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RESUMO

NIVEIS DE AFLATOXINA M1 NO LEITE PRODUZIDO E COMERCIALIZADO NO
COREDE ALTO JACUI.

Autor: PRADO, Josué Olivo Oliveira
Orientador: SIQUEIRA, Lucas Carvalho

A atividade leiteira é a principal fonte de renda das propriedades do COREDE Alto Jacui —
Rio Grande do Sul, onde demostra ser uma alternativa de ganho mensal rentavel. Neste
Cenério a qualidade do leite produzido deve ser a principal meta visando a seguranca
alimentar. O objetivo deste estudo foi avaliar niveis de contaminacdo por Aflatoxina M1 no
leite produzido e comercializado na regido do Corede Alto Jacui. Para tanto, 17 propriedades
produtoras de leite representativas da Regido Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul,
foram selecionadas para no periodo de 15 de fevereiro e 01 de maio de 2015 fornecerem
amostras de leite. As amostras de leite cru foram coletadas dos tanques de expansdo apés a
ordenha dos animais, resfriamento a 4°C e homogeneizacdo. Para quantificacdo das
concentracdes da Aflatoxina M1, foram analisadas 3 amostras (em dias alternados) de leite
por propriedade. Para a coleta das amostras de leite integral UHT e leite em pd, foram
adquiridos caixas de leite (1 litro) de 13 marcas comerciais distintas e 4 latas (500g),
comercializadas em estabelecimentos regionais. Todas as amostras foram coletadas em tubos
estéreis de 70ml, as quais foram imediatamente congeladas para posteriormente serem
enviadas ao laboratorio. Verificou-se um nivel de contaminacéo por Aflatoxina M1 em 92 %
(47/51), 100% (13/13) e 75% (3/4), em amostras de tanque de expansdo, UHT e em po,
respectivamente. Destaca-se que todas as amostras de leite avaliadas apresentaram resultados
que atendem as exigéncias da legislacdo brasileira vigente. No entanto, apenas 55% (38/68)
atendem as exigéncias da Unido Européia. Apesar dos resultados satisfatérios em relacdo ao
mercado nacional, tais niveis de contaminacdo certamente serdo uma restricdo para futuras
exportacGes deste produto. Conclui-se que das amostras de leite produzidos e do leite
comercializado na regido do Corede Alto Jacui, 92 e 94%, respectivamente, esta contaminado
com Aflatoxina M1. No entanto, todas as amostras atendem os padrdes estabelecidos pela
legislagéo nacional vigente.

PALAVRAS-CHAVE: Aflatoxina M1. Fungos. Hepatocarcinogénese. Leite.



ABSTRACT

AFLATOXIN M1 CONTAMINATION LEVELS IN MILK PRODUCED AND
COMMERCIALIZED IN THE ALTO JACUI REGION

Author: PRADO, Josué Olivo Oliveira
Advisor: SIQUEIRA, Lucas Carvalho

Milk production is the main source of income properties COREDE Alto Jacui - Rio
Grande do Sul, which demonstrates to be a profitable monthly gain alternative. In this
scenario the quality of milk produced should be the main goal for food security. This study
aimed to evaluate Aflatoxin M1 contamination levels in milk produced and commercialized in
the Alto Jacui Region. To this end, 17 dairy family farms representing main milk producers
from this region, were selected for the period of February 15 and May 1, 2015 provide milk
samples. The presence of up 0,5ppb AFM1 in whole milk powder and was not detected in any
of the samples, but only three (23.07%) samples of whole milk and three (75%) of milk
powder were within limits tolerated by the European Union. In samples of fresh milk from 17
escalonas properties in three alternate collections totaling 51 samples, all analyzes were
within the Brazilian limit 0,5ppb, being the first collection only 10 (58.82%) samples in the
second 9 (52, 94%) and in the third 11 (64.7%) were within the boundaries of the European
Union 0.05ppb. Although satisfactory results if the performance of an active surveillance of
this mycotoxin is necessary in order to provide safety, quality and integrity human health has
increased information hepatocarcinogenesis cases worldwide in which Aflatoxin M1 is the
known substance by causing this problem.

KEY WORDS: Aflatoxin M1. Fungi. Hepatocarcinogenesis. Milk.
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1. INTRODUCAO

O Rio Grande do Sul esta entre os trés estados mais produtores de leite bovino no
Brasil (ANUALPEC, 2014). Dentro do estado, a regido do COREDE Alto Jacui (Noroeste), €
construida por 14 municipios, apresenta 9.189 estabelecimentos rurais, nos quais a agricultura
familiar representa 78,55% dos estabelecimentos, em um percentual de area que corresponde
a apenas 30,55% do total (IBGE, 2006). A matriz produtiva da regido é voltada as atividades
agrarias, onde na pecuaria, destaca-se a producdo leiteira, produzindo em torno de 5 milhdes
litros por dia em 4.100 unidades produtoras (IBGE, 2015).

