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RESUMO

Alguns fungos sdo capazes de produzir metabdlitos secundarios denominados
micotoxinas. Crescem rapidamente durante as fases de cultivo, colheita, secagem,
transporte e estocagem de cereais sob condi¢gdes favoraveis de temperatura,
atividade de agua e teor de umidade, pH, grau de contaminagdo, composi¢cao
quimica dos alimentos, taxa de oxigenagao, condigdes fisicas dos graos e presenca
de artrépodes. As aflatoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por algumas
cepas de fungos do género Aspergillus, principalmente das espécies A. flavus e A.
parasiticus. Tém sido encontradas frequentemente em amendoim, milho, feijao,
ragdes. Também tem sido encontrada no arroz, um cereal que faz parte do habito
alimentar do brasileiro. A partir do conhecimento dos riscos a saude decorrentes da
presenca de aflatoxinas em alimentos, foi realizado um levantamento para aflatoxina
B+ (AFB+) em arroz beneficiado polido tipo |, destinado ao consumo pelos militares
do Exército Brasileiro. As amostras foram coletadas no armazém do 5 ° Batalhdo de
Suprimento do Exército Brasileiro, Curitiba (Pr) no periodo de novembro de 2003 a
fevereiro de 2004 e avaliada a ocorréncia de aflatoxinas B4, B,, G1e Gy, utilizando-
se as técnicas de cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE). Do total de 30 amostras analisadas por cromatografia em
camada delgada, nao foi verificada em nenhuma a presenca de aflatoxinas com um
limite de 3 pg/ Kg para este método. De 26 amostras analisadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, 6 (23,07%) apresentaram positividade para aflatoxina
B1(AFB1) com niveis entre 0,54 e 2,04 ug/kg e 1 (3,84%) apresentou presenca de
aflatoxina B, (AFB2) com 1,84 ug/kg, com limite de quantificacédo de 0,5 ug/kg
encontrado para este método. Este trabalho teve por objetivo contribuir ndo s6 com
o controle de qualidade dos alimentos consumidos pelos militares da 5° Regiao
Militar do Exército Brasileiro no que se refere ao controle dos niveis de aflatoxinas,
como comparar as técnicas de cromatografia em camada delgada (CCD) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Palavras-chave: aflatoxinas, arroz, micotoxina, cromatografia em camada delgada,
cromatografia liquida de alta eficiéncia.



ABSTRACT

Some fungi are able to develop secondary metabolites called mycotoxins. They grow
quickly during breeding stage, harvest, drying, transport and stocking under ideal
conditions of temperature, water activity and humidity, hidrogenionic potential,
contamination degree, food chemical composition, oxygen rate, physical conditions of
the grain and presence of arthropods. The aflatoxins are secondary metabolites
produced by some strains of Aspergillus ssp, mainly A.flavus and A.parasiticus
species. They have been found in peanut, maize, bean, feeds and rice, being the last
one, one of the most popular items in Brazilian meals. Due to the danger for health
resulted from the presence of aflatoxins in foods, had been achieved a mycotoxins
lifiting in benefited polished rice type 1, used by Brazilian army. The samples were
collected at “5° Batalhdo de Suprimento” (army departament) from November 2003 to
febuary 2004 when the incidence of aflatoxins B4, B2, G4 and G, was measured, by
thin layer chromatography (TLC) and high performance liquid chromatography
(HPLC) methods. A total of 30 samples were tested performed by tlc, no aflatoxin
detected. From a total of 26 samples, were performed by high performance liquid
chromatography, 6 (23,07%) presented positive results for aflatoxin B4 with 0,54 —
2,04 ug/kg and, 1 (3,84%) presented a positive result for aflatoxins B, with 1,84
pg/kg. This work compared the thin layer chromatography and high performance
liquid chromatography techniques and contributes for the quality control of the foods
to be consumed by militaries in the Brazilian army, concerning the control of the
aflatoxins levels.

Keys word: aflatoxins, rice, mycotoxins, thin layer chromatography, high performance
liquid chromatography
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1 INTRODUGAO

Alguns fungos sao capazes de produzir metabdlitos secundarios toxicos e,
algumas vezes cancerigenos tanto para o homem como para animais. Segundo
FONSECA (2003), os fungos, bolores ou mofos podem diminuir o valor nutritivo das
proteinas, por hidrolise das mesmas, no amendoim e na soja, além de prejudicar
seriamente o aspecto externo dos alimentos. Esses fungos sdo chamados
toxigénicos e os metabdlitos sdo denominados micotoxinas (SABINO et al., 1982).

Segundo BOEING (1999), os fungos, para se desenvolverem e produzirem
micotoxinas necessitam de condigdes favoraveis, sendo os fatores mais importantes
a temperatura, atividade de agua e teor de umidade, pH, composi¢cdo quimica do
alimento, taxa de oxigenagdo, periodo de armazenagem, grau de contaminagao
fungica, condi¢cdes fisicas dos graos ou sementes, artréopodes e interacao
microbiana. No que se refere a atividade de agua, o minimo para o desenvolvimento
dos fungos toxigénicos é de 0,76 (MALLOZI; CORREA, 1998). Os fungos
desenvolvem-se em produtos cuja atividade de agua varia de 0,65 a 0,90 e teor de
umidade dos graos na faixa de 14 a 22 %. Por isto, na conservacéo de graos é
empregado o0 processo de secagem, o qual visa reduzir o teor de umidade dos
produtos em niveis que a atividade de agua nao propicie a proliferacédo de fungos
(SILVA, 2003).

O Aspergillus e o Penicillium sao conhecidos como fungos de estocagem e,
sob condicdes ideais, crescem rapidamente durante as fases de cultivo, colheita,
secagem, transporte e estocagem. As micotoxinas s&o produzidas principalmente
por fungos filamentosos de estruturas miceliais; sdo metabdlitos secundarios que
nao tém significado bioquimico no crescimento e desenvolvimento fungico e, nem
todos esses metabdlitos secundarios sao toxicos bem como, nem todos os fungos
séo toxicos (OGIDO, 2003). Os fatores que contribuem para a presenga ou produgao
de micotoxinas em alimentos e ragdes incluem estocagem, meio ambiente e as
condigdes ecoldgicas. Muitas vezes, a maior parte destes fatores, estd acima da
capacidade de controle humano.

As aflatoxinas sdo metabdlitos secundarios, produzidos por algumas cepas
de fungos do género Aspergillus, principalmente das espécies A. flavus e A.

parasiticus, os quais se desenvolvem naturalmente em produtos alimenticios, e tém



sido frequentemente encontrados em milho, amendoim, feijdo, arroz e trigo,
sementes de algod3o, sorgo, especiarias, ragdes e frutas (CORREA, 2000).

Os fatores que afetam a magnitude da toxicidade em humanos ou animais
que consomem alimentos ou ragbes contaminadas com micotoxinas,
respectivamente, sdo a espécie, mecanismo e modo de agdo e metabolismo.

Os mecanismos e a forma de acdo mudam entre espécies e as vezes entre
individuos. Um exemplo sédo as aflatoxinas que sédo conhecidas por se ligarem ao
DNA e induzir efeitos mutagénicos e carcinogénicos em ratos; no entanto a
diminuicdo da fungdo das células T e a imunidade celular sdo formas de agéo das
aflatoxinas em bovinos, ovinos e suinos. (HUSSEIN e BRASEL, 2001).

Metabolismo e mecanismos de defesa sao fatores de importante
entendimento da toxicidade de micotoxinas por espécies ou individualmente. A
especificidade de mecanismos semelhantes € bem demonstrada com significados
diferentes entre ruminantes e ndo ruminantes no que se refere as micotoxinas.
Estudos “in vitro” demonstram a habilidade da microbiota ruminal em degradar as
micotoxinas. (HUSSEIN e BRASEL, 2001).

Em saude animal, varias espécies domésticas e de experimentacdo sao
sensiveis aos seus efeitos toxicos agudos, mutagénicos, carcinogénicos e
teratogénicos, sendo o figado o principal érgéo atingido (OSWEILER, 1990).

Sé&o conhecidos, atualmente, 17 compostos similares designados pelo termo
aflatoxina, porém, os principais tipos de interesse médico-sanitario sédo identificados
como By, By, G1 e G,. Estes compostos caracterizam-se pela elevada toxicidade que
apresentam (ROSA, 1995).

A aflatoxina B4 (AFB+) é a que apresenta maior poder toxigénico, seguida de
G1, B, e G, (COULOMBE, 1991).

De modo analogo, em saude publica, as aflatoxinas tém sido identificadas
como fatores envolvidos na etiologia do cancer hepatico no homem, conseqlente a
ingestao de alimentos contaminados.

Na ultima década, intensas pesquisas contribuiram para melhor caracterizar
os possiveis efeitos das aflatoxinas sobre a saude humana, com destaque para os
experimentos sobre a atividade biolégica da AFB¢ nas células hepaticas, no ambito

molecular, e sua aplicacdo em estudos populacionais.



Hoje, estda bem reconhecido que as micotoxicoses (doengas causadas por
micotoxinas) foram responsaveis por importantes epidemias em homens e animais,
ao menos durante os tempos historicos recentes. As mais importantes foram o
‘ergotismo”, que matou dezenas de milhares de pessoas na Europa nos ultimos
1000 anos; a aleucia toxica alimentar (ATA), que foi responsavel pela morte de
milhares de pessoas na antiga Unido Soviética, na década de 30 e a aflatoxicose,
que matou 100.000 perus jovens na Inglaterra em 1960 e tem causado morte e
doengcas em muitos outros animais e, provavelmente, também no homem
(ANDRADE, 2004).

A conscientizacdo dos produtores de alimentos e as acgbes de vigilancia
sanitaria permanentes sdo essenciais para diminuir a exposicdo humana a esses
compostos e prevenir doengas cronicas advindas dessa exposicao (CALDAS,
SILVA; OLIVEIRA, 2002).

Os cereais sao faciimente colonizados por fungos patogénicos,
proporcionados pelas condi¢gdes favoraveis ao fungo no campo, depois da colheita e
durante a estocagem (GALVANO et al., 2005).

O arroz é um cereal que faz parte do habito alimentar do brasileiro, o que se
confirma pelo alto consumo, considerando suas diferentes formas.

O fato de o arroz ser um alimento de consumo quase diario, pela maioria da
populacdo brasileira, torna importante o conhecimento dos niveis de contaminacao
fungica e a identificagdo dos mesmos, para posterior avaliagdo das possiveis causas
de contaminagédo, dos riscos a saude do consumidor e possivelmente tomada de
medidas efetivas no sentido de garantir a seguranca alimentar da populagéo
(NUNES et al., 2003).

Segundo PEREIRA, CARVALHO e PRADO (2002), a presencga de fungos no
arroz e na manteiga de cacau afeta a qualidade, promovendo a descoloragéo, € no
café produzem aromas desagradaveis.

Varias pesquisas sobre micotoxinas em arroz vém sendo realizadas em
diversos paises, porém, no Brasil sdo poucas as ocorréncias relatadas com niveis e
incidéncias baixos.

A disponibilidade de um método sensivel e confiavel € um fator chave para o
baixo nivel detectado de aflatoxinas em arroz (LIPIGORNSON; ALI; YOSHIZAWA,
2003).



Dados anteriores sobre a contaminacdo com aflatoxinas na maioria dos
paises asiaticos, incluindo o arroz, sédo feitos por cromatografia em camada delgada
(CCD), método com limite de deteccéo relativamente alto (LIPIGORNSON; ALLI;
YOSHIZAWA, 2003).

Com vistas ao conhecimento de micotoxinas em alimentos, estudos visando
aprimorar a metodologia para sua deteccdo e quantificacdo sdo sem duvida
necessarios (SIMIONATO; ASTRAY; SYLOS, 2003).

O objetivo deste trabalho foi verificar a ocorréncia e quantificar aflatoxinas
em arroz beneficiado consumido por militares da 5° Regido Militar do Exército
Brasileiro através de cromatografia em camada delgada (CCD) e por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MICOTOXINAS

Micotoxina € o termo usado para descrever substancias toxicas formadas
durante o crescimento de fungos (mofo, bolor), o que esta associado a mudangas na
natureza fisica do alimento no sabor, odor e aparéncia (BOEING, 1999).

O termo micotoxinas deriva da palavra grega Mikes, que significa fungo, e da palavra
latina toxicum, que significa veneno. Portanto, micotoxina é a toxina produzida por
fungos (SCUSSEL, 1998).

As micotoxinas de grande significado em saude publica e agricultura incluem
as aflatoxinas, ocratoxinas, tricotecenos, zearalenona, fumonisinas e os alcaldides
de ergots. Essas toxinas s&o responsaveis por prejuizos de milhdes de ddélares
anuais em saude humana, animal e produtos agricolas (HUSSEIN e BRASEL,
2001). A Food and Agriculture Organization, estimou entre 5 e 10 % o total de
alimentos perdidos no mundo anualmente por fungos e micotoxinas (DUXBURY,
2004).

Em 1993, a Agéncia Internacional para pesquisa do cancer da Organizagao
Mundial da Saude (WHO - IARC1993), avaliou o potencial cancerigeno das
aflatoxinas, ocratoxinas, tricothecenes, zearalenona e fumonisinas. As aflatoxinas
foram classificadas como cancerigenos para humanos (grupo 1), enquanto as
ocratoxinas e fumonisinas foram classificadas como possiveis cancerigenos (grupo
2B). Tricotecenos e zearalenona, no entanto, n&do estdo classificados como
carcinégenos humanos.

