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RESUMO

Com o objectivo determinar a ocorréncia de aflatoxina B: em figados e moelas de frangos
de corte produzidos em Maputo, foram colectadas 508 amostras (294 figados e 214
moelas) nos sistemas de producdo e abate de frango, industrial e local (comunitério). Os
figados foram primeiramente avaliados quanto a coloracéo e peso. A aflatoxina B1 nas
amostras foi determinada através dos métodos, de cromatografia em camada delgada
midificado, e de ELISA (MaxSignal®, Bioo Scientific Corporation).

Foi observado que 43,9% dos figados amostrados apresentavam a coloragéo
moderada, 38,8% a coloragdo normal e, 17,3% a coloragdo palida, apresentando,
respectivamente, um peso médio de 42,66+4,45 g, 40,06+5,07 g e 44,78+5,31 g, sendo
estastisticamente diferente (P<0,0001).

A aflatoxina B; foi detectada em 39% das amostras de figado e 13,8% de moela,
sendo os niveis de contaminacdo, inferiores aos limites estabecelicidos na legislagdo. O
nivel de contaminagdo por aflatoxina Bz variou de 0,57 pg/kg a 3,80 pg/kg, com uma
média de 1,54 pg/kg nos figados e, 1,06 pg/kg nas moelas, ndo sendo observadas
diferencas estatisticamente significativas entre os tipos de amostra e os locais de
amostragem (P>0,05). Foi observada uma relacdo linear negativa entre a ocorréncia da
aflatoxina B nos figados e 0s pesos.

As Dbaixas concentragcbes de aflatoxina B: nas amostras de figado e moela,
pressupde, que estes produtos ndo apresentam risco a saude do consumidor. Mesmo
assim, torna-se necessaria a elaboracao de programas de pesquisa de aflatoxinas tanto nas

miudezas de frangos, como nas racdes e, a optimizacdo de métodos para a sua analise.

Palavras-chave: Aves de corte, miudezas, Aspergillus, aflatoxinas, legislacdo, Maputo.
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ABSTRACT

This study aimed to determine the occurrence of aflatoxin Bz in chichen livers and
gizzards produced in Maputo. Five hundred and eight samples (294 livers and 214
gizzards) were collected from industrial and local (communitarian) boiler production and
culling systems. Liver samples were initially evaluated in terms of color and weight. The
aflatoxina B1 was analyzed by modified thin layer chromatography method and ELISA
(MaxSignal®, Bioo Scientific Corporation).

It was found that 43.9% of livers presented moderate color, 38.8% normal and
17.3% pale, with weight mean, 42.66+4.45 g, 40.06+5.07 g and 44.78+5.31 g,
respectively. Statistically differences between the livers colour and weight was found
(P<0.0001).

The aflatoxin B: was detected, in 39% and 13.8% of the liver and gizzard
samples, respectevelly. The contamination level was below the most maximum
recommended levels. The aflatoxin B; mean contamination levels was 1.54 pg/kg for
liver samples and 1.06 pg/kg for gizzard. The maximum and minimum level was
respectevelly, 0.57 pg/kg and 3.80 pg/kg. Statistical differences were not found between
sample type and the sampling locals (P>0.05). A negative linear relation between the
livers weight and aflatoxin B1 contamination level was founded.

The low levels of aflatoxin B: founded sugest that these products do not present
any risk to the consumer. Although this, aflatoxin research programs are a needed in both

chicken giblets and poultry feeds, and also, optimization methods for their analysis.

Key words: Poultry, giblets, Aspergillus, aflatoxins, legislation, Maputo.
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1. INTRODUCAO

A avicultura de corte representa uma actividade de enorme importancia ao nivel
mundial, incluindo Mogambique, visto que constitui uma das principais fontes de
proteina animal, a disposicdo das populaces (Nicolau et al., 2011; Amaral e Mlay,
2012; FAO, 2013; Farrell, 2013ab). No entanto, a dieta das aves, composta
basicamente por ingredientes de origem vegetal, especialmente, o milho e a soja, é
susceptivel de contaminacdo por micotoxinas, em particular as aflatoxinas,
representando um sério risco a saude animal e humana (Hussain et al., 2010;
Lizérraga-Paulin et al., 2011; Ravindran, 2013ab; Ribeiro et al., 2015).

As aflatoxinas sdo um grupo de metabolitos secundarios toxicos, produzidos
predominantemente por fungos do género Aspergillus, principalmete, Aspergillus
flavus, Aspergillus parasiticus e Aspergillus nomius (Dors et al., 2011; Lizarraga-
Paulin et al., 2011; Darsanaki et al., 2013), em condicdes de temperatura e humidade
especificas (Wu e Khlangwiset, 2010; Dors et al., 2011; Tajkarimi et al., 2008a).
Dentre as diferentes aflatoxinas ja identificadas, a aflatoxina B1 (AFB;), a aflatoxina
B> (AFB>), a aflatoxina G: (AFG:) e a aflatoxina G2 (AFG2) sdo consideradas as
aflatoxinas mais importantes (Dors et al., 2011; Lizarraga-Paulin et al., 2011,
Darsanaki et al., 2013).

A AFB: constitui a principal aflatoxina produzida pelos fungos toxigenos e, a
de maior preocupacdo, por ser altamente toxica e carcinogénica (Wu e Khlangwiset,
2010; Rashid et al., 2012; Darsanaki et al., 2013), para além de mutagénica,
teratogénica e imunossupressora (Hussain et al., 2010; Dors et al., 2011; Lizarraga-
Paulin et al., 2011; Wu et al., 2011). Devido a estas propriedades, a AFB; €
considerada pela International Agency for Research on Cancer (IARC) como agente
carcinogénico do Classe 1 (Oliveira e Germano, 1997; IARC, 2012).

A AFB;: quando ingerida pelos animais, incluindo aves, pode ser metabolizada
dando origem a aflatoxina M1 (AFM1), que possui propriedades, toxicas semelhantes a
original (Zaghini et al., 2005; Dors et al., 2011; EI-Desouky et al., 2014). Residuos de

AFBs, assim como de AFMi, podem estar presentes nos tecidos e ovos de aves,
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quando estas sdo submetidas a dietas contaminada por 250-3310 pg/kg ou ppb de
AFB; (Hussain et al., 2010; Liu et al., 2011; Khan et al., 2013; Herzallah et al., 2014).