Por mais que alguns setores do poder publico apresentem iniciativas em melhorar as
condicBes de producdo de leite no Estado, é sabido que este é carente em recursos humanos, e
assim muitos produtores ficam desassistidos. Neste sentido, ressalta-se a importante
participacdo de outros setores, onde os COREDES regionais podem auxiliar de uma forma
bastante efetiva, por conhecerem as necessidades, conforme as caracteristicas de cada regiao.
Vindo de encontro a essa politica de diagndsticos, em carater regional, nosso grupo tem
trabalhado em projetos que possibilitem um profundo conhecimento da cadeia lactea regional.
Em exemplo disso, cabe mencionar, dentre outros, o projeto “Diagnostico das unidades de
producdo leiteira dos municipios da regido do COREDE Alto Jacui — RS”, contemplado pelo
edital PROCOREDES VII. Neste estudo evidenciou-se que uma das preocupacOes dos
produtores € a necessidade de um monitoramento regular da qualidade do leite por eles
produzido, pois estes sabem que melhorando a qualidade conseguirdo maior remuneracéo
(LORENZONI, A.; MERA, C.M.P.; ARALDI, D. F, 2012).

A qualidade do leite esta diretamente relacionada com o tipo e a qualidade da dieta dos
animais, com o valor nutritivo e a qualidade sanitaria de volumosos, conservados como feno e
silagem, os ingredientes de ragdo como graos também sdo fundamentais para esta qualidade.

Os alimentos utilizados na dieta das vacas leiteiras podem ser infectados por fungos que



produzem micotoxinas, as quais aumentam a incidéncia de doencas e diminuem a eficiéncia
produtiva (COUNCIL FOR AGRICULTURAL SCIENCE AND TECHNOLOGY, 1989).
Além disso, a presenca de Aflatoxina M1 (AFM1) em leite e produtos lacteos pode ter
implicacbes negativas para a saude dos consumidores, particularmente para lactantes e
criancas, uma parte da populacdo que tem um consumo mais elevado de leite. Por exemplo,
parece existir uma ligagdo entre o retardo de crescimento em criangas e exposi¢do a
micotoxinas (KHLANGWISET et al., 2011). Ainda, as Aflatoxinas foram declaradas como
agentes cancerigenos para os humanos (IARC, 2002).

Além de induzir o cancer no figado, as aflatoxinas podem ocasionar outros efeitos como
cirrose hepatica, diminuicdo da resisténcia imunoldgica propiciando surtos de hepatites virais
tipo B, estando também associada a Sindrome de Reye, febre, convulsées, vomito, coma, etc
(MALLMANN et al., 2007).

Nesse sentido, anualmente, a hepatocarcinogénese (CHC) é diagnosticada em mais de
meio milh&o de pessoas em todo 0 mundo sedo apontado como a segunda causa de ébito na
espécie humana. Os ultimos dados estimados revelam 748.300 novos casos anuais de CHC e
695.900 mortos em consequéncia a esta doenca. Somente na Europa, foram diagnosticados
60.200 novos casos no ano de 2008 (INE, 2012).

Recentemente, o Brasil tem buscado o mercado internacional para comercializagdo de
seus produtos de origem animal. No entanto, a garantia de salubridade destes produtos desde a
sua origem até seu processamento € fundamental para viabilizar estas negociacdes,
especialmente, com mercados mais exigentes como o Europeu. Em se tratando de Aflatoxina
M1, é importante salientar que atualmente ndo existem meétodos vidveis de retirada desta
toxina apds a contaminacdo do leite (JECFA, 2002).

A fim de verificar a necessidade de intervencdes e modificacGes no sistema produtivo
e/ou industrial, é fundamental conhecer a realidade das principais cadeias produtivas
nacionais. 1sso exposto, diante da falta de dados regionais, faz-se necessario estudos que
avaliem a presenca e o0s niveis de contaminacdo por Aflatoxina M1 no leite produzido e

comercializado na regido do COREDE Alto Jacui.

14



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Diagnosticar os niveis de Aflatoxina M1 no Leite produzido e comercializado na
Regido COREDE Alto Jacui, RS.

2.2.  Objetivos especificos

. Pesquisar Aflatoxina M1 no leite cru em propriedades distintas fornecedoras de
leite;

. Verificar a presenca de Aflatoxina M1 em marcas distintas de leite UHT (Ultra
High Temperature) e leite em P6 comercializadas na regido;

. Confrontar os niveis de Aflatoxina M1 obtidos com a legislacdo vigente;

. Propor acdes necessarias.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Micotoxinas

As micotoxinas sdo substancias toxicas resultantes do metabolismo secundario de
fungos filamentosos, que se desenvolvem naturalmente em produtos utilizados para
alimentacdo humana ou animal, sendo estudadas vérias toxinas e cada uma relacionada a
determinados sinais clinicos (HUSSEIN; BRASEL, 2001; JOUANY, 2001). Em bovinos
leiteiros as principais toxinas estudadas sdo a Zearalenona e Aflatoxina. A toxicidade das
micotoxinas depende da origem da contaminacdo (natural ou experimental), da dose e da
frequéncia com que € ingerida, bem como sexo, idade e estadio da vida produtiva do
individuo (APPLEBAUM et al., 1982; BARRINGER; DOSTER, 2001). Os sinais clinicos
podem ser agudos (pouco frequentes em bovinos), podendo levar a Gbito, normalmente
associado a ingestdo de doses geralmente elevadas. Os efeitos cronicos da ingestdo de
micotoxinas é o resultado de doses menores que provocam diminuicdo da producdo em
animais e distdrbios na proliferacdo celular em mamiferos, incluindo o homem (BENNETT;
KLICH, 2003; MURPHY et al., 2006; SHEPHARD, 2008).