Doencas em humanos e animais resultantes do consumo de micotoxinas
sdo chamadas de micotoxicoses. Os efeitos em animais domésticos incluem: reagao
alérgica, baixo indice reprodutivo, perda de apetite, emagrecimento,
imunossupressao, baixa conversdo alimentar, desenvolvimento de tumores e
mortalidade. Os ¢6rgdos mais afetados sé&o o figado, rins, cérebro, musculos e
sistema nervoso.

Segundo CORREA (2000), os microfungos podem produzir trés tipos gerais

de manifestacdes clinicas no homem e animais:



a) infecgdes ou doengas decorrentes da invasdo de um tecido vivo;

b) alergias ou reagdes de hipersensibilidade;

c) toxicoses — intoxicagdes resultantes da ingestdo de alimentos ou ragdes

contendo metabdlitos toxicos.

O conhecimento sobre a contaminagao por micotoxinas no Brasil ainda esta
direcionado para aflatoxinas e as culturas mais estudadas sao o amendoim e o milho
(SABINO, 1995).

Os fungos produtores de micotoxinas sao saprdfitos habituais do solo, ar e
gquando o meio ambiente & propicio, colonizam diversos substratos (FREITAS e
BADOLATO, 1992) e, dando-se condi¢gdes necessarias para o crescimento fungico e
producdo de micotoxinas, os produtos agricolas podem ser contaminados no campo,
apos a colheita, no transporte e armazenamento (CORREA, 2000).

Segundo TANAKA (2001), varios fungos podem permanecer associados as
sementes de milho durante o armazenamento, causando deterioracdo ou se
mantendo viaveis. As toxinas ja produzidas podem permanecer no alimento mesmo
apos a morte do fungo, e se apresenta em alimentos onde ndo sdo verificadas
alteracdes visiveis (AMADO, 2003).

2.2 AFLATOXINAS

As aflatoxinas formam o grupo de toxinas fungicas mais estudadas até hoje,
sendo sua importancia originaria dos anos 60 quando uma grande mortalidade de
perus na Inglaterra, denominada “doenga X dos perus” foi relacionada com o farelo
de amendoim importado do Brasil.

Os principais fungos aflatoxigenos sao Aspergillus flavus e o Aspergillus
parasiticus e, segundo BATISTA et al. (2002), eventualmente, A. nomius. As
amostras isoladas de A. flavus geralmente produzem aflatoxinas B4 € B, e as de A.
parasiticus, com frequéncia sido produtoras de aflatoxinas B¢, By, Gi e G..
Eventualmente, alguns fungos isolados destas duas espécies podem produzir
aflatoxina M1 e Boa.

Através de estudo de prevaléncia, a contaminagcdo de graos por fungos

aflatoxigénicos por A. flavus € predominante sobre o A. parasiticus e sua produgéo &



favorecida por temperaturas entre 23-26°C e umidade relativa do ar acima de 75%,
sendo que a umidade relativa do ar acima de 85% e temperatura em torno de 27° C
favorece o crescimento e a produgéo de aflatoxinas por fungos toxigénicos (PRADO;
MATOS; PEREIRA, 1989).

As aflatoxinas tém ponto de fusdo alto, sdo estaveis ao calor sendo
decompostas a temperatura de cerca de 220 °C (SCUSSEL, 1984).

2.2.1 Natureza Quimica

As aflatoxinas sdo bisfuranocumarinas derivadas de um decacetideo, pela
via biosintética dos policetideos, no qual a unidade C, é perdida durante a formagéao
dos anéis bisfuranos (SMITH; MOSS, 1985).

Estes compostos heterociclicos sdo caracterizados como aflatoxinas B4, By,
G1, G, e sdo distinguiveis cromatograficamente por suas fluorescéncias azuis (B de
“Blue”) para aflatoxinas B4 e B, e verdes (G de“Green”) para aflatoxinas G1 e G
quando observados sob luz ultravioleta a 365 nm.

A série G das aflatoxinas difere quimicamente da série B pela presenga de
um anel 3-lactona, no lugar do anel ciclopentenona. Uma dupla ligagdo 8, 9 é
encontrada na forma de um éter vinil no anel terminal furano nas aflatoxinas B4 e Gy,
mas nao em B, e G,. Essas variagbes que diferem as aflatoxinas estruturalmente
estdo associadas também a suas atividades, sendo as aflatoxinas By e Gj
carcinogénicas e consideravelmente mais téxicas que B, e G, (JAIMEZ et al., 2000).

A aflatoxina M4 é um biotransformado da aflatoxina B4, formada através do
processo de hidroxilagdo, produzindo assim um derivado hidrossoluvel, o que
possibilita a sua excrecdo por fluidos corporais. E considerado um potente
hepatocarcinogénico e sua contaminagédo em leite para consumo humano tem
recebido grande importéncia em saude publica.

A figura 1 apresenta as estruturas quimicas das aflatoxinas B4, B, G, Gy,
Ms.



FIGURA 1 - ESTRUTURA QUIMICA DAS AFLATOXINAS
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GONCALVES et al. (1997), em estudos sobre carcinoma hepatocelular no
Brasil, concluiram que investigagdes futuras serdo necessarias para se estudar a
presenca de outros possiveis fatores etioldgicos, como as aflatoxinas, tendo em vista
as condig¢des climaticas favoraveis a contaminagao alimentar com fungos na maioria
das regides do Brasil.

Mamiferos que ingerem produtos contaminados com aflatoxinas B4 (AFB1)
excretam pequenas quantidades de aflatoxina M{(AFM1) no leite (PRADO et al.,
2001).



2.3 METABOLISMO HEPATICO DA AFLATOXINA B

As aflatoxinas ingeridas, substancias lipofilicas e de baixo peso molecular,
sao quase totalmente absorvidas por difusdo passiva no intestino, passando para a
corrente sanguinea (MELLO; NASCIMENTO e OLIVEIRA, 1999). A AFB; ingerida
por mamiferos €& absorvida e metabolizada a nivel hepatico conforme demonstra a
figura 2. Os microssomos do sistema misto oxidase (MFO), sdo compostos por
enzimas do citocromo p 450 e, segundo KLEIN et al. (2000) por 6 diferentes tipos de
citocromos (citocromo P-450 1A2, 2A3, 2B7, 2K1 e 3A3/4). Sdo hemoproteinas
localizadas na membrana do reticulo endoplasmatico dos hepatdcitos e constituem
parte do processo de detoxicagao de xenobioticos. Possuem a fungdo de converter
estas moléculas em compostos mais hidrossoluveis e conjugados com o acido
glicurdnico, a carbonatos e sulfatos, exceto o aflatoxicol (ROSA, 1995). Entretanto,
durante este mesmo processo, pelo sistema enzimatico, ocorre 0 que se chama
“ativacdo metabdlica”, onde compostos altamente reativos e nucleofilicos, com
atividade toxica semelhante a precursora AFB4 sdo formados. Segundo HUSSEIN e
BRASEL (2001), a forma pura da AFB4 ndo € mutagénica e é biotransformada,
sendo quatro os metabdlitos formados: AFP¢; AFB; epdxido (toxico, mutagénico e
carcinogénico); aflatoxicol e AFM; (téxica).

A AFB; — epoxido ao se ligar com o DNA, modifica sua estrutura e sua
atividade bioldgica desencadeando os efeitos mutagénicos e carcinogénicos da
AFB. A formacéo de adutos ocorre através da ligagdo com guaninas da molécula de
DNA, na posigdao N7, ao nivel do codon 249 do gene supressor de tumores p 53
(OGIDO, 2003). Esta ocorréncia & caracteristica de varios carcinomas, sobretudo

hepaticos.
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FIGURA 2 - FLUXOGRAMA DE ABSORCAO, DISTRIBUIGAO E EXCREGAO DAS

AFLATOXINAS
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A aflatoxina M4 tem sido detectada em leite de vacas, ovelhas e cabras que
consumiram alimentos contaminados com Aflatoxinas B1 (SMITH e MOSS, 1985). A
ingestdo da aflatoxina diminui a produgéo de leite, a producéo e eclodibilidade dos
ovos, passa para o leite (1 a 3% da toxina ingerida) e, por conseguinte, passa para o
queijo, iogurte etc (ANDRADE, 2004).

Dentre os possiveis alimentos nos quais a aflatoxina pode ser detectada, o
leite humano merece destaque. Pode veicular aflatoxina My, decorrente do
metabolismo do organismo materno, o que pode acarretar problemas a saude do
lactente (PADUA, SILVEIRA, MARTINS, 2002).

A aflatoxina M pode ser detectada no leite e na urina de vacas alimentadas
com ragao contendo aflatoxinas em até 48 horas apds a ingestdo de AFB4, nao
sendo mais detectada a partir do quarto dia. Desse modo, o animal que consome
podera eliminar, imediatamente, através do leite, a aflatoxina My, "milk toxin”, que é
bastante perigosa para animais jovens aos quais o leite é destinado, e também aos
humanos, que apresentam grande sensibilidade as aflatoxinas (PADUA, SILVEIRA,
MARTINS, 2002).

2.4 MECANISMOS DE TOXICIDADE DA AFLATOXINA B

A aflatoxina B1 (AFB+), principal metabdlico produzido por fungos do género
Aspergillus, manifesta seus efeitos toxicos apds conversao hepatica em AFB;
epoxido, o qual reage com macromoléculas celulares, incluindo proteinas, RNA
(acido ribonucléico) e DNA (acido desoxirribonucléico). A reagdo com o DNA ocorre
através da ligacdo com guaninas, ao nivel do cédon 249, do gene supressor de
tumores p53, como citado anteriormente.

Em seres humanos, estudos de biomonitoramento individual de derivados
AFB1 N7 guanina tem demonstrado que as aflatoxinas constituem importantes fatores
de risco, com uma provavel interagcéo sinergistica com o virus da hepatite B, para o
desenvolvimento do carcinoma hepatocelular em populagdes expostas (OLIVEIRA e
GERMANO, 1997).

A absorgdo das aflatoxinas ocorre no trato gastro-intestinal e sua

biotransformagdo ocorrem primariamente no figado (OGIDO, 2003). A
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biotransformacao da AFB,, particularmente, tem sido estudada com maior interesse,

uma vez que guarda estreita relagdo com seus mecanismos de agao toxica.

Existe atualmente consenso entre grande numero de especialistas, de que a

AFB1 é, na verdade, um pré-carcinogénico, o qual requer ativagdo metabdlica para
manifestar seus efeitos toxicos (OGIDO, 2003; OLIVEIRA e GERMANO, 1997).
A figura 3 apresenta um esquema de metabolismo hepatico das aflatoxina

Bs. A aflatoxina B4 através do sistema microssomal hepatico sofre “ativacéo

metabdlica“ formando metabdlitos com atividades téxicas ao organismo humano e

animal.

FIGURA 3 - METABOLISMO HEPATICO DA AFLATOXINA B;
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2.5 CARCINOGENICIDADE DA AFLATOXINA B;

2.5.1 Estudos em Animais

A carcinogénese hepatica representa o mais importante efeito de toxicidade
cronica das aflatoxinas. Esta capacidade tem sido demonstrada extensivamente,
sobretudo em relagdo a AFB4, em muitas espécies animais, incluindo peixes, aves,
roedores, carnivoros e primatas (OLIVEIRA e GERMANO, 1997). Nestes animais, a
AFB4 induz a formagao de carcinoma hepatocelular (CHC), mesmo quando ingerida
em quantidades muito baixas, o que permite considera-la como um dos mais
potentes hepatocarcinédgenos naturais. Embora o figado seja o alvo primario, o
desenvolvimento de tumores em outros 6rgaos, como pancreas e intestino tem sido
observado em animais alimentados com rag¢des contendo aflatoxinas (OLIVEIRA e
GERMANO, 1997).

Existem inumeros estudos sobre a carcinogenicidade da AFB1 em diferentes
espécies animais, sendo que diversas revisdes encontram-se publicadas (OLIVEIRA
e GERMANO, 1997). A dose efetiva de AFB ingerida para a indugdo de tumores
hepaticos varia amplamente entre as espécies, de modo similar ao que ocorre em
relacdo a toxicidade aguda. MELLO, NASCIMENTO e OLIVEIRA (1999) relataram
um surto de intoxicagao por aflatoxina B¢ presente em polpa citrica peletizada (5
ppm) em 150 bovinos confinados, com quadro de diarréia sanguinolenta,
desidratacao e epistaxe, finalizando com 18 mortes.

Peixes e aves sao extremamente sensiveis, e a dose efetiva para a indugao
de hepatomas situa-se entre 10 - 30 ug/kg de AFB4 na dieta, e os suinos estao entre
as espécies mais sensiveis as micotoxinas (HUSSEIN e BRASEL, 2001). Contudo, a
sensibilidade é particularmente variavel entre os roedores, sendo que os ratos
respondem a niveis de 15 - 1.000 pg/kg de AFB4 na dieta, enquanto que certas
linhagens de camundongos n&o apresentam nenhuma resposta em doses de até
150.000 pg/kg. Para a maioria das espécies estudadas, a sensibilidade é
acentuadamente maior nos machos do que nas fémeas (OLIVEIRA e GERMANO,
1997).
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A comparagdo quantitativa da poténcia carcinogénica da AFB; entre as
espécies animais pode ser facilitada pelo calculo estatistico da dose média para a

producao de tumores (DTsp), expressa em ug/kg peso corpéreo /dia.

2.5.2 Carcinogenicidade para a Espécie Humana

O carcinoma hepatocelular (CHC) é uma das neoplasias malignas mais
comuns em todo o mundo (CARREIRO, 2004), apresentando, porém, uma
acentuada variagdo geografica no que concerne a incidéncia, com predominio em
alguns paises da Africa, Asia e ilhas do Pacifico. A incidéncia do CHC é maior nos
homens do que nas mulheres, predominantemente na faixa etaria de 30 - 50 anos.
Entre os paises com maior incidéncia, destacam-se Mocambique, Zimbabwe,
Etiopia, China (costa sudoeste) e Taiwan. Os paises com incidéncia intermediaria
sdo Swazilandia, Japao e os da parte central e sudoeste da Europa (OLIVEIRA e
GERMANO, 1997).