As aves, em especial os frangos de corte, sdo extremamente sensiveis a AFB; e
apresentam uma elevada capacidade de retencdo da mesma, resultante da sua eficiente
biotransformacdo hepética em metabdlitos altamente reactivos (Salle et al., 2001;
Salle et al., 2002; Diaz e Murcia, 2011; El-Desouky et al., 2014). Embora a retencéo
de AFB: nos 6rgdos animais seja influenciada por factores, como caso de niveis
dietéticos de AFB1, tempo de administracdo, idade e espécie, tém sido demostrado por
varios autores que esta toxina encontra-se em maior quantidade no figado quando
comparada com outros 6rgaos (Salle et al., 2001; Salle et al., 2002; Diaz e Murcia,
2011; Herzallah et al., 2014).

Sendo a AFB; considerada um grande risco para a Saude Publica, a incidéncia
e 0 nivel de contaminacdo desta toxina nos paises desenvolvidos € continuamente
monitorada em racdes e em produtos de origem animal através de diferentes métodos
cromatograficos e imunoenzimaticos (Salle et al., 2001; Salle et al., 2002; Vilar et al.,
2002; Alkhalaf et al., 2010; Takino et al., 2011; Rashid et al., 2012; Pourelmi et al.,
2013; El-Desouky et al., 2014). Nos paises em desenvolvimento como € o caso de
Mocambique, apesar do mesmo estar entre os paises com elevadas incidéncias de
contaminacgdo de produtos agricolas por aflatoxinas (Mondlane et al., 2005; Augusto
et al., 2014), o seu controlo ndo é feito de forma sistematica e continuada.

Assim com presente trabalho pretendeu-se determinar a ocorréncia de AFB;
em figados e moelas de frangos de corte, e verificar se estes produtos constituem risco

para a salde do consumidor.

1.1. Problema e Justificacdo do Estudo

A exposicdo do homem e de animais a aflatoxinas, em especial AFB;1, por ingestdo de
alimentos contaminados, pode causar diversos problemas, tanto de salde como
econdmicos (FAO, 2004; Freire et al., 2007; IARC, 2012).

Em humanos, para além de aflatoxicose, uma intoxicacdo caracterizada pela

mé absor¢do e inibicdo enzimética a nivel hepéatico, a AFB: pode levar ao

Sineque, Alberto Romao Pégina 2
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desenvolvimento do carcinoma hepatocelular (cancro do figado), devido a ligacdo do
metabdlito intermediério aflatoxina-8,9-epoxido, ao ADN (Geng-Sun, 1994; Wild e
Gong, 2010; Lizarraga-Paulin et al., 2011; Wu et al., 2011). Para além disso, a AFB;,
assim como as outras aflatoxinas, tém sido associadas a varios problemas actuais de
Saude Puablica nos paises em desenvolvimento, como o caso da incidéncia de outros
cancros (da mama, da prostata e do trato gastrointestinal) (Wild e Gong, 2010), da
incidéncia da malnutricdo proteico-energética em criancas (Oliveira e Germano, 1997;
Cardwell, 2001), para além da progressao da infeccdo pelo virus de imunodeficiéncia
humana (HIV) (Cardwell, 2001; Paul et al., 2007; Wu et al., 2011; Zacarias e Rubio,
2013).

Na avicultura, esta toxina pode causar aflatoxicose em frangos de corte,
resultando frequentemente em enormes perdas econdmicas, associadas principalmente
a diminuicdo significativa do peso corporal dos frangos (Santurio, 2000; Dos Anjos et
al., 2016) e a presenca de lesdes e alteracdes de coloracdo de suas visceras comerciais,
ou seja, miudezas (Salle et al., 2001; Salle et al., 2002; Herzallah et al., 2014).

Em Mocambique, informacdo datada 1993 estimava uma exposicdo diaria
entre 20,3 e 183,7 ng/kg, com uma incidéncia entre 5,9 e 14 por cem mil habitantes
por ano (Oliveira e Germano, 1997; IARC, 2012). No entanto, mesmo com estes
pressupostos, nada se sabe sobre a ocorréncia de aflatoxinas e seus metabolitos em
produtos de origem animal, e especial avicola, produzidos e comercializados a nivel
nacional.

Recentemente no pais, estudos feitos (Mondlane et al., 2005; Warth et al.,
2012; Augusto et al., 2014), demonstram, a presenca de aflatoxinas em niveis acima
dos recomendados pela legislacdo internacional. Warth et al. (2012) observou que
46% de amostras de milho tinham uma concentra¢ao média de 114 pg/kg de AFB1.
Num outro estudo, Augusto et al. (2014), verificaram que apenas, 10% e 20% de
amostras de milho e amendoim, respectivamente, eram seguras para 0 CONSUMO
humano. Em 2005, Mondlane e colaboradores reportaram que 65% (n=45) das

amostras de ragdo eram positivas para AFB1, com uma concentra¢cdo media de 31,1

pg/kg.
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Esta elevada incidéncia de aflatoxinas e em niveis acima dos recomendados em
racOes para aves e seus ingredientes, no caso do milho, representa um potencial perigo
para a saude da populagdo, visto que a avicultura constitui uma fonte acessivel de
proteina animal. Adicionalmente, o comércio dos produtos avicolas tem aumentado de
forma significativa em Mocgambique, principalmente em Maputo, onde os indices de
producéo e consumo séo elevados (Nicolau et al., 2011; Amaral e Mlay, 2012).

Tendo em conta estes pressupostos e a importancia das aflatoxinas para a
Saude Publica, para além da falta de informacdo e estudos a nivel nacional sobre a
teméatica em produtos de origem animal, o presente estudo pretendeu de forma
exploratoria, responder as seguintes questdes: (i) Qual é a situacdo de ocorréncia de
AFB: em os figados e moelas de frango de corte produzidos em Maputo? e (ii) Sera
que os niveis de AFB:1 em os figados e moelas de frango de corte produzidos em
Maputo estdo dentro dos limites maximos estabelecidos pela legislagdo internacional
para alimentos destinados ao consumo humano?