Os gréos de cereais utilizados para producdo de racdes e os volumosos como silagens,
fenos, pre-secados e pastagens ficam pré-dispostos ao ataque de fungos de varios tipos que
ocorre com certas condi¢des, como presenca de esporo do fungo, substrato organico, niveis
adequados de oxigénio, umidade, temperatura e acidez (MOSS, 1991; WHITLOW; HAGLER
JUNIOR, 1999). A contaminacdo pode ser influenciada por algumas praticas comuns na
producdo agricola, como a antecipagédo da colheita que pode afetar reduzindo a ocorréncia de
infestacdo dos grdos por insetos e fungos, e consequentemente a producdo de micotoxinas
(LAZZARI, 1997).

Com uma colheita tardia se pode favorecer a ocorréncia de gréos ardidos (com

proliferacdo flngica) e atacados por insetos, reduzindo os teores de umidade e



comprometendo o grao que serd armazenado com fungos aderido na superficie (CAST, 2003).
Micotoxinas de maior importancia sédo originadas do fungo Fusarium sendo elas a
Desoxinivalenol (DON), e Zearalenona (ZEA), a Aflatoxina produzida por fungos Aspergillus

flavus e Aspergillus parasiticus que € eliminada através do leite na forma de Aflatoxina M,

com residuos equivalentes a 1 a 2% do nivel existente na dieta merecem uma atencéo especial
em salde publica (JOUANY, 2001).

Para formacdo de Aflatoxinas as condi¢fes sdo muito variadas, sendo a temperatura um
dos principais fatores envolvidos nesse processo. Em gréos, a faixa viavel para a sua producao
situa-se entre 11 e 37°C, sendo que fungos toxigénicos podem infectar os cultivos em
crescimento, em pds danos causados por insetos e produzir toxinas antes da colheita, durante
e apds seu armazenamento (MALLMANN et al., 1994). Periodos de seca durante o cultivo do
de cereais e volumosos, temperatura e umidade acima do ideal no armazenamento dos graos
ou racdes sdo fatores importantes na producdo de Aflatoxina (KETTERER et al., 1982).

A forma ativada da Aflatoxina B; € o composto identificado como 8,9-6xido de
Aflatoxina B,, originado através da epoxidacdo da dupla ligacdo do éter vinilico, presente na
estrutura bi-furandide da molécula de Aflatoxina B;. Este composto €é altamente eletrofilico e
capaz de reagir rapidamente, através de ligacBes covalentes, com sitios nucleofilicos de
macromoléculas, como &cido desoxirribonucléico (DNA), &cido ribonucléico (RNA) e
proteinas, sendo que estas ligacbes determinam a formacéo de adutos, 0s quais representam a
lesdo bioquimica primaria produzida pelas aflatoxinas. A AFB;-epoxido pode também ser
conjugada enzimaticamente com glutationa reduzida, através de glutationa-S-transferases,
constituindo importante via de detoxificacdo deste composto (HAYES, J.D, et al, 1991).

A ligacdo da AFB;-epdxido com o DNA modifica a sua estrutura e, consequientemente,
a sua atividade bioldgica, originando assim 0s mecanismos basicos dos efeitos mutagénicos e
carcinogénicos da AFB;, sendo a formacao de adutos ocorre através da ligagdo com guaninas
da molécula de DNA, na posicdo N7, ao nivel do codon 249, do gene supressor de tumores
p53, sendo a ocorréncia deste tipo de alteracdo caracteristica de varios carcinomas no homem,
sobretudo o hepatico (HSIEH, D.P.H.; ATKINSON, D.N.,1991).

Apos a ingestdo de Aflatoxina B1 (AFB1), no processo de biotransformacdo em animais,
como 0s bovinos, esta sofre uma reacdo de hidroxilacdo e transforma-se em Aflatoxina M1, a
qual se conjuga com &cido glicurbnico e sulfatos, podendo ser excretada na bile, urina e leite
(HUSSEIN; BRASEL, 2001). As Aflatoxinas sdo absorvidas no trato gastrointestinal e
biotransformadas primariamente no figado por enzimas microssomais relacionadas ao
citocromo P450, essa biotransformacdo da Aflatoxina B1 constitui um complexo processo
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com mudltiplas vias formando derivados responsaveis por efeitos toxicos agudos, mutagénicos
e carcinogénicos (NEAL, 1998) (Figura 1). A Aflatoxina M1 pode ser detectada no leite apds
12 a 24 horas da primeira ingestdo de ragdo contaminada com Aflatoxina B1 atingindo niveis
maximos apés dois dias, e comecando a diminuir a partir de quatro e cinco dias da retirada do
alimento contaminado (DRAGACCI, 1995).