Aproximadamente 250.000 mortes sao causadas por CHC anualmente na
China e na Africa sub-sadrica e s&o atribuidas aos fatores de risco entre os quais as
aflatoxinas e o virus da hepatite B (HUSSEIN e BRASEL, 2001). As diferencas
extremas observadas na incidéncia do CHC entre os diversos paises sugerem o
envolvimento de fatores ambientais em sua etiologia. Dentre os fatores identificados,
0s que apresentam maior importancia sao as aflatoxinas e o virus da hepatite B
(HBV) (HARRIS, 1991).

Diversos autores tém reportado a presenga de aflatoxinas no soro e em
biopsias de figado de pacientes com céncer hepatico (OLIVEIRA e GERMANO,
1997).

HAAS (2000) pesquisou a presenga de marcadores biologicos para
aflatoxina B4, em residentes da cidade de Sao Paulo e realizou levantamento da
ocorréncia de carcinoma hepatocelular em pacientes de hospitais de Sdo Paulo e
Santa Catarina. Todas as amostras avaliadas apresentaram niveis do aduto AFB1-
Lys (aduto de AFB1-Lys por mg de albumina sérica) oscilando de 3 a 57 pg/mg, com
teor médio de 14,9 pg/mg. Estudos experimentais demonstram que a formagéo de

adutos AFB+ — DNA é diretamente proporcional a dose de AFB ingerida, e a indugao
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de tumores hepaticos em animais expostos (CHOY1, citado por OLIVEIRA e
GERMANO, 1997, p. 422)

Entretanto, a hipétese de que a ingestdo de aflatoxinas constitui fator de
risco para o CHC no homem é melhor amparada por evidéncias experimentais e
epidemiolégicas (OLIVEIRA e GERMANO, 1997). As experimentais derivam da
extrapolagdo para o homem, dos resultados obtidos em estudos de
biotransformagdo, mutagenicidade e carcinogenicidade em animais e em
preparacoes in vitro.

A Tabela 1 apresenta os resultados de alguns trabalhos, onde se demonstra
a associacgao estatistica entre a incidéncia de cancer hepatico e o grau de exposi¢ao

as aflatoxinas.

TABELA 1 - RELACAO ENTRE A INGESTAO DE AFLATOXINA B (AFBy),
EXCLUIDAS OUTRA CAUSAS, E A INCIDENCIA DE CHC, EM
PAISES DA AFRICA E ASIA

Pais Ingestdo de AFB1 Incidéncia de CHC
(ug/ kg pc / dia) (100000/ano)
Kénia 3,5 1,2
5,9 2,5
10,0 4,0
Mogambique 20,3 59
38,6 5,0
77,7 12,1
86,9 9,0
87,7 15,5
131,4 17,7
183,7 14,0
China 21,0 175,4
157,0 182,2
1232,0 288,5
3545,0 613,5

CHC: carcinoma hepatocelular
pg/kg de peso corpodreo por dia
FONTE: OLIVEIRA e GERMANO, 1997.

Em 1987 a “Agéncia Internacional para Pesquisa do Cancer" (IARC) da

Organizagao Mundial da Saude (OMS), concluiu que existiam evidéncias suficientes

! CHOY, W. N. A review of the dose — response induction of DNA adducts by aflatoxins By,
and its implications to quantitative cancer-risks assessment. Mutation Research, v. 296, p.181-98,
1993.
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para considerar a AFB4 como fator etiolégico do cancer hepatico em populagdes
humanas (OLIVEIRA e GERMANO, 1997).

Segundo OLIVEIRA e GERMANO (1997), apesar da consisténcia dos dados
apresentados na tabela 2, ndo existe, até o presente, uma caracterizagdo completa
da relagcdo dose-resposta para as aflatoxinas no homem. Isto se deve, entre outras
causas, ao fato de que, nos estudos epidemiologicos, o grau de exposigdo néo é
preciso, uma vez que foi estimado a partir dos niveis de contaminagao por AFB; na
dieta das populagdes, e ndo na dose efetivamente ingerida individualmente, tal como
ocorre em animais submetidos a experimentagao.

A comprovacgao cientifica do envolvimento das aflatoxinas na etiologia do
cancer hepatico, no homem, é dificultada pelo fato de que, em sua grande maioria,
os estudos epidemioldgicos foram realizados em areas onde a infec¢ao pelo HBV é
endémica e, também, correlacionada a incidéncia do CHC (STOLOFF, 1987).

O HBV ¢é considerado o principal fator de risco para o cancer hepatico em
certas populacdes, como a de Taiwan. Nesse pais, estudos prospectivos
demonstraram que existe uma alta incidéncia do CHC em portadores de HBV
(OLIVEIRA e GERMANO, 1997).

Existem evidéncias de que outras doengas, como a sindrome de Reye e o
kwashiorkor, também estejam associadas as aflatoxinas O kwashiokor é uma
afeccdo que mata milhdes de criangas nos paises subdesenvolvidos, e pode ser
causado por uma inadequacdo proteico-calérico da dieta. Todavia, pesquisadores
tém apresentado a hipétese de que o kwashiokor pode resultar da intoxicagao aguda
por aflatoxinas (SCUSSEL, 1998).

KOBACAS et al. (2003) pesquisaram os efeitos da aflatoxina B4 no
desenvolvimento do kwashiokor em camundongos e concluiram que deve haver
contribuicéo da aflatoxina B1 no desenvolvimento do kwashiokor.

Apesar da intensa discussao sobre este assunto, a tendéncia atual entre os
pesquisadores, de modo geral, é considerar a etiologia do cancer hepatico como
multifatorial, com uma provavel interagao sinergistica entre as aflatoxinas, atuando
como iniciadoras do processo cancerigeno, e o HBV, o qual teria um efeito promotor
sobre o desenvolvimento do tumor (OLIVEIRA e GERMANO, 1997).
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2.6 AFLATOXINAS EM ALIMENTOS

2.6.1 Ocorréncia

A exposicdo humana a micotoxinas pelo consumo de alimento contaminado
€ questdo de saude publica no mundo todo. Programas de monitoramento dos niveis
de contaminagdo de alimentos por micotoxinas sdo essenciais para estabelecer
prioridades em agdes de vigilancia sanitaria. No Brasil, as aflatoxinas sdo as unicas
micotoxinas cujos niveis maximos em alimentos estdo previstos na legislagéo. Este
limite € comparavel aos estabelecidos por outros paises e recomendado pela
Organizagdo Mundial da Saude e pela Organizagao para Alimentagcado e Agricultura
(WHO/FAO, 1998).

Niveis elevados de contaminacdo tém sido encontrados em amendoim e
derivados. Por ultrapassarem o0s niveis maximos permitidos pela legislagao
brasileira, podem significar fator de risco para a populagdo que os consome
regularmente.

A alta incidéncia de aflatoxinas em amendoim encontrada no Brasil se deve
principalmente as tradicionais praticas de colheita, secagem e armazenamento
utilizado pelos produtores. SABINO et al. (1995), mostraram que a contaminagao por
aflatoxinas em amendoim continua um problema sério no Brasil e que se deve levar
em conta além das condigdes climaticas (umidade e altas temperaturas), as praticas
de agricultura e as condi¢cdes de estocagem.

Condigdes de alta umidade e temperatura aumentam a probabilidade de
desenvolvimento do Aspergillus e de produgao de aflatoxinas, situagdo agravada no
periodo chuvoso. A biodeterioragcdo de sementes e gréos, no campo e durante o
armazenamento, limita o acondicionamento seguro e o valor nutricional desses
alimentos.

Os fungos e insetos sdo provavelmente os mais importantes organismos que
provocam deterioragcdo. Eles podem afetar cor, odor, sabor, valor nutricional, bem
como produzir micotoxinas, como as aflatoxinas.

O amendoim é um produto agricola importante para a agricultura brasileira,
porém, € muito suscetivel a contaminagéo por bolores, inclusive os toxigénicos.

Atualmente o valor do amendoim é depreciado pela presenca das aflatoxinas, em
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virtude dos danos que podem causar a saude. Segundo MORAES et al. (2003), o
cultivo desse produto ficou praticamente com os pequenos produtores, persistindo o
sistema rudimentar de plantio e colheita sendo, o Brasil frequentemente notificado
pelos paises da Unido Européia sobre problemas de contaminacdo acima dos limites
estabelecidos pela regulamentagdo n° 1525 (EUROPEAN..., 1998). Por isso,
métodos de descontaminagdo estdo sendo cada vez mais estudados a fim de
diminuir os niveis da toxina em lotes contaminados.

ZOVICO et al. (1999) realizaram, em amendoim, a separacdo dos gréaos
contaminados dos graos sadios através de equipamentos de selecdo eletrénica pela
cor, seguida ou nao por selecdo manual para avaliar a eficiéncia da selegao
eletrénica nas condicbes em que as cerealistas preparadoras brasileiras trabalham
normalmente. Avaliaram se ocorre uma efetiva descontaminagao de lotes comerciais
de amendoim "in natura" contaminados com aflatoxinas e concluiram que o processo
de selegao estudado ndo diminuiu substancialmente os niveis iniciais médios de
aflatoxinas em lotes menos contaminados.

PRADO et al. (1999) verificaram resisténcia de quatro gendtipos de
amendoim a produgédo de aflatoxina B4 por Aspergillus flavus e concluiram que é
necessario conhecer melhor as variagbes como as observadas nos genétipos VRR-
245 e 2117, em funcao da cepa de Aspergillus utilizada, do seu potencial toxigénico,
do processo de inoculacdo em si e das condicdes de cultivo e colheita.

BATISTA et al. (2002) pesquisaram formas termolisadas e vivas de
leveduras na redugao de toxicidade causada por aflatoxinas e concluiram que as
leveduras termolisadas foram incapazes de suprimir os efeitos das aflatoxinas e que,
as leveduras vivas foram capazes de reduzir os efeitos promovidos por aflatoxinas.

COSTA e SCUSSEL (2002) pesquisaram fungos toxigénicos em feijao
(Phaseolus vulgaris L.), classes preto e cores, cultivados em diferentes regides do
Estado de Santa Catarina. A média total de fungos filamentosos foi de 2,8x10° e
6,7x10% UFC/g para feijgo classe preto e cores, respectivamente Penicillium spp.,
Aspergillus spp. e Phoma spp. foram os géneros mais frequentes isolados. No feijao
classe preto, 24,6% das cepas de Aspergillus isoladas eram toxigénicas: 13,1%
eram produtoras de aflatoxinas e, 22,1% de cepas de Aspergillus isolados do feijao
classe cores, produziram micotoxinas (16,7% produziram AF e 5,4% produziram

ocratoxina).
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TANAKA (2001), analisando a microflora fungica de sementes de milho em
ambientes de armazenamento, observou que Aspergillus e Penicillium tiveram suas
incidéncias aumentadas ao longo do periodo, principalmente em ambiente nao
controlado.

GLORIA et al. (2004) analisaram a distribuicdo da contaminacdo com
aflatoxinas em amostras de milho entre quatro fragcdes. As fragbes que continham
graos ardidos, mofados, queimados e brotados continham niveis mais altos de
aflatoxinas.

PIEDADE et al. (2002) pesquisaram a distribuicdo em fragdes de milho
segregadas visualmente por defeitos e concluiram que a fragdo de graos nao sadios
contribuiu com 84% da contaminagao estimada das amostras e que a separagao dos
graos nao sadios podera favorecer uma redugdo na contaminagdo dos lotes de
milho.

O consumo de ragbes contendo farelo de amendoim, milho ou qualquer
outro alimento contaminado com a aflatoxina pode causar a morte de animais ou
diminuir seu desempenho, desenvolvimento e producdo de maneira que sé sera
percebida quando o prejuizo ja ocorreu, além de provocar cancer no figado de varias
espécies (ANDRADE, 2004).

LIPIGORNGOSON, ALl e YOSHIZAWA (2003) analisaram AFB1, By, G1 e G
em amostras de arroz da Tailandia, Paquistdo e Bangladesh utilizando os métodos
ELISA e colunas de imunoafinidade com cromatografia liquida de alta eficiéncia e,

encontraram AFB; em 25% das amostras analisadas por cromatografia liquida.

2.6.2 Legislagao

Desde a descoberta das aflatoxinas, em 1960, diversos paises adotaram
limites de tolerdncia para essas toxinas em produtos destinados ao consumo
humano. O Brasil, com base nos conhecimentos entao disponiveis, estabeleceu, em
1977, o limite de 30 pg/kg para a soma das fragbes B4 e G4 em qualquer tipo de
alimento, porém, a Portaria n°® 183 de 1996 do Ministério da Agricultura e do
Abastecimento estabelece um limite de 20 ug/ kg para Aflatoxinas B1+ B+ G+ G s e,

um limite maximo de 50ug/kg para ragéo animal. (BRASIL, 1977, 1996).
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Desconhece-se, contudo, se estes valores ainda representam ou nao risco
significativo para o desenvolvimento do cancer hepatico.

Pelas sérias implicacbes para a saude humana e animal que a presenca de
micotoxinas em grédos e outros géneros alimenticios possuem, muitos paises ja
elaboraram leis estipulando as quantidades maximas de micotoxinas permissiveis
em alimentos e ragdes. A tabela 2 apresenta os limites maximos para aflatoxinas

permitidos em alimentos para consumo humano em varios paises.