Assim, espera-se que este estudo sirva de base cientifica para alertar sobre o
risco de exposicdo as aflatoxinas, decorrentes do consumo de produtos de origem
animal, em especial as visceras. Deste modo contribuir-se-a para a elaboracdo ou
melhoria das estratégias de controlo sanitario nas criagbes pecuarias, visando a

seguranca dos alimentos destinados ao consumo animal e humano.
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2. OBJECTIVOS
2.1. Geral

e Determinar a ocorréncia de aflatoxina B; em figados e moelas de frangos de

corte produzidos e abatidos em Maputo.
2.2. Especificos

e Detectar e quantificar a aflatoxina B; em figados e moelas de frango de corte
dos locais formais e informais em Maputo utilizando o método de
cromatografia em camada delgada;

e Detectar e quantificar a aflatoxina B; em figados e moelas de frango de corte
dos locais formais e informais em Maputo utilizando 0 método de ELISA,;

e Comparar os niveis de aflatoxina B detectada nos figados e moelas pelos dois
métodos entre os locais formais e informais;

e Verificar se os niveis de aflatoxina B1 encontrados nos figados e moelas estéo
dentro dos limites estabelecidos pela legislacdo vigente para alimentos

destinados ao o consumo humano.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Avicultura em Mocambique

A actividade avicola de corte possui uma importancia significativa na producao
mundial de proteina animal (Nicolau et al., 2011; Amaral e Mlay, 2012; Farrell,
2013), visto que a carne de frango, contribui com mais de 30% do total de proteina
consumida no mundo (Farrell, 2013).

Em Mogambique, a actividade avicola, tém sido considerada como tendo um
papel complementar & actividade agricola, na sobrevivéncia das populagdes (Nicolau
et al., 2011; Amaral e Mlay, 2012; FAO, 2013). Contudo, nas ultimas décadas, tém-se
verificado, transformacfes no sector técnico-produtivo, tornando-a uma actividade
vital na contribuicdo a nutricdo, por representar para além de uma das alternativas
mais rapidas e de menor custo de producdo, uma das principais fontes de proteina
animal, para o consumo, disponivel para as populagdes (Nicolau et al., 2011; Amaral e
Mlay, 2012; FAO, 2013). Para além disso, esta constitui também um dos sectores da
pecuaria que mais contribui para a geracdo de emprego (Nicolau et al., 2011; Amaral e
Mlay, 2012; FAO, 2013).

O sistema de producéo avicola caracteriza-se maioritariamente, por um arranjo
comercial do tipo pequeno produtor-empresa de abate (Nicolau et al., 2011), embora
verifique-se, um aumento na distribuicdo dos frangos, para abate nas granjas e nos
locais de abate comunitarios, assim como para 0 mercado livre (Nicolau et al., 2011;
FAO, 2013).

No entanto, embora tenha havido transformacGes significativas no sector
técnico-produtivo nesta actividade pecuaria, principalmente, a nivel dos pequenos e
médios produtores, observam-se ainda, constrangimentos ligados especialmente a
qualidade da matéria-prima base, utilizada na fabricacdo de racdes, onde o milho, um
dos produtos agricolas mais susceptivel a contaminacdo por micotoxinas, tem um
papel importante (Amaral e Mlay, 2012; FAO, 2013; Ravindran, 2013ab; Dos Anjos et
al., 2016). Estudos realizados (Amaral e Mlay, 2012; Warth et al., 2012; Augusto et

al., 2014) reportam que, os graos de milho tém estado frequentemente contaminados
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com Aspergillus spp. Estes fungos sdo capazes de produzir aflatoxinas, quando as
condicdes, de producdo, colheita, transporte e armazenamento, forem inadequadas
(Warth et al., 2012; FAO, 2013; Augusto et al., 2014; Dos Anjos et al., 2016).

3.2. Aflatoxinas

As aflatoxinas sdo metabolitos secundarios produzidos por certos grupos de fungos,
que geralmente colonizam os alimentos nos campos agricolas ou durante o seu
armazenamento (Freire et al., 2007; Dawson et al., 2006; Ribeiro et al., 2015).
Embora estes metabdlitos ndo possuam qualquer importancia para a reproducdo e
sobrevivéncia dos fungos, sdo de enorme importancia em Saude Publica por serem
altamente toxicos, podendo causar doencas e até morte, quando presentes nos
alimentos e ingeridas pelo Homem e os animais (FAO, 2004; Freire et al., 2007;
IARC, 2012).

A descoberta, assim como os primeiros estudos sobre as aflatoxinas iniciaram-
se em 1960 quando ocorreu, na Inglaterra, um surto de uma doenca denominada
naquela altura de “Doenga X dos perus”, que causou a morte de milhares de perus e
patos, e centenas de outras aves domésticas (Borges, 2005; Kwiatkowski e Alves,
2007; Yunus et al., 2011). A causa deste surto havia sido atribuida a uma substancia
toxica presente no amendoim proveniente do Brasil, uma das matérias-prima da racao
das aves. Apds analises microbioldgicas e quimicas deste amendoim, foi detectada a
presenca de Aspergillus flavus, constatando-se posteriormente que esta espécie fungica
era produtora de um composto toxico denominado “aflatoxina” (Borges, 2005;
Kwiatkowski e Alves, 2007; Yunus et al., 2011), nome resultante da cominacgédo de
outras trés palavras: “a”, do género Aspergillus; “fla”, da espécie flavus; e “toxina”,
que significa veneno (Yunus et al., 2011; Feddern et al., 2013).

Actualmente, sabe-se que as aflatoxinas sdo produzidos restritamente por
espécies do género Aspergillus, e principalmente, por espécies da sec¢do ndo Flavi, A.
flavus, A. parasiticus e A. nomius (Lizarraga-Paulin et al., 2011; Bbosa et al., 2013;
Darsanaki et al., 2013; Augusto et al., 2014), sendo as duas primeiras espécies

consideradas como mais importantes sob o ponto de vista econdmico (Borges, 2005;
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Wu et al., 2011; Feddern et al., 2013; Wu, 2015; Pinotti et al., 2016). Por ouro lado,
outras espécies ndo pertencentes a esta seccdo, como A. pseudotamarii, A. bombycis,
A. minisclerotigenes, A. parvisclerotigenus, A. ochraceoroseus, A. rambellii,
Emericella venezuelensis e E. astellata, podem produzir as aflatoxinas, porém, em
menor frequéncia (Lizéarraga-Paulin et al., 2011; Augusto et al., 2014).

Cerca de 18 tipos de aflatoxinas estdo identificados e caracterizadas, sendo
todas, originadas dos grupos “B e G”, referentes, respectivamente, as caracteristicas a
azul (“Blue”) e verde (“Green”), apresentadas quando submetidas a luz ultravioleta de
ondas longas (Yunus et al., 2011; Wu et al., 2011; Bbosa et al., 2013; Feddern et al.,
2013). Entre estas, as principais sdo a aflatoxina B: (AFB;) aflatoxina B> (AFBy),
aflatoxina G: (AFG:) e aflatoxina G2 (AFG2), conhecidas como contaminantes
naturais de produtos agricolas (Dors et al., 2011; Yunus et al., 2011; Wu et al., 2011;
Bbosa et al., 2013; Feddern et al., 2013), sendo a AFB; e AFG: as que ocorrem com
mais frequéncia e em maior quantidade (Borges, 2005; Yunus et al., 2011; Bbosa et
al., 2013; Feddern et al., 2013). A AFB1 e AFB; séo produzidas por cerca de 25% a
50% das estirpes de A. flavus e A. pseudotamarii (Dors et al., 2011; Lizarraga-Paulin
et al. 2011; Feddern et al., 2013), enquanto, a maioria das estirpes de A. parasiticus e
A. nomius produzem a AFBi, AFB;, AFG: e AFG: (Lizarraga-Paulin et al. 2011;
Feddern et al., 2013).