Figura 1 - Estruturas quimicas da Aflatoxina B1 e Aflatoxina M1 (Hussein; Brasel, 2001)

0 o
I I
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As Aflatoxinas B1 e M; sdo substancias altamente carcinogénicas mais conhecidas no
mundo, relacionado a hepatocarcinogénese, sendo Aflatoxina M1 liberada no leite quando o
animal ingere alimento contaminado com Aflatoxina B1l, pois a grande variedade de
alimentos disponiveis para consumo, o leite destaca-se pela sua rica constituicdo sendo
consumido por bebés, criancas e adultos em todo o mundo (HUSSEIN; BRASEL, 2001). Os
sinais clinicos da aflatoxicose sdo dificeis de serem percebidos e muitas vezes sao
confundidos com outras doencas geralmente a contaminacdo se estende por semanas a meses
até que seja realizado o diagndstico (MALLMANN, 2007).

O carcinoma hepatocelular (CHC) é um dos tipos mais comuns de cancer,
apresentando, porém, uma acentuada variagdo geografica quanto a incidéncia, com
predominio em alguns paises da Africa, Asia e llhas do Pacifico (PARKIN; STJERNSWARD;
MUIR, 1984). A ocorréncia do carcinoma hepatocelular € maior nos homens do que nas
mulheres, predominantemente na faixa etaria de 30 a 50 anos, entre 0s paises com maior
incidéncias estdo Mocambique, Zimbabwe, Etiopia, China (costa sudoeste) e Taiwan e 0S
paises com incidéncia intermediaria incluem Swazilandia, Transkei, Japdo e os da parte
central e sudoeste da Europa (KEEHN; FRANK-STROMBORG, 1991).

Neal et al. (1998), em estudo in vitro com células de linhagem humana, propuseram que
a elevada citotoxicidade da Aflatoxina M1 estaria relacionada ao fato da mesma ndo
necessitar de ativacdo metabolica para se ligar as proteinas microssomais, diferentemente da

Aflatoxina B1. Cullen et al., (1987) estudaram a influéncia da ingestdo de Aflatoxina M1 e
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Aflatoxina B1 no desenvolvimento de cancer em ratos machos durante o periodo de 20 meses,
e verificaram que 95 e 5 % dos animais tratados com alimento contaminado com 50 pg/kg de
Aflatoxina B1 e Aflatoxina M1, respectivamente, desenvolveram carcinoma hepético. A
presenca de carcinoma intestinal foi observada apenas nos animais tratados com a Aflatoxina
M1, provavelmente em decorréncia da diferenca de polaridade entre as duas moléculas de
Aflatoxinas, uma vez que a Aflatoxina M1 apresenta baixa absorcdo pelo trato digestivo, e a
retencdo dessa toxina no intestino pode favorecer o surgimento do tumor. Bailey et al., (1994)
compararam o potencial carcinogénico da Aflatoxina M1 e Aflatoxina B1 em trutas, e também
verificaram que a Aflatoxina M1 é um hepatocarcin6geno menos ativo que seu precursor.

Existem evidencias que apontam para a susceptibilidade diferenciada individuos faixas
etarias distintas. Barringer; Doster (2001) descreveram um surto natural de aflatoxicose aguda
em bezerros provocado pela ingestdo de leite contaminado com Aflatoxina M1. Estes
pesquisadores observaram que 0s animais apresentaram anorexia, pélos ericados e perda de
peso, ocorrendo morte entre oito a dez dias apds o surgimento dos sinais clinicos. A
morbidade e mortalidade aproximada do rebanho durante seis semanas foram de 100 e 25%,
respectivamente. Na analise bioquimica sérica, observou-se reducdo do nivel de proteinas
totais, albumina e globulina, e aumento do nivel de bilirrubina total, gama-glutamil
transferase e fosfatase alcalina. A histopatologia revelou hepatopatia caracterizada por
vacuolizacdo centrolobular e na zona média dos hepatdcitos. O teor de Aflatoxina M1
detectado no leite consumido pelos animais foi de 0,05 pg/L e apos trés dias de suspensdo do
fornecimento do mesmo, as taxas de morbidade e mortalidade retornaram ao padrdo normal
estimado para o rebanho.

Os animais que possuem infeccdo por bactérias staphylococcus no Ubere apresentam
taxa de secrecdo de Aflatoxina M1 mais elevada que os animais sadios (VELDMAN et al.,
1992). As taxas de excrecdo sdo mais elevadas em animais de alta producdo, sendo
relacionado a permeabilidade das membranas celulares dos alvéolos das glandulas mamarias,
e 0 estagio de lactacdo também esta relacionado com a passagem de Aflatoxina M1
(VELDMAN, 1992).