TABELA2- NIVEIS MAXIMOS PERMITIDOS PARA AFLATOXINAS EM
ALIMENTOS PARA CONSUMO HUMANO (PPB)

PAIS | NIVEL MAXIMO | ALIMENTO
Unido Européia 2 (By); 4 (total) Cereais e produtos
processados
Australia 5 (total) Todos alimentos
Brasil 20 (total) Amendoim e derivados
de milho

india 30 (total) Todos alimentos
Japéo 10 (total) Todos alimentos
Singapura 0 Todos alimentos
Africa do Sul 5 (By) Todos alimentos

10 (total)
Suécia 5 (Total) Todos alimentos
Estados Unidos 20 (total) Todos alimentos
Alemanha 2(B) Todos alimentos

4 (Total)
0,05 (Total) Alimentos infantis

FONTE: FONSECA (2004)

A maioria dos paises desenvolvidos ndo autoriza importacbes de produtos
com quantidades acima dos limites especificados. Por isso, as micotoxinas tém
também implicagdes para o comércio internacional.

No Brasil, as aflatoxinas s&o as unicas micotoxinas cujos niveis maximos em
alimentos est&o previstos na legislacéo.

O Ministério da Saude, através da Resolugdo RDC n. 274, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), de 15 de outubro de 2002, estabelece o
limite de 20ug/kg para aflatoxinas totais em amendoim, pasta de amendoim e milho,
e 0,5 e 5,0ug/l para aflatoxina M4 no leite fluido e em pé respectivamente (BRASIL,

2002). Este limite € comparavel aos estabelecidos por outros paises e recomendado
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pela Organizagdo Mundial da Saude e pela Organizagdo para Alimentagdo e
Agricultura (FONSECA, 2004).

2.6.3 Métodos de Analise

Varios métodos tém sido usados para analise de aflatoxinas, mas a analise
individual de micotoxinas € um trabalho dificil, pois sdo conhecidos mais de 300
compostos e € comum uma toxina estar presente em concentragcdes minimas em
uma matriz organica complexa. A maioria das micotoxinas é analisada por
cromatografia em camada delgada. No entanto, o alto poder de separacdo e
melhores paréametros de exatiddo e precisdo da cromatografia liquida de alta
eficiéncia tém como consequéncia um aumento do uso deste método. Os métodos
para analise quimica sao, em geral, seletivos e poucos sao realmente especificos
(SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

As aflatoxinas tém sido detectadas por técnicas fisico-quimicas e bioldgicas
(RODRIGUEZ-AMAYA, 1989). Dentre as técnicas fisico-quimicas estdo a
cromatografia (camada delgada, liquida de alta eficiéncia e gasosa) e as técnicas de
fluorodensitometria e espectrofotometria. As técnicas biolégicas incluem os
bioensaios (cultura de tecidos, animais e microorganismos) e imunoensaios
(radioimunoensaio, cromatografia de afinidade e “Enzyme Linked Immunosorbent
Assay” - ELISA) (OLIVEIRA; PRADO e JUNQUEIRA, 2000).

Os métodos imunoldgicos tém sido largamente utilizados na pesquisa das
aflatoxinas, devido a sua sensibilidade, especificidade, rapidez, simplicidade e baixo
custo. O teste ELISA detecta e amplifica a reacdo antigeno-anticorpo pela ligagcao
covalente entre enzima-anticorpo ou enzima-analito, cuja presenga é
subsequentemente determinada pela adicdo de enzima no substrato (OLIVEIRA,;
PRADO e JUNQUEIRA, 2000). Porém, a alta especificidade e seletividade do
ELISA, aliada ao fato do muitas micotoxinas possuirem estruturas quimicas afins,
podendo com isso, haver a possibilidade de ocorrer a reacao cruzada com
anticorpos produzidos para uma determinada aflatoxina, com outras micotoxinas,
que podem aparecer ao mesmo tempo, dentro do mesmo grupo (LINO, 1998).

Entre os métodos modernos de analise, a cromatografia ocupa um lugar de

destaque devido a sua facilidade em efetuar a separagao, identificacdo e
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quantificagdo das espécies, por si mesma ou em conjunto com outras técnicas
instrumentais de analise, como, por exemplo, a espectrometria de massas
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 1995).

Em todas as separag¢des cromatograficas, a amostra é transportada por uma
fase movel, que pode ser um gas, um liquido ou um fluido supercritico. Essa fase
movel é entdo forgada através de uma fase estacionaria imiscivel fixa colocada na
coluna ou em uma superficie sélida (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

Sao varios os critérios usados para a classificacdo das diferentes
modalidades de cromatografia, sendo os mais comuns relacionados a técnicas
empregadas, ao mecanismo de separacgao envolvido e aos diferentes tipos de fases
utilizadas (COLLINS; BRAGA; BONATO, 1995).

Gases ou substancias volatilizaveis podem ser separadas utilizando-se a
técnica denominada “cromatografia gasosa”, atualmente, uma das técnicas de
andlise de maior uso. E utilizada para a separacdo e quantificacdo de produtos
diversos, podendo também ser usada como técnica de identificagdo, em casos
especiais, principalmente quando acoplada a um espectrometro de massa ou outro
detector qualitativo (COLLINS; BRAGA; BONATO, 1995).

A cromatografia gasosa apresenta a necessidade de volatilizagcédo das
substancias analisadas a uma temperatura que nao as leve a uma decomposicio ou
degradacédo térmica no equipamento. Como as micotoxinas possuem um ponto de
ebulicao alto, ha uma restricdo na utilizagao direta desta técnica sem a utilizacao de
derivatizagdes quimicas prévias.

A analise de substancias ndo volatizaveis a temperaturas de trabalho da
cromatografia gasosa ou muito polares sao preferencialmente analisadas por CLAE
Varias pesquisas tém avaliado a fase normal da CLAE para analise de aflatoxinas,
porém, outras investigagbes tém usado a fase reversa da CLAE que produz maior
reprodutibilidade nas separagdes por que o sistema de solventes ndo é afetado por
mudangas ambientais (BEEBE, 1978).

Espectrémetros de massa sao disponiveis acompanhados com sistemas de
cromatografia a gas ou liquida de alta eficiéncia, permitindo a separagdo de
componentes de misturas complexas (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

Segundo SKOOG; HOLLER; NIEMAN (2002), a espectrometria de massa é

talvez a mais amplamente aplicavel de todas as ferramentas analiticas disponiveis



23

aos cientistas, tendo em vista que esta técnica é capaz de fornecer informacdes
sobre: (1) composi¢ao quantitativa e qualitativa de amostras inorganicas e organicas
em misturas complexas; (2) a estrutura de uma ampla variedade de espécies
moleculares complexas; (3) composicéo e estrutura de superficies solidas.

O uso de um espectrometro de massas acoplado ao cromatografo a gas
(CG-EM) permite a identificagdo positiva de quase todos os compostos (exceto
isdmeros), a nivel de microgramas, mas o equipamento possui um pregco bastante
elevado, o que limita sua aplicagado (COLLINS; BRAGA; BONATO, 1995).

A cromatografia em camada delgada € a mais simples e mais econdmica
das técnicas cromatograficas quando se pretende separagao rapida e identificagcao
visual. Tradicionalmente € um método de analise qualitativa, mas pode ser utilizada
como um método quantitativo de analise, utilizando-se a densitometria, que consiste
em determinar a area e a intensidade da mancha, a fluorescéncia e radioatividade,
para substancias que apresentarem estas caracteristicas (COLLINS; BRAGA,;
BONATO, 1995).

A extragdo depende das propriedades fisico-quimicas dos produtos
contaminados, devido a diversidade da natureza dos produtos que podem estar
contaminados, nao sendo apenas um método adequado para extracdo de todos os
produtos (JAIMEZ, 2000).

A eficiéncia na extracdo da micotoxina depende do bom contato interno
entre o solvente e a amostra. Muitas micotoxinas s&o facilmente soluveis em varios
solventes organicos, mas pouco soluveis em agua. A extragdo é frequentemente
aumentada pela agua, que no caso de cereais, por exemplo, “dilata e amolece” as
células, facilitando a penetragado e a extragao pelos solventes organicos (SABINO,
1995). Amostras ricas em lipidios exigem normalmente a retirada dos mesmos. Isso
pode ser feito antes, durante ou apds a extragao. Hidrocarbonetos alifaticos como o
hexano é um solvente adequado para tal (SABINO, 1995).

A selecdo de um determinado solvente extrator depende do tipo de detecgcdo
cromatografica. Muitos outros fatores, entretanto, devem ser observados tais como:
o produto vegetal, a estabilidade, as substéncias interferentes, o custo e o descarte
do residuo (ROSA, 1995).

As aflatoxinas sao soluveis em solventes levemente polares e insoluveis em

solventes completamente apolares, normalmente sdo extraidas usando-se uma
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mistura de solventes orgénicos entre os quais acetona, cloroférmio ou metanol
(JAIMEZ, 2000).

Como solventes extratores, em geral o cloroférmio e o diclorometano séo os
mais aceitos, excecao feita aos métodos imunoquimicos, que ndo sao sensiveis aos

solventes clorados.

2.6.3.1 Amostragem

O objetivo da amostragem é obter porgédo representativa do lote de graos,
com o intuito de indicar sua natureza, qualidade e tipo. Essa amostra devera ter
caracteristicas similares, em todos os aspectos, as médias do lote do qual foi
retirada, pois a quantidade de gréos a ser analisada é, em geral, muito pequena em
relacédo ao tamanho do lote que se supde representar (CASEMG, 2005).

A contaminagdo de produtos agricolas com micotoxinas n&o esta presente
de maneira uniforme no mesmo lote. Por esta razdo existe variagao na determinagao
de micotoxinas de amostras do mesmo lote, fato este que dificulta a concentragao
atual destas em um mesmo lote (PIEDADE, 2002).

Pelo fato das particulas contaminadas ndo serem distribuidas de maneira
uniforme por todo o lote, as amostras devem ser resultado de um acumulo de varias
pequenas porgdes tomadas de diferentes locais por todo o lote (BAUWIN e RYAN?,
1982; HURBURGH e BERN?, 1983 citado por WHITAKER, SLATE e JOHANSON
2005).

O procedimento para teste de micotoxinas geralmente consiste de 4 passos
conforme preconizado por WHITAKER, SLATE e JOHANSON (2005): colheita da
amostra, moagem, sub-amostragem da amostra moida e analise.

Para determinacao das aflatoxinas nos alimentos € de suma importancia a
correta colheita da amostra do substrato a ser examinado (MALLMAN; SANTURIO e
WENTZ, 1994).

2BAUWIN, G,R e H.L. RYAN. 1982. Sampling inspection and grading of grain. In: Storage of
cereal grains and their products, Vol 5 (C.M. Christensen, ed). Am Assoc.Cereal Chem., tpaul,
Minnesota , p. 115

3 HURBURGH, C.R. e C.J. BERN. 1983. Sampling corn and soybeans.1. Probing method,
Trans. Am.Soc. Agric. Engineers.
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As amostras deverdao ser tomadas aleatoriamente da quantidade total do
substrato, isto €, apds sub-amostragem de todo o lote de graos ou ragdes estas sao

misturadas e dai retirada uma amostra para analise (FONSECA, 1991).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Amostras de arroz

O arroz Orysa sativa L, € o produto maduro, limpo, sdo e seco, que
submetido a processo de beneficiamento, encontra-se desprovido de sua casca e/ou
tegumento (KAIMOTO e FERREIRA, 2001).

As amostras foram coletadas de diferentes locais do lote de arroz
beneficiado polido tipo 1, armazenado no 5° Batalhdo de Suprimento do Exército
Brasileiro, Curitiba (Pr) no periodo de fevereiro a abril de 2004.

O armazém do 5° Batalhdo de Suprimento é tipicamente um armazém
convencional, que se constitui numa unidade armazenadora de fundo plano e
compartimento Unico, adequado a estocagem de produtos, normalmente em “sacos”,
“fardos”, “caixas” e “pallets”. Como é uma unidade destinada a armazenagem de
varios artigos, o aproveitamento do espaco é feito através da divisdo do mesmo em
alas ou lotes para cada artigo ou grupo de artigo, como s&o denominados os tipos
de alimentos dentro das unidades militares. Essa destinacdo deve ser flexivel para
atender a dindmica de armazenagem rotativa.

Tendo em vista estes fatores, os espacos dentro de um armazém nao
devem ser ocupados aleatoriamente, subordinando-se, tanto quanto possivel a
algumas caracteristicas proprias passiveis de se alterar como no caso do arroz, a
umidade.

Foi utilizada a metodologia proposta por FONSECA (1991) que sugere a
utilizagao de critérios de amostragem com um expoente fracionario para os lotes, em
que, para produtos ensacados emprega-se a seguinte férmula: N= 3vn, onde N é o
numero minimo de sacos a serem amostrados e n o niumero de sacos que compde o
lote.

As amostras analiticas foram obtidas de um total de 48000 kg divididos em
10 lotes de 4800 kg, retiradas de sacos de 50 kg.
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Deste lote, foram obtidas amostras maiores do que as desejaveis para
analise, sendo entdo misturadas, moidas, homogeneizadas e subdivididas até
obtengcdo das amostras de tamanho desejadas conforme o exemplo da figura 4. Em
seguida, as amostras sofreram processo de quarteamento para tomada de amostra
analitica, que somaram um numero total de 30 amostras de 500g e foram

armazenadas a — 18° C.

FIGURA 4 - AMOSTRAGEM DE ARROZ PARA PESQUISA DE AFLATOXINA

LOTE AMOSTRA AMOSTRA
ANALITICA
(48 000 kg) 6 kg 500 g

A amostra analitica foi removida de uma grande amostra, que € o acumulo
de pequenas porgbes tomadas de diferentes locais do lote (adaptado de
WHITAKER; SLATE; JOHANSON, 2005). Posteriormente, algumas amostras foram

contaminadas com solucdes padrao das aflatoxinas para ensaios de recuperacéo.