Outras aflatoxinas relevantes incluem, sdo as aflatoxinas M1 (AFMi) e M2
(AFM), que sdo respectivamente, metabolitos da AFB: e AFB,, que podem ser
encontradas no leite, urina e tecidos musculares de animais e humanos, expostos a
uma dieta contaminada (Borges, 2005; Dors et al., 2011; Yunus et al., 2011; Bbosa et
al., 2013; Darsanaki et al., 2013).

As aflatoxinas apresentam uma incidéncia relativamente alta nas regifes
tropicais e subtropicais, por consequéncia da existéncia de condicGes ideais para o
crescimento de Aspergillus, em especial os da seccdo Flavi (Borges, 2005;
Kwiatkowski e Alves, 2007; Dors et al., 2011; Yunus et al., 2011; Augusto et al.,
2014; Wu, 2015; Pinotti et al., 2016). O Aspergillus desenvolve-se preferencialmente

numa faixa de temperatura entre 24°C a 35°C, tolerando temperaturas entre 12°C e
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40°C, com humidade relativa entre 80-85% (FAO, 2004; Borges, 2005; Kwiatkowski
e Alves, 2007; Tajkarimi et al. 2008a; Wu e Khlangwiset, 2010).

Para além dos factores arrolados, em Mocambique, tal como em outros paises
da regido tropical, a dificuldade verificada para a colheita dos cereais e grdos no
estagio correcto de humidade e maturacdo, e com integridade fisica intacta, constitui
um dos pontos criticos para a producdo de aflatoxinas pelos fungos (FAO, 2004; Wu
et al., 2011; Oliveira, 2010; Augusto et al., 2014; Pinotti et al., 2016). Por outro lado,
0 transporte destes produtos com altos teores de humidade por longas distancias e
periodos prolongados, propiciam a formacdo de um microclima, que, aumenta ainda
mais as condicdes para o desenvolvimento dos fungos (FAO, 2004; Oliveira, 2010;
Wu e Khlangwiset, 2010; Wu et al., 2011; Pinotti et al., 2016). Assim, para que seja
possivel a intervencdo visando a diminuicdo na producdo de micotoxinas e sua
ocorréncia nos alimentos, torna-se fundamental, a compreensdo dos factores que

influenciam a producéo de micotoxinas.
3.2.1. Estrutura quimica e propriedades fisico-quimicas

Biossinteticamente, as aflatoxinas sdo consideradas difuranocumarinas, compostos
heterociclicos altamente oxigenados, com estruturas quimicas intimamente
relacionadas entre si (Borges, 2005; Yunus et al., 2011; Bbosa et al., 2013), conforme
representado na Figura 1.

As aflatoxinas sdo agrupadas em duas importantes series estruturais quimicas:
a série difurocumarociclopentanona, e a serie difurocumarolactona (Bbosa et al.,
2013). A primeira série, representada pelas aflatoxinas tipo “B” (AFB1 e AFB>) e “M”
(AFM: e AFMy), apresenta na sua estrutura, como o proprio nome indica, um anel
ciclopentano, enquanto, a segunda serie, resentada pelas aflatoxinas tipo “G” (AFG; e
AFG>), possui um anel lactona insaturada (6-pentanona) (Borges, 2005; Bbosa et al.,
2013). Por outro lado, na sequéncia biossintética das aflatoxinas, a AFB, e a AFG; séo
respectivamente, dihidroderivados de AFB: e AFG: (Borges, 2005; Feddern et al.,

2013), e a AFM; e a AFM; sdo respectivamente, metabolitos monohidroxilados de
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AFB: e AFB; (Dors et al., 2011; Lizéarraga-Paulin et al., 2011; Feddern et al., 2013;
Darsanaki et al., 2013).

A presenga de um anel de lactona na estrutura das aflatoxinas confere a
caracteristica essencial para a sua fluorescéncia, constituindo entdo, a base de muitas
das técnicas de detencdo e quantificacdo dessas micotoxinas (Borges, 2005; Yunus et
al., 2011). Esta fluorescéncia varia entre as aflatoxinas, na intensidade de emiss&o. Por
exemplo, no grupo de aflatoxinas tipo B, a AFB> possui uma fluorescéncia oitos vezes
maior que da AFB;, enquanto, a AFM: e AFM,, apresentam uma fluorescéncia trés
vezes mais que das AFB1 e AFB; (Borges, 2005; Yunus et al., 2011).

OCH;
\\ 0]
0 o} o}
O,/
Aflatoxina By Aflatoxina B>

Aflatoxina G;

OCH;

Aflatoxina M; Aflatoxina M,

Figura 1. Estrutura quimica das aflatoxinas mais importantes. Yunus et al. (2011).
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As aflatoxinas apresentam baixo peso molecular e hidrossolubilidade reduzida,
sendo, bastante sollveis em solventes de polaridade intermédia como cloroférmio,
metanol, acetona e dimetilsulféxido, podendo facilmente sofrer recristalizacéo
(Feddern et al., 2013). Por outro lado, estas apresentam pontos de fusdo elevados,
sendo que no seu estado puro, sdo extremamente termoestaveis a, resistindo bastante
as condi¢des normais de cozimento e de pasteurizacdo de alimentos, quando presentes
nestes, ao ponto de ocorrer pequena ou nenhuma destruicdo (Feddern et al., 2013;
Trombete et al., 2013). Tabela 1 apresenta as propriedades quimicas e fisicas das

aflatoxinas mais importantes.

Tabela 1. Propriedades quimicas e fisicas das principais aflatoxinas.

Absorcio UV max [£(L mol™

Série Aflatoxina Formula Peso Ponto de fusdo cm™)], metanol
molecular molecular (°C)
265 nm 360-362 nm
AFB; C17H1206 312 268-269 12 400 21 800
AFB; C17H1406 314 286-289 12 100 24000
Série DcP
AFM; C17H1207 328 299 14 150 21 250°
AFM, C17H1207 330 293 12 1002 22 900°
AFG; C17H1206 328 244-246 9 600 17 700
Série DL
AFG; C17H1206 330 237-240 8 200 17 100

DcP - Difurocumarociclopentanona; DL - Difurocumarolactona; a - Absor¢cdo no comprimento de onda de 264 nm; b -
Absorcao no comprimento de onda de 357 nm. Borges (2005) e Bbosa et al. (2013).