Fungos do género Fusarium destacam-se como um dos mais importantes em termos de
perdas globais devido as micotoxicoses, devido a esse género ter uma capacidade de produzir
uma variedade de micotoxinas, sendo a Zearalenona de maior impacto reprodutivo na
bovinocultura leiteira (SMITH; SEDDON, 1998). Em grédos de cereais contaminados, o nivel
de contaminacdo por Zearalenona ndo deve exceder a 250 ppb na dieta total (HAGLER

JUNIOR, 1999). Concentragdes acima disso, induzem a respostas estrogénicas em vacas
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leiteiras, estando associadas a abortos (WEAVER et al., 1986). Os sinais clinicos de infec¢do
crénica variam desde a menor ingestdo de alimento, menor producdo de leite, vaginite,
aumento de volume uterino, vulva e glandulas mamarias targida em novilhas virgens, declinio
na taxa de ovulacdo e ciclos longo. Ainda, em muitos casos, 0S animais intoxicados
apresentam-se aspecto saudavel e escore corporal considerado normal, apenas diminui¢do na
performance reprodutiva (WHITLOW et al., 1979; WEAVER et al., 1986).

A ingestdo de Desoxinivalenol (DON) esta associada a menor ingestdo de alimento e
reducdo da producdo de leite, sendo que o consumo de 500ppb resulta em queda de até 11,3
kg/dia, maiores contagens de células somaticas no leite, menor eficiéncia reprodutiva, além de
uma ampla variedade de desordens no trato gastrointestinal, diarréia abortos e hemorragias
(SHARMA, 1993).

3.2.  Pesquisas de aflatoxinas M1

A legislacdo difere dentre paises quanto a presenca e niveis tolerados em leite e
derivados (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION, 2014). Alguns exemplos sdo
citados abaixo, como:

- Unido Européia (Legislacdo comum para todos os membros): Leite in natura ou
destinado para elaboracdo de produtos a base de leite: Aflatoxina M1= 0,05 ng/L; Leite, leite
em po, (criancas menores que trés anos): M1 = 0,03 ug/kg.

- Estados Unidos: Leite in natura ou destinado para elaboracdo de produtos a base de
leite: Aflatoxina M1= 0,05 ng/L; Leite, leite em po, (criangas menores que trés anos): M1 =
0,03 ng/kg.

- Mercosul:(Legislacdo comum a todos integrantes) Leite fluido: Aflatoxina M1 = 0,5
pg/L (ppb); leite em pd: Aflatoxina M1 = 5,0 pg/kg (ppb).

- Bulgéria: Aflatoxina M1: Produtos de leite fluido = 0,5 pg/kg; Leite em p6 = 0,1 ppb;
Leite em po para dietas e alimentos infantis = 0 pg/kg.

- Republica Tcheca Leite: M1 = 0,5 pg/kg, Alimentos infantis na base de leite: M1 = 0,1
ppb; B1 =0,1;B2,G1,G2 = 0,2 pg/kg;

- Roménia: Leite e laticinios: M1 = 0 pg/kg;

- Suica: Leite e produtos: M1 = 0,05 pg/kg, Soro de leite e produtos: M1 = 0,025
ngke;
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- China: Leite fluido e produtos lacteos (calculados na base de leite fluido):B1 = 0,5

ng/ke;

- Chipre: Leite e laticinios: todas micotoxinas: 0,5 pug/kg;
- Egito: Leite e laticinios: G1, G2, M1, M2 =1 ug/kg;

- Nigeéria: Leite fluido: M1 = 1 pg/kg;

- Argentina: Leite fluido e em po: M1 = 0,05 pg/kg;

- Uruguai: Leite e produtos lacteos: Aflatoxina M1 = 0,5 ug/kg;
- Barbados: Leite fluido: M1 = 0,05 png/kg;

- Honduras :Leite e laticinios: M1 = 0,05 ng/kg.

No Brasil, o limite maximo de Aflatoxina M1 permitido segue a definicdo do Mercosul,
GMC/ RES. n°56/94, onde estabelece 0,5 pg/L (ppb) em leite fluido e 5,0 ug/L (ppb) para
leite em p6 (BRASIL, 2002). Estudos em busca de Aflatoxinas em diferentes tipos de queijo

também relatam a contaminacéo com valores diferenciados (Tabela 1).

Tabela 1 - Sintese de estudos Nacionais envolvendo pesquisa de Aflatoxina M; em
amostras de queijo comercializado.

Amostras Maior que el Vel
Amostras N* " 9 encontrado Referéncia
positivas 0,25png/kg
ng/kg
Queijo 0 0 ILHA etal.,
nacional 58 89% % 0.30 (2011)
Queijo minas 0 0 OLIVEIRA et
padréo 24 29,2% 0% - al., (2011)
Queijo minas 0 0 OLIVEIRA et
frescal 24 25% 8.3% - al., (2011)
Queijo 0 0 PRADO etal.,
parmesao 88 46% 2% 0.66 (2008)
.. PRADO et al.
0 0, 1
Queijoralado 23 96% 26% 0.54 (2001)
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Em pesquisas realizadas em diversas regides do Brasil para Aflatoxina M1 no leite,
foram analisados varias amostras de leite pasteurizado e cru e foram relatados niveis variados
entre as amostras (PRADO et al., 1999). No estado de Minas Gerais 0s niveis de Aflatoxina
M no leite pasteurizado e cru ndo diferem entre si, mas em 52,8% das amostras de leite
analisadas foram positivas, estando dentro do nivel permitido, os alimentos analisados
destinados para os bovinos ndo foi encontrado Aflatoxina B; (PEREIRA et al, 2005). No
estado de S&o Paulo- Brasil foram analisadas 43 mostras de leite comercializado de diversas
regides sendo 17 (39,5%) positivas para presenca de Aflatoxina M; das quais 11 (64,7%)
apresentaram concentracdo acima de 0,5 pg/l, limite maximo permitido pela legislacdo
brasileira para presenca de M; no leite fluido (GONCALEZ et al., 2005).