3.1.2 Equipamentos e reagentes:

3.1.2.1 Cromatografia em camada delgada:

— Moinho marca Perten Instruments 3600
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— Balanga analitica METLER AB 204

— Liquidificador marca SKYNSEM

— Vidrarias de laboratério

— Papel de filtro plissado

— Cromatoplaca de silica gel 60, 20x20 cm, 0,25 mm de espessura , sem
indicador de fluorecéncia marca MERCK

— Microseringa de 10ul e 25ul marca HAMILTON

— Agitador de tubos tipo VORTEX

— Cémara de UV 366 A (Cromatoview) PRODICIL, com lampada de
ultravioleta de Comprimento de onda longo (365 nm).

— Banho maria

— Pipetador automatico 20 — 200 ul e 100 - 1000l

— Metanol, marca MERCK

—  Cloroférmio, marca MERCK

— Celite 545 marca SINTH

— Cloreto de potassio 4%

— Eter etilico pa, marca MERCK

— Acido trifluoroacético (TFA)

— Padrées de aflatoxinas B4, B, G1 e G, marca SIGMA ALDRICH CO
solubilizados em Tolueno, acetronitrila (98:2) preparado segundo AOAC,
17" 2000

Cromatografia liquida de alta eficiéncia:

— Sistema de cromatografia liquida MERCK — HITACHI “LA CHROM”

— Detector de fluorescéncia L 7485

— Bomba de injecédo L 7100

— Auto sampler L 7250

— Interface D 7000

— Reator p6s — coluna KOBRA CELL

— Colunas de imunoafinidade Aflatest — P marca VICAM, para fluorimetro
e HPLC.
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— Liquidificador marca SKYNSEM

— Filtro de papel plissado

— Sistema de filtragdo a vacuo

— Coluna C18

— Metanol, grau HPLC marca SINTH

— Acetonitrila, grau HPLC marca SINTH.

— Acido nitrico 65%

— Brometo de potassio marca MERCK

— Cloreto de Sdédio

— Agua destilada deionizada, e ultra puro grau HPLC.
Todos reagentes utilizados foram grau PA (para analise), com exceg¢ao dos

solventes para cromatografia liquida que foram grau HPLC.

3.2 METODOS

As amostras foram analisadas pelos métodos de cromatografia liquida de
alta precisdo (CLAE) e cromatografia em camada delgada (CCD).

As analises por cromatografia liquida de alta precisdo (CLAE) foram
realizadas nos equipamentos do Laboratorio de Alimentos (LABA) do Instituto de
Tecnologia do Parana (TECPAR), no periodo de julho a outubro de 2004.

As analises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram realizadas
no Laboratério de Inspeg¢do de Alimentos e Bromatologia do 5° Batalhdo de
Suprimentos do Exército Brasileiro, localizado na cidade de Curitiba (Pr), no periodo
de margo a junho de 2004. Este Batalhdo possui além do laboratério de analise de
alimentos, depdsito e camaras frigorificas para armazenagem da alimentagao
destinada ao consumo de militares da 5° Regido Militar do Exército, que é composta
pelos estados do Parana e Santa Catarina.

As amostras analiticas foram preparadas de acordo com o diagrama de fluxo

a seguir apresentado na figura 5.
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FIGURA 5 - DIAGRAMA DE FLUXO DE ANALISE DE AFLATOXINAS

Preparagao da amostra

Extracao e limpeza

Concentracao
Analise semi quantitativa Analise
CCD Quantitativa CLAE

CONFIRMAGAO

3.2.1 Umidade Relativa do Ar, Temperatura Ambiente e Umidade.

Foram medidas, por meio de leitura diaria, a média de umidade relativa do ar

(URA) e da temperatura média pelo termohigrdbmetro durante o periodo de
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armazenagem do produto. Neste mesmo periodo foi feito um levantamento das
condicbes de temperatura e umidade na cidade de Curitiba com dados da
SIMEPAR.

A determinagcdo de umidade da amostra foi realizada pelo método

gravimétrico (IAL, 1985), sendo o calculo realizado pela seguinte formula:
Umidade a 105°C (p/p) = (Px100) / A

Onde:
P= perda de peso.

A= peso da amostra.

3.2.2 Cromatografia por Camada Delgada

A determinacéo de aflatoxinas foi realizada segundo o método por CCD de
SOARES e RODRIGUEZ - AMAYA (1989), que se fundamenta na extragcdo de
toxinas com solvente organico (metanol) e solugao de cloreto de potassio 4% (9:1);
purificacdo do extrato por precipitagcdo com clarificante (sulfato de cobre 10%);
utilizacao de agente filtrante (celite) e particdo liquido — liquido utilizando solvente
organico (hexano) para desengorduramento, se necessario, e cloroférmio (extragao).
A quantificacdo das micotoxinas foi realizada por comparagao visual da intensidade
da fluorescéncia apresentada pela amostra em comparagao com os padrdes sob luz
UV 365 nm.

O procedimento analitico se iniciou com a pesagem de 50 g da amostra,
adicionada de 270 ml de metanol e 30 ml de KCI 4%, e agitagao por 5 minutos em
vortex, filtragdo em papel de filtro pregueado e coleta de 150 ml do filtrado.

O passo seguinte consistiu na purificagéo do extrato, realizada com a adigéo
de 150 ml de clarificante (sulfato de cobre 10 %). Adicionou-se 50 cm® de celite,
homogeinizando e aguardando 10 minutos, seguiu-se filtragdo novamente em papel
de filtro pregueado, e coletados 150 ml do filtrado. Esta aliquota, com a qual é feita a
particao liquido-liquido, foi transferida para um funil de separagdo com 150 ml de
agua deionizada, e acrescida de 10 ml de cloroférmio procedendo a uma agitagao

suave por 3 minutos. Aguardou-se 5 minutos para que as camadas se separassem.
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Recolheu-se o cloroférmio em copo béquer de 20 ml e retirou-se uma aliquota de
5ml em tubo ambar. A seguir, a operagéao foi repetida com mais 10 ml de cloroférmio.
Juntou-se a segunda aliquota de 5ml da fase de cloroférmio no mesmo tubo ambar.
Em seguida, o tubo foi levado para evaporagdo em banho Maria (40 °C, sob fluxo de
nitrogénio).

Para detecgao (“screening”) e confirmagéo, o extrato seco foi ressuspenso
em 300 ul de tolueno, solubilizado em ultrassom por 30 segundos, e a verificagao
da presenca de aflatoxinas foi feita aplicando sobre a placa de silica gel 5ul do
extrato em placa unidimensional, como mostra a figura 5. Na mesma placa, aplicou-
se o0 padrdo. O desenvolvimento da corrida foi realizado por 10 cm, em cuba
saturada, com cloroférmio: acetona (9:1), deixando a placa secar naturalmente e
visualizando sob luz UV 365 nm.

Apds observacdo, as placas dos materiais analisados com manchas
fluorescentes semelhantes ao padrdo na cor e com o mesmo deslocamento (R),
foram submetidas a confirmagao para aflatoxinas B4 e G4, tratando-se um ponto de
aplicagdo do material e do padrao com uma gota de acido trifluoroacético (TFA).
Procurou-se na placa manchas fluorescentes semelhantes aos padrodes na cor e Rf.
Nos extratos e padrdes tratados com TFA, o Rf difere aproximadamente 1/3 em
relacdo ao Rf da toxina ndo derivatizada (TECPAR, 2002)

A figura 6 apresenta um esquema de uma placa unidimensional em
cromatografia em camada delgada antes do desenvolvimento em separagao

cromatografica.
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FIGURA 6 - ESQUEMA REPRESENTATIVO DE PLACA UNIDIMENSIONAL EM
CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

11,5

cloroférmio:acetona

(9:1)

1,5

Onde:

1- ponto de aplicagdo do material

2- ponto de aplicagédo do padrao de aflatoxinas

3- ponto de aplicagdo do material + TFA

4-ponto de aplicagédo do padrao de aflatoxinas + TFA
FONTE: TECPAR, 2001

3.2.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Esta metodologia fundamenta-se na extracdo de aflatoxinas usando uma
mistura de metanol e agua isolados e concentrados por meio de uma coluna de

imunoafinidade. As aflatoxinas B4, B2, G1 e G, foram separadas por cromatografia
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liquida e fase mével agua/ acetonitrila/ metanol (3:1:1) acrescidos de 119 mg de
brometo de potassio e 350ul acido nitrico 65%, fluxo de 1,0 ml/min, usando uma
coluna RP18. Apds a separacgao, as aflatoxinas foram derivatizadas em um reator
pos-coluna eletroquimico marca KOBRACELL e examinados por detector de
fluorescéncia com Comprimentos de onda 360nm e 425 nm para B4 e B, e 455nm

(em) para G1 e G

3.2.3.1 Extracao

Para o procedimento analitico, a extracao da amostra foi realizada pesando-
se 25 g da mesma com 5 g de sal (NaCl), adicionada de 125 ml de metanol:agua
(70:30 v/v), agitando em liquidificador por 2 minutos e filtrando em filtro de papel
plissado. Em seguida, foi realizada a diluicdo do extrato pipetando-se 15 ml do
extrato filtrado adicionado de 30 ml de agua destilada, este extrato foi filtrado através

de filtro de microfibra.

3.2.3.2 Extragao de fase solida por cromatografia de afinidade

O passo seguinte, denominado de extragdo em fase sélida por cromatografia
de afinidade, foi realizado para minimizar a interferéncia de compostos co-extraidos
de alimentos onde ocorrem micotoxinas. Foi feito passando 15ml do extrato filtrado
(15=1g de amostra) completamente através de uma coluna Aflatest-P com
anticorpos especificos para aflatoxinas, sendo que, neste estagio, as aflatoxinas se
ligam aos anticorpos da coluna a um fluxo de cerca de 1-2 gotas/segundo.

A coluna foi lavada com 10 ml de agua destilada a um fluxo de cerca de 2
gotas /segundo. Em seguida, eluiu-se as aflatoxinas da coluna de afinidade pela
passagem de 1,0 ml de metanol grau HPLC, a um fluxo de cerca de 1-2
gotas/segundo coletando a seguir toda a amostra eluida em cubeta de vidro. Esta
amostra foi seca por evaporagdo em banho maria (40 °C, sob fluxo de nitrogénio).
Ao final a amostra foi injetada no equipamento de HPLC. A figura 7 apresenta o
esquema de procedimento para analise de aflatoxinas utilizando limpeza matricial

com extracdo em fase sélida com imunoafinidade.
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FIGURA 7 - PROCEDIMENTO GERAL

EXTRA(;AO DA AMOSTRA
Filtrar

DILUIGAO E FILTRAGAO
Filtrar com filtro de
microfibra

l

EXTRAGAO EM FASE SOLIDA DE
IMUNOAFINIDADE

QUANTIFICAGAO
Injetar em HPLC
Medir aflatoxina

3.2.3.3 Fase movel

Para o funcionamento em condicdées normais do equipamento de CLAE a
fase moével foi preparada com agua: acetonitrila: metanol (60:20:20 v/v/v). Desta
solugao, utilizou-se uma aliquota de 15 ml para posterior ressuspensio do extrato e
realizacao da curva de calibracdo. Apds a retirada desta aliquota, foi adicionado a
esta, 119 mg de brometo de potassio e 350 ul de acido nitrico 4M completando-se

assim a solugao de fase mével.
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3.2.3.4 Preparo de solugdes para curva de calibracao

Foram preparadas as solugdes utilizadas para curva de calibragdo. Para
obtencdo da solugcao mae, foi removida a protecao central do frasco com o padrao
sélido sem remogao das tampas originais, este procedimento tem por objetivo evitar
a disseminagao de particulas de toxinas. A seguir, foi injetado no frasco, solvente
(tolueno/acetonitrila 9:1) e solubilizados em agitador de tubos.

O volume obtido no frasco foi transferido para baldo volumétrico ambar,
completando-se o volume (100ml) com solvente. Foi obtida a partir deste
procedimento, solugdo mae com 10 ppm aproximadamente e estocadas em freezer.
Cada solugao de aflatoxina foi diluida para a concentragdo de 1 ppm e medida essa
concentracao pela Absortividade molar (£) maxima.

As solugbes foram submetidas a espectrofotometria de ultravioleta em
comprimento de onda de 350 nm. A determinagéo das concentragdes individuais das
aflatoxinas nesta solugdo de trabalho, foi feita de acordo com as absorbancias
obtidas e o0s solventes empregados utilizando a metodologia prevista pela
"Association of Official Analytical Chemists” (AOAC, 2000), 971.22c, que emprega a

seguinte formula:

pg aflatoxina/ ml = A X PM x 1000

€

Onde:
A: Absorbancia obtida,
PM: Peso molecular,

¢ Absortividade molar

Os valores usados para o calculo das aflatoxinas, estdo na tabela 3
TABELA 3 - VALORES DE PESO MOLECULAR E ABSORTIVIDADE MOLAR DE
AFLATOXINAS

Aflatoxina | Solvente | PM | £
B, tolueno/acetonitrila (9:1) 312 19300
B, tolueno/acetonitrila (9:1) 314 21000
G, tolueno/acetonitrila (9:1) 328 16400
G, tolueno/acetonitrila (9:1) 330 18300

PM: peso molecular

€ : absortividade molar
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As concentragbes obtidas de solugdo mae e trabalho estdo listados na
tabela 4.