No entanto, quando se encontram em solventes polares, aflatoxinas sao
relativamente sensiveis a luz, particularmente radiacdo ultravioleta, decompondo-se
facilmente quando expostas ao ar (Borges, 2005). Andrellos e colaboradores, citados
por Borges (2005) estudaram a fotodecomposicdo de aflatoxinas em solucbes
metanolicas sob acc¢do de luz ultravioleta, tendo verificado, que por cada hora, 8 a
10% da aflatoxina em metanol decompunha-se, quando comparadas a solugdes de
cloroférmio e benzeno, que tendem a ser estaveis durante anos, quando conservadas

no escuro e sob refrigeracdo. Por outro lado, segundo 0s mesmos autores, esta
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decomposicdo pode interferir na sua identificacdo e quantificagcdo por comparacao

visual das fluorescéncias, sendo mais rapida em silica gel que em solugoes.

3.3. Aspectos Toxicocinéticos e Toxicodinamicos das Aflatoxinas

3.3.1. Absorcao e excrecao

Devido ao seu baixo peso molecular e sua lipossulubilidade, a AFB1 assim como as
outras as aflatoxinas, sdo rapidamente absorvidas no trato gastrointestinal e
distribuidas aos diferentes 6rgdos no organismo, como os musculos, rins e tecido
adiposo (Salle et al., 2001; Salle et al., 2002; Borges, 2005; Oliveira, 2010; Yunus et
al., 2011; Tessari e Cardoso, 2012). Estudos feitos, demostraram em ratos que
praticamente toda aflatoxina, neste caso a AFB1, administrada oralmente € absorvida
(Coulombe e Sharma, 1985; Yunus et al., 2011; Tessari e Cardoso, 2012), seguida de
uma intensa biotransformacdo, ou seja, metabolizacdo, principalmente no figado,
resultando em metabdlitos (Acosta et al., 1989; Borges, 2005; Yunus et al., 2011;
Tessari e Cardoso, 2012).

No entanto, excrecdo da AFB: assim como as outras as aflatoxinas do
organismo tende a ser mais lenta, em comparagdo com 0 caso de outras micotoxinas
(Yunus et al., 2011; Tessari e Cardoso, 2012; Bbosa et al., 2013). De acordo com
Salle et al. (2002) e Borges (2005), cerca de 90% de AFB;: ingerida é geralmente
eliminada do organismo no periodo de 24 horas, podendo os outros 10% permanecer
nos tecidos durante varios dias. As principais vias de excre¢do das aflatoxinas e seus
metabolitos incluem, as vias, urinaria e fecal (Feddern et al., 2013), embora também
considere-se a secre¢do lactea como uma das vias, pela excrecdo da AFM; (Acosta et
al., 1989; Borges, 2005; Tajkarimi et al. 2008a).

Vaérios estudos tém sido feitos (Mabee e Chipley, 1973; Sawhney et al., 1973;
Wolzak et al., 1986; Hussain et al., 2010) para avaliar a capacidade de retencdo de
AFB: e seus metabolitos nos tecidos de animais, constatando-se que a retengdo de
residuos da toxina tende a aumentar, a medida que a concentracdo dietética da toxina
aumenta, porém, diminuindo a medida que a exposicao é prolonga ou com o0 aumento

da idade, no caso de aves.
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Mabee e Chipley (1973) investigando o metabolismo de AFB: em galinhas
poedeiras durante uma exposicdo continua da toxina por 14 dias consecutivos,
constataram apds 5 horas da administragdo da Gltima dose de AFB: marcada com
radiocarbono (**C), que a radioactividade total nas galinhas foi aproximadamente igual
a dose diaria da toxina. Por outro lado, os autores verificaram que a maior parte da
AFB: administrada durante os primeiros 13 dias foi excretada antes da administracéo
da dose final no 14° dia, sugerindo entdo, que a excrecdo da AFB: é mais rapida
quando a exposicao for continua.

Sawhney et al. (1973), utilizando também AFB; marcada com radiocarbono
(}*C) em galinhas poedeiras, observaram uma taxa de recuperagdo de apenas 28% da
dose de AFB: administrada durante as primeiras 24 horas e, 71% apés 7 dias. Estes
também constataram, maior acumulacdo de radioactividade no figado e érgédos
reprodutivos, sugerindo entdo que estes Orgdos, constituiam os principais locais de
retencdo de AFB;: e/ou de seus metabdlitos.

Wolzak et al. (1986), num estudo sobre a retencéo e eliminacdo de aflatoxinas
em tecidos de frangos, verificaram que a concentracdo dos residuos de aflatoxinas foi
elevada no rim, na moela e no figado, ap6s uma exposi¢do dos frangos a uma mistura
de AFB: e AFB: durante 4 semanas. Constataram também que 7 dias ap0s a remocgao
da racdo contaminada, os residuos de aflatoxina ndo poderiam ser detectados nos
tecidos analisados.

Estudos recentes em aves também indicam que a excrecdo de AFB; tende a
aumentar com exposi¢cdes prolongadas a toxina. Hussain et al. (2010) alimentaram
pintos de frangos de corte com ragbes contendo 0, 1,6, 3,2, e 6,4ug de AFBi/kg
durante 7, 14 e 28 dias de idade, tendo verificado que apos 2 a 3 dias de exposi¢do, a
AFB: poderia ser detectada no figado dos frangos expostos a 1,6ug de AFB1/kg, assim
como aos niveis dietéticos mais elevados. Também constataram que 10 dias apés a
remocdo da racdo contaminada, a concentracdo dos residuos de AFB;1 no figado, assim
como nos musculos dos frangos, incluindo dos expostos a niveis mais elevados da
toxina, diminuiu para niveis bem inferiores. Os autores concluiram que residuo de

AFB: em tecidos aumenta, com 0 aumento da concentracdo dietética da toxina, porém,

Sineque, Alberto Romao Pégina 13



Pesquisa de aflatoxina B1 em figados e moelas de frangos de corte produzidos em Maputo

diminui com o aumento da idade (ou depois de uma exposicdo mais longa) dos
frangos de corte, sugerindo entdo que a eliminacdo de AFB; dos tecidos tende a ser
rapida em aves mais velhas do que em aves mais jovens.