Em outro estudo feito para analise de Aflatoxinas B; e M; em propriedades no estado de
Sdo Paulo com leite e concentrados evidenciaram contaminagdes em ambas os tipos de
amostra (OLIVEIRA et al., 2010). Muitas contaminagGes poderiam ser evitadas com um
manejo adequado, seja pela estocagem da racdo onde se deve proceder com a limpeza a cada
final do estoque no silo, pois durante experimentos ficou evidenciado este manejo com

resultados positivos para evitar a contaminacdo (SASSAHARA et al., 2003).

Estudos feitos no estado do Parand (SASSAHARA, et al., 2003), analisando a
contaminacdo por Zearalenona e Aflatoxinas em alimentos fornecidos para bovinos leiteiros
encontraram 13,6% de amostras positivas e destas mais de 50% acima do limite de 20ug/kg
estabelecido pela agéncia nacional de vigilancia sanitaria (ANVISA, 2012). Verificou-se
maior contaminacdo de Aflatoxinas em alimentos concentrados e Zearalenona em volumosos.
Os autores sugerem que porém que as ragdes comerciais, mesmo com niveis de garantia dos
fabricantes, estdo sujeitas & contaminacdo e recontaminacdo por fungos, consequentemente
pelas micotoxinas, ocasionado, principalmente, pelo armazenamento inadequado dos sacos de
racdo dentro das propriedades. Nos concentrados preparadas nas propriedades encontrou-se
maior indice de contaminacdo por Aflatoxina B1l, com niveis mais elevados da toxina
(SASSAHARA et al, 2003).
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4. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi conduzido em 17 propriedades produtoras de leite tipo B,
localizadas em municipios da regido Noroeste do Estado do RS, compreendendo amostra
representativa do Corede Alto Jacui, durante o periodo entre fevereiro a maio de 2015. As
propriedades foram selecionadas por possuirem caracteristicas representativas da Regido
conforme descrito por Lorenzoni, Araldi e Mera, 2012, ou seja, m&o de obra familiar até 20,4
hectares dedicados a producdo de leite, com rebanhos de até 40 vacas produtoras de leite em
sistemas de semi-confinamento e duas ordenhas diarias. Estas propriedades ndo recebem
assisténcia técnica regular e ndo avaliam a matéria prima fornecida aos animais. A média de
producdo por vaca/dia é de 18,74 litros de leite e por propriedade é de 403,79 litros de leite
produzido diariamente.

As propriedades selecionadas para o estudo forneciam o concentrado individualmente
em canzis, em duas refei¢bes diarias, sendo que o adsorvente era fornecido em uma Unica
refeicdo. Nas propriedades a dieta oferecida aos animais constituia-se de concentrado proteico
comercial ou concentrado produzido na propriedade, silagem de milho, pastagens cultivadas
no outono-inverno: aveia preta (Avena strigosa), aveia branca (Avena sativa) e azeveém
(Lolium multiflorum); e ver&o: sorgo (Sorghum bicolor) e milheto (Pennisetum americanum).
O sistema de ordenha era fechado com manejo da ordenha adequado e producédo de leite
constante durante o ano.

As amostras de leite cru foram coletadas dos tanques de expansao apds a ordenha dos
animais, resfriamento a 4°C e homogeneizacdo. Todas as analises foram realizadas em
laboratdrios credenciados pelo MAPA. Para quantificacdo das concentracdes da Aflatoxina
M1, foram analisadas trés amostras (em dias alternados) de leite por propriedade. Para a
coleta das amostras de leite integral UHT (Ultra High Temperature) e leite em pd, foram
adquiridos caixas de leite (1 litro) de 13 marcas comerciais distintas e quatro latas (5009),

comercializadas em estabelecimentos regionais.