TABELA 4 — CONCENTRACAO DE SOLUCAO MAE E SOLUGOES TRABALHO
OBTIDAS

AFLATOXINA SOLUGAO MAE SOLUGAO TRABALHO
pg/mi pg/mi
B4 11,40 1,8
B, 11,56 1,7
G, 11,90 1,3
G, 11,05 1,1

Estas solugdes foram pipetadas como listado na tabela 4 para um frasco
volumétrico de 5 ml, em seguida, evaporadas em fluxo de nitrogénio e redissolvidas
na fase moével.

TABELA 4 - PREPARO DE SOLUCOES PARA CURVA DE CALIBRACAO

AFLATOXINAS | CONCENTRACAO | VOLUME PARA 10 PPB
B1 1,52ug/l 33yl
B2 1,49ug/! 33yl
G1 1,54ug/l 32ul
G2 1,48ug/l 34yl

A seguir, foi completado ao frasco volumétrico com fase movel e uma série

de dilui¢des foi realizada para obtenc¢ao da curva padrao, de acordo com a tabela 5.

TABELA 5- ALIQUOTAS DE FASE MOVEL, SOLUQAO DILUIDA E
CONCENTRA(}AO OBTIDA PARA CLAE
ALIQUOTA DE SOLUGAO | ALIQUOTA DE FASE MOVEL | CONCENTRAGAO OBTIDA

DILUIDA
750pl 750pl 5 ppb
450l 1050pl 3 ppb
150ul 1350pl 1ppb
75ul 1425, 0,5 ppb
15y 1485yl 0,1 ppb

3.2.3.5 Derivatizacao de aflatoxinas B1e G+

A derivatizagao consiste em transformar a substancia de interesse em um

derivado com caracteristicas adequadas para serem analisadas. Também pode ser
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usada para a introdugcdo de grupos especificos no sentido de aumentar a sua
detectabilidade (COLLINS; BRAGA; BONATO, 1995).

A deteccdo em pequenas quantidades da aflatoxinas em amostras por CLAE
requer a derivatizacao das aflatoxinas By e G4 para aumentar a fluorescéncia natural
sob luz UV e facilitar a sua deteccao. Segundo JAIMEZ et al. (2000) a utilizagado de
solventes como metanol / agua ou acetonitrila / agua, diminuem a fluorescéncia das
aflatoxinas B4 e G4 e diferentes procedimentos para derivatizagdo tém sido usados,
entre eles o uso de &cidos fortes como o acido trifluoroacético (TFA) e oxidantes
como as cloraminas, iodo e bromo.

REIF e METZGER (1995) relatam que a deteccdo com derivatizagdo pos-
coluna com iodo possui duas desvantagens: necessita-se de duas bombas HPLC e
demonstra uma instabilidade da solugéo de iodo. Para a derivatizagdo pré-coluna
com TFA, estes autores relatam ser um agente com reprodutibilidade fraca e de
dificil automacéao.

Neste trabalho, foi realizada uma derivatizacdo pds-coluna com bromo
molecular eletroquimicamente gerado em um reator pds-coluna (KOBRACELL),
resultando no aumento da fluorescéncia. Segundo REIF e METZGER (1995) a
sensibilidade do método aumenta consideravelmente com o uso desta célula
eletroquimica. A KOBRA®Cell (R-BIOPHARM RHONE LTD, 2004), gera o agente de
derivatizagcdo, bromo, do brometo de potassio presente na fase moével. A
derivatizagdo das aflatoxinas ocorre rapidamente na temperatura ambiente (Figura
8)

FIGURA 8 - DERIVATIZACAO DE AFLATOXINA By E G; UTILIZANDO

KOBRACELL.
o o o o
Lol =]
H . H
* Bir,
o7 i e o Br o o o
AFLATOXIM B,
i o o =]
< ]
H o "
* Br,
o H (=] o/ B o o 0/
H
AFLATOXIM &,

FONTE: R-BIOPHARM RHONE LTD, 2004.
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3.2.3.6 Testes de recuperagao e quantificacao

Foram contaminadas amostras com solugdes padrdo para avaliacdo da
determinacao da exatiddo do método, que é indicada pela diferenca entre o valor
obtido e o valor real do analito da matriz (EURACHEM..., 1998), determinada como
coeficiente de recuperagcdo e expressa em percentagem. Para o estabelecimento
dos coeficientes de recuperacdo e limite de quantificagdo, solucbes padrdo de
aflatoxinas B4 B, G1 e G, foram adicionadas as amostras e apds a evaporagédo de
solventes dos padrbes as amostras foram submetidas as metodologias analiticas.

Com base no multimétodo de camada delgada, proposto por SOARES e
RODRIGUEZ - AMAYA (1989), foram testadas a recuperagao em 3 niveis com 3; 5 e
10ug/kg em triplicata e limite de quantificacdo de 3ug/kg para AFB4, B2, G1e Gy,

Para o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia, os testes de
recuperacao foram feitos utilizando-se os niveis de 3 e 5 ug/kg e testados os limites

de quantificagéo de 0,5ug/kg.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41TEOR DE UMIDADE DOS GRAOS, UMIDADE RELATIVA DO AR E
TEMPERATURA DE ARMAZENAGEM EM GRAUS CELSIUS.

Muitos fatores devem ser levados em consideragdo na producado de arroz,
Entre estes incluem: a colheita, métodos e duracdo de secagem e armazenagem
(KAIMOTO e FERREIRA, 2001).

Entre os fatores fisicos que afetam a conservacao dos graos armazenados,
pode-se citar o teor de umidade dos graos, a umidade relativa do ar e a temperatura
de armazenagem. A presenca e a magnitude da contaminagdo dos alimentos por
aflatoxinas variam em fungédo de fatores geograficos e estacionais e também das
condicbes em que se cultiva, colhe e armazena os produtos agricolas. Os cultivos
em zonas tropicais e subtropicais sdo mais propensos a contaminagéo do que as
regides temperadas, pois as condi¢gdes 6timas para a producao de toxinas imperam
nas zonas de umidade e temperaturas elevadas (MALLMAN; SANTURIO e WENTZ,
1994).

O armazenamento é uma das principais etapas na cadeia de produgao de
graos. E um assunto de grande complexidade devido ao fato de ser multidisciplinar e
de envolver uma gama muito grande de operagdes, equipamentos e estruturas.

O armazenamento de graos em sacos, Nnos armazéns convencionais, €
pratica dominante no Brasil. Os grdos estocados em sacos, nestes tipos de
armazéns, ficam sujeitos as variagdes ambientais e, em regides umidas, a qualidade
do produto sofre grandes prejuizos pela agdo de fungos. E importante conhecer
todos os aspectos que influenciam a qualidade dos produtos armazenados.

Se o local de armazenagem for inadequado, ha uma tendéncia de
reumidecimento da semente mesmo ela estando seca em torno de 13% (EMBRAPA,
2005).

Segundo PEREIRA, CARVALHO e PRADO (2002) a umidade do substrato e
a umidade relativa constituem pontos criticos na produgao da aflatoxinas. DIENER e
DAVIS (1966) relatam que a produgdo maxima de aflatoxinas, em grao de cereal,

ocorre em umidade de 25% a 30°C.
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Estas determinacdes foram realizadas na recepcao das amostras, durante o
seu armazenamento e apos a coleta das mesmas para analise.

O resultado da determinacido de umidade é mostrado na tabela 6

TABELA 6 - TEOR DE UMIDADE DO ARROZ ANALISADO

AMOSTRA | TEORDE UMIDADE* | UMIDADE PERMITIDA* | S | CV(%)
Arroz beneficiado 12,32% 14% 0,52 4,22
polido tipo |

S = desvio padrao

CV = coeficiente de variagao

* valor médio das determinagdes

**valor de umidade maxima permitida pela legislagao vigente

O teor de umidade do arroz foi de 12,32 + 0,52. Segundo PEREIRA,
CARVALHO e PRADO (2002) a populagao fungica do arroz naturalmente
contaminado e com umidade de 13% diminuiu significativamente durante a
estocagem. A umidade do grdo é também influenciada pelas condigdes climaticas,
entre elas, umidade relativa do ar (URA) e temperatura do ambiente. As figuras 9 e
10 e tabelas 7 e 8 mostram respectivamente os valores médios de umidade relativa
do ar e temperatura registrados no armazém durante periodo de estocagem das
amostras. As figuras 11 e 12 e as tabelas 9 e 10 apresentam os valores médios de
temperatura e umidade relativa do ar na cidade de Curitiba - Pr. A umidade relativa
do ar média dentro do armazém apresentou-se acima da média apresentada para a
cidade de Curitiba no mesmo periodo. Com relagdo a temperatura, estas

apresentaram parametros idénticos em suas médias.
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FIGURA 9 - TEOR DE UMIDADE RELATIVA DO AR DURANTE OS MESES DE
ESTOCAGEM DO ARROZ

TEOR DE UMIDADE RELATIVA DO AR %

——dez/03
——jan/04
fev/04

FIGURA 10 - TEMPERATURA MEDIA OBTIDA DURANTE OS MESES DE
ESTOCAGEM DO ARROZ

TEMPERATURA MEDIA DE ESTOCAGEM °C

——dez/03
—jan/04
fev/04
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TABELA 7 - TEOR DE UMIDADE RELATIVA DO AR NO ARMAZEM ENTRE 0OS
MESES DE DEZEMBRO E FEVEREIRO
URA * S CV %

75,3 % 8,49 11,27 %
S= desvio padrao
CV= coeficiente de variagéo
* Valor médio obtido nas leituras realizadas

TABELA 8 - TEMPERATURA MEDIA OBTIDA NO ARMAZEM.

TEMPERATURA ° Cx | S | CV %
23,09°C 2,96 12,8 %
S = desvio padrao
CV = coeficiente de variagéo
* Valor médio das leituras realizadas

TABELA 9 - TEOR DE UMIDADE RELATIVA DO AR EM CURITIBA
URA = S CV %

65,99 % 10,79 16,35

S= desvio padrao
CV= coeficiente de variagao
* Valor médio das leituras realizadas entre dezembro de 2003 a janeiro de 2004

FIGURA 11 - TEOR DE UMIDADE RELATIVA DO AR NA CIDADE DE CURITIBA-PR
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FIGURA 12 - TEMPERATURA MEDIA NA CIDADE DE CURITIBA - PR
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TABELA 10 - TEMPERATURA MEDIA EM CURITIBA ENTRE OS MESES DE
DEZEMBRO DE 2003 A FEVEREIRO

TEMPERATURA ° Cx | S | CV %
23,1°C 2,96 12,81
S = desvio padrao
CV = coeficiente de variagédo
* Valor médio das leituras realizadas entre dezembro de 2003 a fevereirob de 2004

Os processos utilizados para tomada de amostras de um grande lote sé&o
extremamente importantes (WHITAKER; SLATE; JOHANSON, 2005), isto porque as
particulas contaminadas n&o sao distribuidas de forma homogénea pér todo o lote.

Dentre as amostras analisadas, nenhuma apresentou teor médio de
umidade acima dos limites permitidos em legislagdo, devendo-se levar em conta que
amostras que apresentem valores acima das previstas legalmente sido rejeitadas
pelo Exército por forga do regulamento, ndo sendo, portanto adquiridas. Nenhuma
amostra analisada apresentou limites acima dos descritos em literatura como sendo
ideais para o desenvolvimento de fungos.

Quanto as meédias obtidas de umidade relativa do ar (URA) e de temperatura
ambiente do armazém, estas demonstraram niveis inferiores aos ideais tanto para o
desenvolvimento dos fungos Aspergillus e Penicillium (URA acima de 75% e
temperatura entre 23-26°C) quanto para a producéo de aflatoxina propriamente dita

(URA acima de 85% e temperatura em torno de 27° C), mesmo sendo as amostras
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coletadas e armazenadas na estacdo considerada chuvosa em meses onde
normalmente ha alta umidade relativa do ar e temperatura.

Os alimentos estocados pelo Exército, passam por processo de controle de
qualidade, realizado pelo Laboratério de Inspecdo de Alimentos e Bromatologia
(LIAB), onde, sédo reprovados para fins de aquisicdo, alimentos com teores de
umidade acima dos previsto por legislagdo, sendo no caso do grao de arroz, fator
predisponente para a contaminacéo por fungos toxigénicos. Aliado a estes fatores,
nao houve durante o periodo de realizagcdo do experimento, longos periodos de
estocagem no armazém do 5° Batalhdo de Suprimento. De acordo com descrigdes
em literatura para as condicdes gerais da amostra neste experimento, seria
esperado como resultado neste trabalho, baixos niveis de incidéncia de aflatoxinas.

O monitoramento e a manutencao de limites seguros desses parametros
asseguram a conservacgao dos graos armazenados, bem como, a qualidade dos
mesmos, no que se refere a contaminagao do produto por aflatoxinas. Como o arroz
é colhido com umidade elevada, o processo de secagem dos graos deve ser feito de
maneira rapida e eficiente antes da armazenagem. Para o armazenamento, além de
graos secos, as sacarias devem ser mantidas com boa ventilagéo e isentos da agao
de insetos, que favorecem a disseminagao de fungos e formagéo de bolsas de calor
durante o armazenamento.

Os fungos fazem parte das principais causas de deterioracdo de graos
armazenados. Segundo PITTET (1998), ndo existem duvidas de que altas
concentracdes de aflatoxinas em alimentos estdo associadas ao crescimento de
fungos Aspergillus (pés-colheita), em alimentos mal armazenados.