Resultados similares tém sido descritos em outros animais. Acosta et al.
(1989), administraram a cabras 100ug/kg de AFB;1 por endovenosa, e verificaram uma
taxa de excrecdo AFM:i no leite, apds conversdo de AFBi, de 2,09 a 3,67%,
percentagens, segundo os autores, semelhantes as descritas para bovinos. Também
constataram que o nivel maximo de eliminac&o ocorreu 16 horas ap6s a administragdo

de AFB;, e passadas 96 horas, a AFM: ndo foi detectada no leite.
3.3.2. Biotransformacéo e mecanismos de toxicidade

As aflatoxinas, especialmente, da AFB:, a de maior significancia toxicologica,
apresentam vias de biotransformacgéo, que variam entre as espécies animais (Borges,
2005; Oliveira, 2010; Diaz e Murcia, 2011). A biotransformacdo da AFB;, assim
como de outras aflatoxinas, ocorre em sua maior parte, no figado, pela accdo de
oxidases de funcdo mista (Acosta et al., 1989; Borges, 2005; Diaz e Murcia, 2011),
que sdo enzimas microssomais do citocromo P-450 (CYP), localizadas no reticulo
endoplasmatico liso e no citoplasma celular (Oliveira, 2010; Yunus et al., 2011; Bbosa
et al., 2013).

De acordo com Yunus et al. (2011) e Bbosa et al. (2013), dos diferentes tipos
de CYP ja identificados em animais, pelo menos trés (CYP1A2, CYP3A4 e CYP2A6)
constituem os principais responsaveis pela activacdo da molécula de AFBi1. A
presenca ou auséncia de um ou mais desses citocromos, assim como 0 seu grau de
actividade, podem determinar a susceptibilidade da espécie animal a AFB; (Yunus et
al., 2011; Bbosa et al., 2013).

Para aléem do figado, um dos Orgdos que possuem participacdo activa na
desintoxicacdo de aflatoxinas, sdo o0s rins, estando juntos, entre os 0rgdos onde sdo
detectadas maiores concentracdes dos residuos de aflatoxina (Borges, 2005; Diaz e
Murcia, 2011; Yunus et al., 2011).
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A biotransformacéo da AFB; caracteriza-se por ser um processo complexo, no
qual envolvem de quatro mecanismos, representados basicamente, por reacgdes de
epoxidacéo, hidratagdo, hidroxilacdo e O-dimetilacdo (desmetilacdo) (Borges, 2005;
Oliveira, 2010; Diaz e Murcia, 2011; Dhanasekaran et al., 2011; Bbosa et al., 2013),
conforme representado na Figura 2. Nestas reacc¢des, originam-se numa primeira fase,
compostos com tendéncia a tornar-se mais hidrofilos, e na segunda fase, estes
compostos produzidos inicialmente sdo conjugados a substancias endégenas, como 0s
sulfatos, grupos metil e acil, e posteriormente, excretados (Borges, 2005; Diaz e
Murcia, 2011; Dhanasekaran et al., 2011; Bbosa et al., 2013).

A biotransformacdo da AFB; é activada através da reaccdo de epoxidacdo da
dupla ligagéo de carbonos 8 e 9, formando o AFB1-8,9-epdxido, que € um composto
intermediario altamente reactivo, capaz de interagir com macromoléculas
nucleofilicas, tais como, acido desoxirribonucleico (ADN) &cido ribonucléico (ARN) e
proteinas (Borges, 2005; Diaz e Murcia, 2011; Dhanasekaran et al., 2011; Lizarraga-
Paulin et al., 2011; Yunus et al., 2011; Bbosa et al., 2013; Feddern et al., 2013). Estas
ligacGes originam a formacdo de adutos, que representam a primeira lesdo bioquimica
causada pela AFBg, assim como outras aflatoxinas (Dhanasekaran et al., 2011; Bbosa
et al., 2013). No entanto, a ligagdo AFB:-8,9-epdxido com o ADN, origina 0s
mecanismos basicos de iniciacdo de processos mutagénicos e carcinogénicos (Wild e
Gong, 2010; Wu e Khlangwiset, 2010; Diaz e Murcia, 2011; Dhanasekaran et al.,
2011; Lizéarraga-Paulin et al., 2011; Wu et al., 2011; Bbosa et al., 2013; Feddern et al.,
2013).

A AFB: e a AFB:-8,9-epoxido podem sofrer hidrolise, resultando
respectivamente, na formagdo de aflatoxina B2a (AFB:2a) e aflatoxina B1-8,9-dihidro-
8,9dihidroxi (AFB:-dihidrodiol), que reagem com grupos amino primarios das
proteinas, originando os adutos denominados bases de “Schiff” (Borges, 2005; Diaz e
Murcia, 2011; Dhanasekaran et al., 2011; Bbosa et al., 2013). As bases de “Schiff”,
em conjunto com o ARN e proteinas, podem promover alteracdes quimicas que levam
a disfuncionalidade desses componentes celulares, relacionados a toxicidade aguda da

AFB; tais como, a inibicdo da sintese proteica e reducdo da actividade enzimatica
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(Borges, 2005; Diaz e Murcia, 2011; Dhanasekaran et al., 2011; Lizarraga-Paulin et
al., 2011; Bbosa et al., 2013; Feddern et al., 2013), interferindo no metabolismo de
carboidratos e lipidos (Wu e Khlangwiset, 2010; Diaz e Murcia, 2011; Lizarraga-
Paulin et al., 2011). Por outro lado, uma outra via importante de detoxificacdo da
AFB:1-8,9-epOxido consiste na sua conjugacdo com a glutationa reduzida (Borges,
2005; Dhanasekaran et al., 2011; Bbosa et al., 2013).

A AFB: também pode ser reduzida por accdo catalitica de um sistema de
redutase citoplasmatico dependente de NADPH, resultando na formacéo do aflatoxicol
(AFL) (Dhanasekaran et al., 2011; Bbosa et al., 2013), composto de menor toxicidade
que a AFB;, contudo, podendo actuar como reservatério da AFB;, devido a
caracteristica de reversibilidade desta reaccdo (Borges, 2005; Diaz e Murcia, 2011;
Lizarraga-Paulin et al., 2011). Ainda, através da reaccdo de hidroxilagdo, a AFB:
origina as aflatoxinas M1 e Qi (AFQ1), enquanto, na desmetilagdo produz-se a
aflatoxina P1 (AFP1), que podem ser conjugados a substancias endogenas e excretados,
principalmente atraves da urina e bile nas fezes (Borges, 2005; Diaz e Murcia, 2011;
Dhanasekaran et al., 2011; Lizarraga-Paulin et al., 2011; Bbosa et al., 2013). Segundo
Tajkarimi et al. (2008a), Diaz e Murcia (2011) e Lizarraga-Paulin et al. (2011),
embora a formacao desses derivados constitua parte do processo de detoxificacdo da
AFB;:, alguns destes, como a AFM3, também apresenta uma toxicidade semelhante a
da AFBi, pelo que, foi incluida pela IARC (1993) na classe 2B, como sendo

possivelmente carcinogénico para humanos.
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Figura 2. Mecanismo de Biotransformacgao e excrecdo da aflatoxina Bi. A ceta tracejada indica uma possivel
relagdo. Adaptado de: Diaz e Murcia (2011), Dhanasekaran et al. (2011) e Wu et al. (2011).