Todas as amostras foram coletadas em tubos estéreis de 70ml, as quais foram
imediatamente congeladas para posteriormente serem enviadas ao laboratdrio. A quantificacdo
de Aflatoxina M1 foi feita em laboratorio Credenciado ao MAPA, por Espectrofotometria de

Massa (HPLC/MSMS). Os Resultados estdo apresentados em micrograma por quilo de leite.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O objetivo geral deste estudo foi avaliar niveis de contaminacdo por Aflatoxina M1 no
leite produzido e comercializado na regido do COREDE Alto Jacui e compara-los com a
legislacdo vigente. De maneira geral (Figura 2, 3 e Tabela 4), verificou-se um nivel de
contaminacéo por Aflatoxina M1 em 92% (47/51), 100% (13/13) e 75% (3/4), em amostras de
tanque de expansdo, UHT (Ultra High Temperature) e em pd, respectivamente. Destaca-se
que todas as amostras de leite avaliadas apresentaram resultados que atendem as exigéncias da
legislacdo brasileira vigente (0,5ug/kg). No entanto, apenas 55% (38/68) atendem as
exigéncias da Unido Europeia (0,05ug/kg). Apesar dos resultados satisfatorios em relacdo ao
mercado nacional, tais niveis de contaminagdo certamente seriam uma restricdo para futuras
exportacOes deste produto.

Também em outros estudos apresentaram resultados parecidos como no Ird das 50
amostras de leite analisadas pelo método ELISA, 100% estavam contaminadas por Aflatoxina
M1, das quais 62% estavam com niveis acima de 0,05 pg.kg-1 (GHAZANI, 2009). Na Siria, a
concentragdo média encontrada em 126 amostras foi de 0,492 pg.kg-1 das quais 80%
ultrapassaram o limite estabelecido pela Comunidade Européia (GHANEM; ORFI, 2009).

Das 13 amostras de leite integral UHT (Ultra High Temperature) comercializadas todas
(100%), foram positivas quanto a presenca de Aflatoxina M1, com valores obtidos dentro do
limite exigidos pela Legislacdo brasileira (0,5ug/l). No entanto, destas amostras (23,07%) ou

seja trés estariam de acordo com as exigéncias da Unido Europeia de 0,05 g/l (Figura 2).

UNUSAN (2006) também encontrou valores elevados em 129 amostras de leite UHT
(Ultra High Temperature) na Turquia, sendo que 58,1% das amostras estavam contamidas e
destas, 3,2% estavam acima de 0,5 pg/k. Da mesma forma os resultados apresentados por
Tekins e Eken (2008) demonstraram que 67 em cada 100 amostras de leite UHT (Ultra High
Temperature) obtidos de cinco cidades turcas continham niveis de Aflatoxina M1 superiores a



0,5 pg.kg-1. Kamkar (2005) relatou em seu estudo que 40% das 111 amostras ultrapassaram a
0,05 pg.kg-1. Kim et al., (2000) mostrou que a incidéncia de Aflatoxina M1 foi de 76% em
Seul, na Coréia do Sul. Rastogi et al., (2004) analisaram 12 amostras de leite no mercado
indiano e encontrou quatro delas contaminadas com Aflatoxina M1. Foram também relatados
em estudos a ocorréncia de Aflatoxina M1 no leite pasteurizado comercializado em 11
municipios (Astorga, Florida, Ivaiporda, Londrina, Marialva, Maringa, Nova Esperanca,
Paranavai, Queréncia do Norte, Sdo Jorge do Patrocinio, Umuarama) no estado do Parana,
Brasil onde foram coletadas 82 amostras de leite pelos agentes das Vigilancias Sanitarias
Municipais e do Estado, durante o periodo de 29/03/2010 a 03/05/2011, as quais nenhuma
apresentou resultado positivo para presenca de Aflatoxina M1 (SANTOS et al., 2014).

Figura 2- Concentragdo de Aflatoxina M1 em amostras de leite integral UHT
comercializado na regido do Corede Alto Jacui.

Concentraciao M1(ug/kg)

0,00 T T T T T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Amostras Leite integral UHT

Fonte: Autor

Nas quatro amostras de leite em p6 analisadas trés delas (75%), apresentaram presenca
de Aflatoxina M1 e uma amostra (25%) ndo apresentou Aflatoxina M1, sendo todas (100%)
das amostras estavam dentro da legislacdo nacional. E dentro destas analises apenas, trés ou

seja (75%) atendem a legislacdo da unido européia Aflatoxina M1 0,05ug/l (Figura 3).
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Figura 3 - Concentracao de Aflatoxina M1 em amostras de leite em p6 comercializado
na regido do Corede Alto Jacui.
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Fonte: Autor

No leite in natura coletado no tambo das propriedades, totalizando 51 amostras
provenientes de 17 propriedades sendo feito em trés coletas estabelecidas, sendo na primeira
coleta todos estavam dentro do limite brasileiro (100%), sendo destas 10 (58,82%)
propriedades estavam dentro do limite da unido europeia, e uma (5,88%) propriedade sem
presenca de Aflatoxina M1 no leite. Na segunda coleta das 17 propriedades (100%) estavam
dentro do limite brasileiro, sendo destas, nove (52,94%) propriedades estavam dentro do
limite da Unido Européia e uma (5,88%) propriedade sem presenca de Aflatoxina M1 no leite.
Na terceira coleta e Ultima todas (100%) estavam dentro dos limites brasileiros, e 11 (64,7%)
propriedades dentro do limite da Unido Européia, e duas (11,76%) propriedades sem presenca
de Aflatoxina M1 no leite. Com uma média das trés analises em todas as propriedades
alcancaremos 0,059ug/l de Aflatoxina M1 nos colocando uma situagdo constrangedora de
nosso leite ndo atingir o limite aceitavel pela Unido Europeia ficando apenas dentro do limite
brasileiro (Tabela 2).

