtidos mostram que a auséncia de aflatoxina M1 no leite de
cabra na regidao de Alfenas - MG e Espirito Santo do Pinhal - SP, € um ponto
favoravel para a producao de leite de cabra nessas regides. Entretanto, por se tratar
de um problema de saude publica, € necessario o constante monitorando da
ocorréncia desta toxina no leite de cabra, a fim de alcangar uma visdo mais

complexa.

CONCLUSOES

A aflatoxina My ndo foi detectada no leite de cabras pertencentes a
propriedades que praticam boas praticas de manejo na regiao de Alfenas-MG e ESP

- SP, garantindo a boa qualidade do produto.
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