Além dos problemas relativos a saude, deve-se levar em conta o impacto
negativo para as exportagdes brasileiras tendo em vista os diferentes limites legais
adotados por diversos paises, em particular os europeus. Citando como exemplo, a
Unido Européia, que adotou limites de 4ppb para o somatério das quatro aflatoxinas,
e, 2ppb para Aflatoxina B4, enquanto que no Brasil, os limites adotados sédo de 20
ppb para todas as aflatoxinas (BRASIL, 1996; EUROPEAN...,1998).
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4.2 LIMITES DE QUANTIFICACAO E RECUPERAGAO EM CCD

Utilizando o método proposto por SOARES e RODRIGUEZ-AMAYA (1989),
o limite de quantificagdo para arroz obtido foi de 3ug/kg para AFB4, By G1 e Gy,
SOARES e RODRIGUEZ-AMAYA obtiveram para aflatoxina B¢ 4ug/kg. Limite de
quantificagao é definido, segundo os autores, como a mais baixa concentragao que
pode ser quantificada com reprodutibilidade.

FURLONG et al. (1999) obtiveram limites de quantificacao de 2,5 ug/kg para
aflatoxina B4 em arroz branco. O mesmo limite de quantificacdo foi encontrado para
as aflatoxinas por NUNES et al. (2003).

SIMIONATO; ASTRA e SYLOS (2003) encontraram limites de quantificagao
de 1ug/kg para aflatoxinas B+, B, e G, e 3ug/kg para G4 em arroz polido.

A tabela 11 mostra os limites de quantificagdo obtidos para aflatoxinas

utilizando o método proposto.

TABELA 11 - LIMITE DE QUANTIFICACAO OBTIDO PARA AFLATOXINAS (uG/KG)
LIMITE DE QUANTIFICACAO

Aflatoxina B4 3
Aflatoxina B, 3
Aflatoxina G, 3
Aflatoxina G, 3

A determinacdo dos niveis de recuperacdo foi realizada com amostras
contaminadas artificialmente com 3; 5 e 10 ug/kg com as quatro aflatoxinas.

Para AFB,, as taxas médias obtidas foram de 86,8 a 99,7%; para AFB,, 93 a
107% e para AFG1 e AFG; as taxas médias obtidas foram de respectivamente 81 a
99,5% e 80 a 95,7%.

SOARES e RODRIGUEZ-AMAYA (1989) obtiveram limites de recuperacao e
coeficiente de variagdo entre 91-101% e 0-16% respectivamente para AFB4. Deve-
se considerar que em analise de tragcos, ou seja, ug/kg como € o caso das
aflatoxinas, nivel de recuperagao entre 70 a 120% sao aceitos, portanto os niveis
obtidos estdo dentro dos limites aceitaveis e os coeficientes de variacdo dentro do
esperado, sendo considerados adequados para o monitoramento da contaminacao

de amostras.
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Em todas as amostras contaminadas artificialmente, foram detectadas
aflatoxinas. A tabela 12 apresenta os niveis de recuperacao obtidos para as quatro

aflatoxinas.

TABELA 12 - TAXA DE RECUPERACAO DE AFLATOXINAS POR CCD

AFLATOXINA | QUANTIDADE | *QUANTIDADE | *RECUPERACAO S cv
ADICIONADA | RECUPERADA (%) (%)
(ng/kg) (ng/Kg)
B, 3 2,8 96,0 13,38 13,89
5 4.6 86,8 18,6 21,46
10 9,9 99,7 15,75 15,78
B, 3 3,2 107,0 14,69 13,73
5 4.6 93,0 17,23 18,53
10 10,3 103,0 28,19 27,17
Gy 3 2,6 89,5 24,41 27,2
5 3,9 78,0 18,92 24,25
10 8,1 81,0 19,91 24,58
G, 3 2,8 95,7 14,84 15,49
5 3,8 76,8 20,12 26,19
10 8 80,0 21,5 26,79

S = Desvio padrdao da média das recuperagdes
CV = Coeficiente de variagao
* Valor médioemn 5

FURLONG et al. (1999), realizando levantamento de aflatoxinas, ocratoxinas
e zearalenona, encontraram média de recuperagcéo de 84% para aflatoxina B4 em
arroz branco.

SIMIONATO; ASTRA e SYLOS (2003). Encontraram taxa de recuperagao de
93,3%; 103,0% e 104,1 em amostras contaminadas com respectivamente 3; 10 e 20
ug/kg para aflatoxina B1 isoladamente e, quando realizadas com as aflatoxinas Bs,
B,, Gy e G, encontraram taxas inferiores, principalmente com amostras
contaminadas com 10 ng/kg.

FURLONG et al. (1999) afirmam que os reagentes e os procedimentos do
analista também influenciam os resultados e precisam estar considerados quando se
pretende implantar uma rotina de avaliacao de ocorréncia de micotoxinas.

Segundo SOARES e RODRIGUES-AMAYA (1989), deve ser reconhecido
que o analito adicionado a um substrato ndo se comporta da mesma maneira que o

endogeno.
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4.3 OCORRENCIA DE AFLATOXINAS POR CCD

Do total de 30 amostras analisadas em duplicata, ndao foi verificada em
nenhuma a presenga de aflatoxinas. Este indice estd de acordo com outros
trabalhos que demonstraram pouca ou nenhuma ocorréncia em amostras de arroz.

SILVA et al. (2003) pesquisaram aflatoxinas em alimentos comercializados
no Distrito Federal utilizando o método recomendado pelo Instituto Adolfo Lutz e o
procedimento descrito por Soares e Rodriguez — Amaya. Analisaram entre outros
alimentos, 19 amostras de arroz e produtos de arroz e ndo encontraram amostras
positivas.

NUNES et al. (2003), pesquisando arroz comercializado na regido Sul do
Brasil, também n&o encontraram a presenca das micotoxinas em arroz branco.

FURLONG et al. (1999) utilizando a mesma técnica, pesquisaram aflatoxinas
em 15 amostras de arroz branco e ndo verificaram a presenga em nenhuma
amostra, o mesmo resultado foi obtido por PRADO et al. (1989) e COELHO et al.
(2001).

SIMIONATO et al. (2003) pesquisaram a ocorréncia de aflatoxinas em 68
amostras de arroz polido, parboilizado e integral; encontraram duas amostras
contaminadas com aflatoxinas B4 com respectivamente 8,6 e 6,2 ug/kg.

O método SOARES e RODRIGUEZ-AMAYA (1989) necessitou de um tempo
maior de analise em relagdo a cromatografia liquida, devido ao tempo de aplicagéo
da amostra e desenvolvimento da corrida cromatografica, no entanto, o baixo custo,
a necessidade de equipamentos simples e a facilidade de operagéao viabilizaram as
analises. O cromatograma ndo apresentou interferéncias, o extrato obtido permitiu a
quantificagao, ndo havendo necessidade de nova extragao, pois durante o processo
de limpeza, foi obtido um extrato claro e limpido.

Segundo COLLINS; BRAGA e BONATO (1995) a CCD é a mais simples e a
mais econémica das técnicas cromatograficas quando se pretende separagao rapida

e identificac&o visual.
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4.4 LINEARIDADE E CURVA DE CALIBRACAO OBTIDAS PARA CLAE

As técnicas analiticas conhecidas como instrumentais necessitam medir
alguma propriedade fisico-quimica da amostra para correlaciona-la com sua
composigao, no caso dos métodos cromatograficos, a area ou altura de picos
cromatograficos. A avaliagcdo da linearidade da resposta €, na verdade, a avaliagao
da habilidade do sistema de deteccdo em apresentar resultados proporcionais a
concentracdo do analito (EURACHEM..., 1998). As curvas de calibragédo
correlacionam a area dos picos cromatograficos com a massa de substancia eluida
que chega ao detector, ela representa a relagdo entre a resposta do instrumento e a
concentragao conhecida do analito (BRASIL, 2003). A curva obtida com esses dados
deve ser uma reta que passe pela origem. As analises serdo baseadas nesta curva
(SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

Recomenda-se que a linearidade seja determinada pela andlise de, no
minimo, 5 concentracdes diferentes, e que, o critério minimo aceitavel do coeficiente
de correlagéo (r) deve ser = 0,99 (BRASIL, 2003).

A figura 13 apresenta dois graficos de curva de calibragao obtidos, onde se

verifica para AFB1 e AFG 4, a linearidade na faixa de 0,2 a 5 ppb
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4.5 LIMITE DE QUANTIFICAGCAO E RECUPERAGAO POR CLAE

Utilizando o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia, o limite de
quantificagdo foi de 0,5ug/kg para cada aflatoxina. LIPIGORNGOSON; ALl e
YOSHIZAWA, (2003) encontraram um limite de “deteccdo” de 0,1 pg/kg para arroz
beneficiado poilido, STROKA et al.* (2000) citados por LIPIGORNGOSON ALl e
YOSHIZAWA encontraram o mesmo limite, os mesmos autores citaram
TRUCKSESS et al.’> (1991) e URANO et al.® (1993), com limites de 5 e 0,5ug/kg
respectivamente.

Limite de deteccéo é definido como o menor teor de um composto que pode
ser detectado, mas nao quantificado, podendo ser estimado em 1/5 do valor obtido
para limite de quantificacao.

A determinacdo dos niveis de recuperagdo foi realizada com amostras
contaminadas artificialmente com 3 e 5 ug/kg com as quatro aflatoxinas. Para AFBy,
as taxas médias obtidas foram de 95,33 a 99,66%; para AFB,, 92,8 a 112,2% e para
AFG4 e AFG;, as taxas médias obtidas foram de respectivamente 91 a 99,13% e
81,63 a 86,46%.

Quanto aos coeficientes de recuperagao obtidos, as amostras contaminadas
com 5ug/kg apresentaram maior homogeneidade ao ser observado que as amostras
contaminadas artificialmente com 3 pg/kg apresentaram coeficientes de variagao
acima das amostras contaminadas com 5ug/kg. Segundo GIL (1987), muitas
caracteristicas biolégicas apresentam coeficientes de variagao na faixa de 5 a 50%.

Estes dados sdo apresentados na tabela 13.

* STROKA, J. et al. J.LAOAC int., 83,320-340 (2000)
> TRUCKSESS, M. W. et al. J. Assoc. off. Anal. Chem, 74, 81-88 (1991)
® URANO, T., TRUCKSESS, M. W., PAGE, S.W., J. Agric. Food Chem., 41, 1982-1985
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TABELA 13- TAXA DE RECUPERAQAO DE AFLATOXINAS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
AFLATOXINA | QUANTIDADE | QUANTIDADE | RECUPERACAO (%) S CcV
ADICIONADA | RECUPERADA
(Mg/Kg) (Mg/Kg)
B, 3 2,85 95,33 20,55 21,55%
5 4,98 99,66 10,59  10,62%
B, 3 3,36 112,2 2911  25,94%
5 4,64 92,8 11,32 12,19%
G4 3 2,97 99,13 17,32 19,03%
5 4,55 91 17,20  17,35%
G, 3 2,44 81,63 14,30  17,51%
5 4,32 86,46 12,79  14,79%

S =Desvio padrao

CV= Coeficiente de variagao

LIPIGORNGOSON e YOSHIZAWA (2003) utilizando o método cromatografia

liquida / colunas de imunoafinidade obtiveram limites de recuperagéo de 95,101,112

e 110% para amostras contaminadas com 0,2 ug/kg e 82, 79, 89 e 83% em

amostras com contaminacao de 0,5ug/kg respectivamente.para AFB1, AFB;, AFGy,

AFG; A figura 14 mostra o cromatograma com amostra artificialmente contaminada.

FIGURA 14 - CROMATOGRAMA DE AMOSTRA CONTAMINADA ARTIFICIALMENTE
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4.6 OCORRENCIA DE AFLATOXINAS POR CLAE

A tabela 14 apresenta os resultados obtidos apds anadlise. De um total de 26
amostras analisadas, 6 (23,07%) apresentaram positividade para aflatoxina B4 com
niveis variando entre 0,54 a 2,04 ug/kg e 1 (3,84%) apresentou presenca de
aflatoxina B, sendo que, nenhum atingiu o limite acima do recomendado pela

legislacao do Mercosul (20ug/Kg) e Brasil.

TABELA 14 - INCIDENCIA DE AFLATOXINAS EM ARROZ PELO METODO DE
CROMATOGRAFIA LIQUIDA

Amostra AFB; AFB,

n° concentragdo (ng/g)

01 0,564

07 0,585

15 0,547

16 0,603

21 1,841 1,845
22 2,04

A figura 15 mostra o cromatograma de uma das amostras em que se

detectou a contaminagao natural de aflatoxina B1. A concentragdo encontrada foi de
0,547(ng/qg).
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FIGURA 15 - CROMATOGRAMA DE CONTAMINAGCAO NATURAL EM ARROZ

POR AFLATOXINA B4
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Segundo BEEBE (1978), as vantagens do método de cromatografia liquida
sdo velocidade, precisao, sensibilidade, seletividade e a confirmacdo quimica
imediata de AFB, e AFG;.

LIPIGORNGOSON; ALl e YOSHIZAWA (2003) utilizando o meétodo de
colunas de imunoafinidade-cromatografia liquida para pesquisa de aflatoxinas em
arroz, detectaram a presenca de AFB4 em 25% das amostras com concentragbes
variando entre 0,1-0,3ug/kg. Segundo os mesmos autores, a contaminagao por
aflatoxinas em arroz polido no Japdo foi resultado da importacdo do produto,
particularmente de paises de clima tropical.

No Japédo, os estudos sobre micologia e contaminagédo por aflatoxinas em
arroz tém sido conduzidos desde aproximadamente 1957, no entanto, dados
acurados usando métodos sensiveis, entre os quais CLAE ainda nao foram
avaliados (LIPIGORNGOSON; ALl e YOSHIZAWA, 2003).