3.3.3. Toxicidade e efeitos biologicos

Desde a descoberta das aflatoxinas, seus efeitos negativos sobre a salde animal,
incluindo humana tem sido o foco activo, como objecto de pesquisa cientifica, sendo
sujeita a revisdes continuas. A exposicdo por ingestdo de aflatoxinas pelos animais e
humanos leva ao desenvolvimento de aflatoxicoses, que podem ser, agudas ou
cronicas, representando respectivamente, resultado das toxidades, aguda e cronica
(Borges, 2005; Oliveira, 2010; Diaz e Murcia, 2011; Wu et al., 2011; Tessari e
Cardoso, 2012).

A toxicidade das aflatoxinas, assim como os seus efeitos bioldgicos nos
animais, varia de acordo com a espécie animal, idade, sexo, estado nutricional, tempo

de exposicdo a toxina, e principalmente, com a dose ingerida (Oliveira e Germano,
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1997; Salle et al., 2002; Borges, 2005; Oliveira, 2010; Diaz e Murcia, 2011;
Lizarraga-Paulin et al., 2011; Wu et al., 2011; Yunus et al., 2011). Dentre os efeitos
toxicos decorrentes desta exposicdo, destacam-se as lesGes hepaticas,
imunossupressao, carcinogenicidade, mutagenicidade e teratogénicidade (Oliveira e
Germano, 1997; Borges, 2005; Diaz e Murcia, 2011; Lizarraga-Paulin et al., 2011; Wu
etal., 2011; Yunus et al., 2011).

Segundo Borges (2005), Oliveira (2010) e Diaz e Murcia (2011), as diferencas
de susceptibilidade as aflatoxinas entre as diferentes espécies animais, estdo
relacionadas as variagdes nos padrdes toxicocinéticos, especialmente nos processos de
distribuicdo, biotransformacdo e excrecdo dessas tdxicas no organismo destas

espécies.
3.3.3.1. Toxicidade

A comparacdo quantitativa da toxicidade, ou seja, a capacidade carcinogénica das
aflatoxinas em animais, principalmente a AFB1, considerada como a mais toxica (Dors
et al., 2011; Lizarraga-Paulin et al., 2011; Tessari e Cardoso, 2012; Darsanaki et al.,
2013), é realizada, através dos valores da dose média para a inducgédo da formacéao de
tumores (DLso). Estes valores de DLso sdo determinados pelo método proposto por
Gold et al., citado por Oliveira e Germano (1997), expressando-se em micrograma por
quilograma de peso corporal, por dia (ug/kg p.c./dia).

A Tabela 2 apresenta os valores da DTso apds ingestdo prolongada de
aflatoxina B na dieta para diferentes espécies animais. Entre 0s animais, 0s suinos sao
consideradas as espécies mais sensiveis as micotoxinas no geral (Borges, 2005;
Oliveira, 2010), enquanto, as aves sdo descritas como sendo espécies extremamente
sensiveis a AFB1, com o valor de DTso entre 6-30 pg/kg (Oliveira e Germano, 1997;
Borges, 2005; Diaz e Murcia, 2011; Tessari e Cardoso, 2012). Nos roedores, 0s ratos
machos mostram-se sensiveis aos efeitos da AFB1 em niveis a partir de 5 pg/kg na
dieta, enquanto, fémeas de ratos e certas linhagens de camundongos sdo relativamente
resistentes aos efeitos agudos e cronicos desta toxina, ndo apresentando,

respectivamente, nenhuma resposta em doses de até 12-17 ug/kg (Borges, 2005) e 70
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Hg/kg (Coulombe e Sharma, 1985; Oliveira e Germano, 1997), pois, devido a sua
répida excrecdo. Entre os mamiferos, os macacos por exemplo, sdo relativamente
sensiveis aos efeitos agudos da AFB;1 e mais resistentes aos efeitos cronicos (Oliveira
e Germano, 1997; Borges, 2005).

Tabela 2. Valores da dose média para a formagéo de tumores (DTso) ap6s ingestdo prolongada de aflatoxina B1 na

dieta para diferentes espécies animais.

Espécie animal DT50 (ug/kg p.c./dia)
Rato (fémea) 17,9
Rato (macho) 5,5-5,8
Coelho 0,3
Pato 0,36
Peru 0,34-0,56
Porco 0,6
Ovelha 2,0
Galinha (Pinto) 6,5-16,5
Macaco Rhesus 156
Camundongo >70

Adaptado de: Oliveira e Germano (1997) e Borges (2005).

A comparacdo da toxicidade em funcdo do sexo, tém evidenciado que na
maioria das espécies animais, a sensibilidade é acentuadamente maior nos machos que
nas fémeas (Gurtoo e Motycka, 1976; Coulombe e Sharma, 1985; Oliveira e Germano
1997). Gurtoo e Motycka (1976) avaliaram a capacidade de biotransformacdo da
AFB;:, entre ratos machos, machos castrados (tratados com testosterona) e fémeas, nao
tratados e tratadas com testosterona, tendo observado que, os machos, machos
castrados (tratados com testosterona) e fémeas tratadas com testosterona, apresentaram
maiores taxas de biotransformacdo da AFB1, quando comparados com as fémeas, ndo
tratados. Estudos in vivo, realizados pelos mesmos autores, demonstraram que a
ligacdo da AFB1 ao ADN hepético e proteinas em machos e fémeas tratadas com
testosterona ocorre com maior frequéncia quando comparadas com fémeas ndo

tratadas, sugerindo entdo, que os machos sdo mais sensiveis a ac¢do das aflatoxina.
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Em contrapartida, relativamente a idade, verifica-se que 0s animais mais
jovens sdo geralmente mais sensiveis aos efeitos toxicos das toxinas, uma vez que 0s
seus sistemas enzimaticos hepaticos, responsaveis pela sua biotransformacédo, ainda

nédo estdo completamente desenvolvidos (Coulombe e Sharma, 1985; Oliveira, 2010).
3.3.3.2. Efeitos bioldgicos

Os efeitos das aflatoxinas de maior significAncia em animais e humanos
incluem, os resultantes da toxicidade crénica, como o caso da carcinogénese hepatica,
mesmo quando ingerida em concentracbes muito baixas (Oliveira e Germano, 1997;
Diaz e Murcia, 2011; Wu et al., 2011; Yunus et al., 2011; IARC, 2012; Tessari €
Cardoso, 2012). Embora o figado seja o alvo primario, o desenvolvimento de cancro
em outros 6rgdos como 0 pancreas e intestino pode ocorrer (Oliveira e Germano,
1997; Oliveira, 2010; Wu et al., 2011; IARC, 2012; Zacarias e Rubio, 2013).