Tabela 2 - Concentracao de Aflatoxina M1 em amostras de leite cru produzido na regiao
do Corede Alto Jacui.

Produtor Dia 1 Dia 3 Dia 5
A 0,045 0,062 0,063
B 0 0 0
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C 0,241 0,241 0,199
D 0,059 0,073 0,036
E 0,043 0,031 0,009
F 0,032 0,052 0,032
G 0,007 0,006 0

H 0,065 0,057 0,082
I 0,02 0,021 0,017
J 0,117 0,076 0,092
L 0,228 0,171 0,207
M 0,078 0,086 0,072
N 0,052 0,047 0,039
0] 0,02 0,025 0,029
P 0,014 0,013 0,011
Q 0,016 0,014 0,016
R 0,032 0,041 0,036

Médiatdpm 0,063+0,07 0,060+0,06 0,055%0,06
*Valores destacados ndo atendem exigéncias da Unido Europeia

Fonte: Autor

Com estes resultados encontrados depare-se com uma situacdo onde todas as amostras
positivas para presenca de Aflatoxina M1 estdo dentro do limite aceitavel no brasil pelas
normas impostas, mas na sua grande maioria as positivas estdo com indices muito além de
paises mais exigentes como a Unido Européia. O leite € muito consumido durante o periodo
gue compreende a infancia e adolescéncia do ser humano por ajudar no crescimento e
formagéo dssea, sendo uma fonte de minerais, proteinas e vitaminas, e quando envelhecemos
enfrentamos dificuldades em termos de satde e o consumo de leite e derivados podem ajudar
nosso organismo a responder melhor esse desafio, sendo que ha uma grande preocupagdo com

relacdo a saude pela presenca de Aflatoxina M1 no leite.

Para que a presenca de Aflatoxina B1 seja controlada a niveis baixos ou eliminada dos
alimentos utilizados na dieta dos bovinos leiteiros devemos utilizar técnicas de conservacgao
que iniciam na colheita dos gréos, uso de produtos para conservacgdo de silagens, fenos e pre-
secados, alem de formas de armazenamento ou estocagem de gréos, races e volumosos
evitando a contaminagdo. Em alimentos contaminados por Aflatoxina B1 sendo esta precursor

da Aflatoxina M1, podemos utilizar mecanismos que tentam sequestrar esta toxina durante a
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digestdo, no qual muito estudado e sendo uma forma encontrada perante este problema o uso
de aditivos chamados de adsorventes, que sdo utilizados em proporcOes nas dietas, mas as
pesquisas buscam cada vez um produto melhor que possa ter maior afinidade com a
micotoxina desejada, tendo inUmeras pesquisas publicadas no mundo inteiro com énfase neste

problema.

Em muitas pesquisas realizadas em laboratorio buscou-se produtos que retirassem a
Aflatoxina M1 do leite mas ndo ouve sucesso pois estas inativaram ou destruiram ingredientes
da composicéao do leite sendo 0 mesmo alterado com estes produtos tornando impossiveis de
serem utilizados em escala industrial. As pesquisas por produtos que possam retirar do leite
esta aflatoxina seriam de importancia, pois se relacionarmos seria mais facil de ser utilizado
por industrias de lacteos, mas muitas vezes as pesquisas sdo demoradas ou requerem custos

altos tornando-se uma ferramenta deixada de lado pela industria.

O Brasil é um pais em desenvolvimento que se busca o crescimento do setor leiteiro
com incremento na producdo e exportacdo de seus produtos. Como evidenciado no presente
estudo, a presenca de contaminantes podem se tornar restritivos a expansdo do mercado
consumidor. S&o necessarios ajustes na cadeia produtiva, na producdo de alimento (desde a
colheita, armazenamento e beneficiamento) na assisténcia técnica aos produtores (escolha de
matérias primas e uso adequado de adsorventes) e no controle por parte das industrias e

Orgdos responsaveis, pois a composi¢do dos alimentos se relaciona com saude publica.
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6. CONCLUSAO

Nas condigdes avaliadas neste estudo, das amostras de leite produzidos e do leite
comercializado na regido do Corede Alto Jacui, 92 e 94%, respectivamente, estd contaminado
com Aflatoxina M1. No entanto, todas as amostras atendem os padrdes estabelecidos pela
legislacdo nacional vigente que estabelece 0,5 pg/L (ppb) em leite fluido e 5,0 ug/L (ppb) para
leite em po, sendo que para obtermos leite de qualidade devemos ter assisténcia técnica na
atividade, melhorando as praticas agricolas relacionadas aos alimentos colhidos e
armazenados que sdo fornecidos aos bovinos de leite, evitando a contaminacdo por
aflatoxinas, as quais ficam de dificil controle pois a regido do COREDE Alto Jacui apresenta
as condicBes climaticas mais variadas possiveis no momento do ciclo da planta, colheita e

armazenamento.
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