DILKIN et al. (2004) analisaram os niveis de aflatoxinas em arroz com o

objetivo de investigar as mesmas na alimentagao humana. Utilizaram a técnica de
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cromatografia liquida de alta eficiéncia com derivatizagado com &cido trifluoroacético
e detector de fluorescéncia. Das 187 amostras analisadas, 26 (13,9%) apresentaram
positividade para aflatoxinas, com meédia de 7,02 pg/kg, sendo que, em uma
amostra, os niveis ficaram acima do recomendado pelo Mercosul (20 ug/kg).

Segundo GALVANO et al. (2005), entre os cereais, o milho € o mais
frequentemente contaminado por aflatoxinas, ao passo que o sorgo, arroz, cevada e
trigo sdo menos susceptiveis.

O método de cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando colunas de
imunoafinidade e derivatizagdo com o reator pés-coluna KOBRACELL, apresentou
algumas vantagens: alta reprodutibilidade, boa recuperacéo, dispensou o uso de
reagentes agressivos ou instaveis como o acido trifluoroacético ou iodo e rapida

derivatizagao.
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5 CONCLUSOES

Os resultados médios de umidade relativa do ar e de umidade dos graos
obtidos ao longo dos meses dentro do armazém do Exército estiveram abaixo dos
teores descritos em literatura como favoraveis ao desenvolvimento de aflatoxinas, o
que demonstra que o controle desses fatores € um método efetivo para inibir o
desenvolvimento de fungos toxigénicos.

A baixa incidéncia de aflatoxinas no total de amostras analisadas pode ser
explicada pelos fatores acima, que impediram o desenvolvimento de fungos
produtores de aflatoxinas, bem como, pelas caracteristicas proprias da amostra.

O método de SOARES e RODRIGUES-AMAYA demonstrou ser de baixo
custo, rapido e adequado para analise de rotina com numero elevado de amostras.
O extrato final obtido da limpeza da amostra foi limpido e claro, apresentando um
resultado sem interferentes.

Os resultados obtidos para AFB41 e AFB,, por CLAE indicam a aplicabilidade
do método para a determinacao de baixos niveis de contaminacdo por Aflatoxinas
em arroz.

Os limites encontrados de aflatoxinas B4 por cromatografia liquida estiveram
abaixo do limite previsto pela legislagdo brasileira, porém, como ja foi citado
anteriormente, ndo se tem conhecimento se estes valores representam ou nao risco
significativo para o desenvolvimento do cancer hepatico.

Convém salientar, que estes resultados se referem a uma amostra regional,
o Exército Brasileiro possui outros Batalhdes e/ou Depdsitos de Suprimentos em
todas as regides do Brasil onde se armazenam grandes quantidades de alimentos
para consumo interno, em que, as condi¢des climaticas, de transporte e
armazenagem variam entre as diferentes regides.

Por esta razao, o controle dos niveis de aflatoxinas nos alimentos em outras
regides do pais, seria util ndo s6 aos militares do Exercito Brasileiro, como aos
orgaos governamentais, fornecendo subsidios para agdes de controle.

Apesar dos baixos niveis encontrados nesta pesquisa, a presenga de
micotoxinas em alimentos € um risco a salude humana e animal, sendo necessarias
medidas de controle em todos os niveis da cadeia alimentar, pelos riscos do efeito

crénico da contaminacao.
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Baseados nesses dados, o estabelecimento de limites maximos de
aflatoxinas em acordo com os niveis internacionais, seria um passo importante para
o Brasil, no sentido de que, em um futuro proximo o pais nao sofra prejuizos

comerciais por conta de barreiras sanitarias imposta pelos paises importadores.
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APENDICE 1 - REGISTRO DE ENSAIOS/RESULTADOS DO LIAB - MICOTOXINAS
POR CCD - QUANTIFICACAO
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LIAB |REGISTRO DE ENSAIOS/RESULTADOS
MICOTOXINAS POR CCD - QUANTIFICAGAO

Analise: Especial Data: 18/10/2004

Material:arroz beneficiado polido _ peso inicial (g):___ 50g

Clarificante:_Sulfato de Cobre 10% e celite
Reagentes utilizados _: Solucdo padrao de Aflatoxina B1, B2, G1 e G2

Marca Sigma Aldrich

QUANTIFICAGAO :
Volume do extrato ressuspendido (ul): 300 pl
Conc. Padrées (pg/ml): B1_1.45,B2.1,49, G1.1,54, G2 1,48,

Cromatografia: unidimensional X bidimensional
Calculos :

Hg/kg=S xY xV  S= pl da sol. Padréo da toxina com intensidade de fluorescéncia igual

ao do XxW Y = concentragdo da solugao padrdo de toxina em pg/mi
V = volume de diluicdo de extrato final do material
X =yl da solugdo do material com intensidade dme fluorescéncia igual
a do padrao
W = peso em gramas do material contido no extrato final

RESULTADOS

Mg/Kg B4, N&o detectada, B,, Nao detectada Gi1, Nao detectada

detectada
Técnicos : Cap Vet Jader, Cap Vet Patricia, Ten Farm Flavia

Gz

Nao
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APENDICE 2 - REGISTRO DE TEMPERATURA E UMIDADE RELATIVA DO AR/ 5°
BATALHAO DE SUPRIMENTO
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REGISTRO DE TEMPERATURA E UMIDADE RELATIVA DO AR/ 5° BATALHAO

DE SUPRIMENTO

MES: DEZEMBRO 2003 - 5° BATALHAO DE SUPRIMENTO

DIA TEMP °C UMIDADE RELATIVA DO
AR %

01 17,6 66
02 25 79
03 28,2 60
04 23,1 71

05 26,2 80
06 25 76
07 21 -

08 21,6 88
09 22,9 77
10 22,3 67
11 27,7 81

12 22,8 66
13 22,1 75
14 25,4 -

15 29,1 85
16 23,4 89
17 17 90
18 18,7 88
19 19,3 65
20 22,3 80
21 20,9 -

22 27,1 71,9
23 19,8 68
24 19,8 73,9
25 19,7 68
26 20,3 67
27 21,6 -

28 26,4 -

29 25,9 75
30 25,4 76
31 20,6 75
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MES: JANEIRO 2004 - 5° BATALHAO DE SUPRIMENTO

DIA TEMP °C UMIDADE RELATIVA DO
AR %
01 16,2 67
02 17,8 75
03 19,2 69
04 19,3 -
05 22,1 68
06 22,7 74
07 20,8 78
08 22,9 72
09 24,3 65
10 25,4 59
11 24,9 -
12 26,7 58
13 22,5 65
14 22,3 66
15 23,5 62
16 26,2 63
17 23,7 -
18 23,3 -
19 21,2 58
20 20,9 56
21 22,5 63
22 23 77
23 24 66
24 24,3 -
25 22,1 -
26 20,3 61
27 21,1 58
28 23,2 59
29 20,4 74
30 26,2 76
31 25,9 83
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MES: FEVEREIRO 2004 - 5° BATALHAO DE SUPRIMENTO

DIA TEMP °C UMIDADE RELATIVA DO
AR %
01 27,5 70
02 27,4 65
03 27,1 63
04 26,6 60
05 28 63
06 29,2 68
07 28,2 73
08 17,9 69
09 20,7 65
10 20,9 62
11 20,3 55
12 21,4 67
13 23,4 68
14 24,2 67
15 23,2 68
16 22,2 74
17 26 70
18 27,8 78
19 26,4 70
20 20,4 70
21 23,6 62
22 19,8 55
23 20,8 60
24 22,1 77
25 20,9 80
26 24,8 77
27 25,6 75
28 23,1 80
29 24,6 88
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APENDICE 3 - REGISTRO DE TEMPERATURA E UMIDADE RELATIVA DO AR /
CURITIBA PR
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REGISTRO DE TEMPERATURA E UMIDADE RELATIVA DO AR / CURITIBA Pr
MES: DEZEMBRO 2003 - CURITIBA

DIA TEMP °C UMIDADE RELATIVA DO
AR %

01 17,6 63,5
02 25 57,9
03 28,2 79,3
04 23,1 65,1
05 26,2 53,1
06 25 69,7
07 21 71,6
08 21,6 38,9
09 22,9 59,1
10 22,3 56,7
11 27,7 60,1
12 22,8 69
13 22,1 62,5
14 25,4 57,8
15 29,1 75,4
16 23,4 74
17 17 77
18 18,7 82
19 19,3 74,6
20 22,3 83,4
21 20,9 63,1
22 27,1 81,6
23 19,8 61,2
24 19,8 59,2
25 19,7 72,7
26 20,3 73,2
27 21,6 58,8
28 26,4 -

29 25,9 60,4
30 25,4 65,3
31 20,6 92,9




MES: JANEIRO 2004 - CURITIBA

74

DIA TEMP °C UMIDADE RELATIVA DO
AR %

01 16,2 72,5
02 17,8 64,6
03 19,2 57,3
04 19,3 -

05 22,1 65,1
06 22,7 65,7
07 20,8 71

08 22,9 71,5
09 24,3 58,9
10 25,4 -

11 24,9 -

12 26,7 57,9
13 22,5 56,9
14 22,3 66,5
15 23,5 52,1
16 26,2 56,8
17 23,7 -

18 23,3 -

19 21,2 63,1
20 20,9 65,2
21 22,5 69,4
22 23 84
23 24 83,5
24 24,3 -

25 22,1 -

26 20,3 83,1
27 21,1 66,6
28 23,2 96,6
29 20,4 62,7
30 26,2 54,3
31 25,9 49,1




MES: FEVEREIRO 2004 - CURITIBA

75

DIA TEMP °C UMIDADE RELATIVA DO
AR
01 27,4 -
02 27,1 51,3
03 26,6 57,1
04 28 61,2
05 29,2 51,6
06 28,2 56,7
07 17,9 -
08 20,7 -
09 20,9 88,5
10 20,3 60,3
11 21,4 60,6
12 23,4 64,8
13 24,2 61,2
14 23,2 -
15 22,2 -
16 26 67,8
17 27,8 56,4
18 26,4 60,6
19 20,4 78,7
20 23,6 69,6
21 19,8 -
22 20,8 -
23 22,1 -
24 20,9 -
25 24,8
26 25,6 69,4
27 23,1 56,4
28 24,6 -

29
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APENDICE 4 — LAUDO DE INSPECAO DE ALIMENTOS E BROMATOLOGIA DO 5°
BATALHAO DE SUPRIMENTO DO EXERCITO BRASILEIRO
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1 MINISTERIO DA DEFESA 2 VISTO
EXERCITO BRASILEIRO
CMS - 5% RM/52 DE

5°’BATALHAO DE SUPRIMENTO ~ JADER . DA SILVA - CAP
LABORATORIO DE INSPECAO DE ALIMENTOS E Chefe do Laboratério
BROMATOLOGIA (LIAB)

IDENTIFICACAO DO LAUDO:
a. LAUDO: FISCAL N°:010/04 b. ARTIGO: ARROZ BENEFICIADO E POLIDO TIPO |

IDENTIFICACAO DO ARTIGO:

a. Empenho n°: 018 de 03/11/03 b. Lote: 27.000 Kg
c. Nota Fiscal n°: 14399 de 26/11/03 d. Firma: Alimenticios Santa Cruz Ltda —
Itapora-MsS.

e. Laudo requisitado pelo (a): Gestor do AV/CF
f. Amostra colhida pelo (a): Cap Jader
Quantidade: 5,0 Kg Utilizada: 3,0 Kg
g. Caracteristicas do artigo: Arroz Guacira - Alimenticios Santa Cruz Ltda — Itapora-
MS — fab: 21/09/05 val: 21/09/05 — Lote 1102.

RESULTADO DA ANALISE:
a. Exame do recipiente: EM BOM ESTADO
b. Exame do contetido (peso/volume): Bruto: 50,1 Kg Liquido:
50,0 Kg
c. Caracteres organolépticos: Normais e préprios do produto.
d. Outras determinagoes:

RESULTADO TOLERANCIA
Umidade 12,25 % 14,0 % Max.
Matérias estranhas e impurezas 0,00 % 0,50 % Max.
Mofados e ardidos 0,25 % 0,25 % Max.
Manchados e/ou picados 0,25% 12,00 % Max.
Amarelos 0,23% 12,00 % Max.
Gessados 1,47 % 15,00 % Max.
Rajados 1,47 % 10,00 % Max.
Gerais Agregados 1,75 % 4,00 % Max.
Quebrados 7,84% 10,00 % Max.

Analise microscopica: Auséncia de larvas, parasitos vivos, mofo e fermentagdes
Teste de cocgdo: normal

PARECER: (da amostra analisada)

O produto examinado ¢ ARROZ BENEFICIADO E POLIDO TIPO I; é a amostra
representativa da partida analisada , prépria para o consumo e atende as exigéncias
contidas no CEAS

Os dados transcritos neste laudo conferem com as analises realizadas, pelo que emito o
parecer acima.

Quartel em Curitiba - PR, 11 de margo de
2004.

JADER OLIVEIRA DA SILVA - CAP
Inspetor
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APENDICE 5 - GRAFICO DE CURVA DE CALIBRACAO POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
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RT= 16,11 min
R2= 0,9999

Ag= 1,002e-001
A,= 6,408e-006
A= 0,000e4000
A= 0,000e4000
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APENDICE 6 - CROMATOGRAMA DE AMOSTRA CONTAMINADA
ARTIFICIALMENTE
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APENDICE 7- CROMATOGRAMA DE CONTAMINAGCAO NATURAL EM ARROZ
POR AFLATOXINA B4
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REPRESENTAGCAO ESQUEMATICA DE UMA CROMATOGRAFIA EM CAMADA
DELGADA UNIDIMENSIONAL, EM PLACA 20X20 cm, PARA AFLATOXINAS



cloroférmio:acetona
9:1)

1,5
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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