Nos animais, em particular os domeésticos, os efeitos da ingestdo de AFB: séo
semelhantes, caracterizando-se geralmente, em depressdo, anorexia, perda de peso,
hemorragia gastrointestinal, edema pulmonar e lesdes hepaticas, como também, a
supressdo da resposta de imunoldgica (Oliveira, 2010; Diaz e Murcia, 2011;
Lizarraga-Paulin et al., 2011; Wu et al., 2011; Yunus et al., 2011), resultando em
enormes perdas economicas devido a diminuicdo do crescimento e da qualidade da
carne e 0 aumento da incidéncia de doencas (Wu et al., 2011; Yunus et al., 2011;
Herzallah et al., 2014). Também tém sido verificadas, alteracdes semelhantes, embora
em menor proporcdo, principalmente a nivel dos rins, em casos de ingestdo de AFMy
(Oliveira, 2010).

Em humanos, embora apresentem uma certa resisténcia as aflatoxinas,
particularmente os adultos (Oliveira, 2010; Wu et al., 2011), verifica-se em casos de
aflatoxicose aguda, associada a doses extremamente elevadas de aflatoxina, a presenca
de hemorragia, edema, lesbes no figado, e até morte (Oliveira e Germano, 1997,
Oliveira, 2010; Lizarraga-Paulin et al., 2011; Wu et al., 2011).

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado uma correlacdo positiva entre a

ocorréncia das aflatoxinas, particularmente a AFB: na dieta de populagdes e a
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incidéncia do carcinoma hepatocelular, que apresenta, porém, uma acentuada variagdo
geografica, com predominio de paises da Africa, Asia e ilhas do Pacifico, conforme
ilustrado na Tabela 3 (Oliveira e Germano, 1997; Williams et al., 2004; Wu et al.,
2011). Entre os paises com maior incidéncia do carcinoma hepatocelular destacam-se
Mocambique, Zimbabwe, Etidpia, China (costa sudoeste) e Taiwan, enquanto, 0s com
incidéncia intermediaria incluem a Swazilandia, o Japdo e os da parte central e
sudoeste da Europa (Geng-Sun, 1994; Oliveira e Germano, 1997; Williams et al.,
2004; Wu et al., 2011).

As elevadas diferengas, observadas na incidéncia do carcinoma hepatocelular
entre os diversos paises, resultam para além das aflatoxinas, de outros factores, sendo
0 de maior importancia, a incidéncia do Virus da Hepatite B (HBV), que de forma
sinérgica com as aflatoxinas, aumentam a progressao da doenca (Geng-Sun, 1994;
Oliveira e Germano, 1997; Williams et al., 2004; Wu et al., 2011).

Para além de induzir o carcinoma hepatocelular, a exposicdo cronica, das
aflatoxinas podem ocasionar supressdo imunologica (Oliveira, 2010; Lizarraga-Paulin
et al.,, 2011; Wu et al., 2011) e problemas de absorcao nutricional (Cardwell, 2001;
Williams et al., 2004; Wu et al., 2011), originando deficiéncias nutricionais e/ou
propiciando a progressao da infeccdo pelo Virus de Imunodeficiéncia Humana (HIV)
(Williams et al., 2004; Oliveira, 2010; Wu et al., 2011).
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Tabela 3. Relacéo entre a ingestdo de AFB: (excluidas outras causas), e a incidéncia do carcinoma hepatocelular,

em paises da Africa e Asia.

Pais Ingestéo de A!:Bl Incidéncia do CHC
(Mg/kg p.c./dia) (por 100.000/ano)
3,5 1,2
Quénia 5,9 2,5
10,0 4,0
20,3 59
38,6 5,0
77,7 12,1
Mocgambique 86,7 9,0
87,7 15,5
131,4 17,7
183,7 14,0
11,4 5,7
14,3 2,9
18,6 6,1
32,9 11,1
- 38,6 5,7
Swazilandia 40,0 9.2
42,9 19,6
72,9 23,7
127,1 22,4
158,6 24,9
21,0 175,4
. 157,0 182,2
China 1232,0 288,5
3545,0 613,5
5,1 5,3
18,0 3,2
Transkey 19.6 9.0
23,2 10,3

AFB;: - Aflatoxina Bs; p.c - Peso Corporeo; CHC - Carcinoma hepatocelular. Oliveira e Germano (1997) e Wu et al. (2011).
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3.4. Aflatoxinas em Alimentos

A ocorréncia de aflatoxinas em alimentos representa para 0 mundo todo, ndo sé uma
questdo de Saude Publica, mas também, um problema na economia, pois, a exposi¢cao
animal e humana a estas toxinas, causa para além de doencas, perdas econémicas
advindas de custos investidos na produgdo agro-pecudria, assim como no tratamento

de doengas.
3.4.1. Aflatoxinas em alimentos de origem vegetal

Mais de 25% de produtos agricolas no mundo, incluindo uma boa percentagem de
seus subprodutos, como ragbes e outros alimentos para animais, estdo
significativamente contaminados por micotoxinas, especialmente aflatoxinas (Freire et
al., 2007; Pinotti et al., 2016). Entre os produtos agricolas, o milho, trigo, amendoim,
arroz e a mandioca, tém sido descritos como 0s mais susceptiveis a contaminagéo por
Aspergillus e a consequente producéo de aflatoxinas (Wild e Gong, 2010; Wu et al.,
2011; Augusto et al., 2014), possivelmente, por apresentarem alto teor de
carbohidratos (Alam et al., 2012).

Estudos feitos nos paises em desenvolvimento (Okoli et al., 2006; Oliveira et
al., 2006; Saleemi et al., 2010; 2007; Alemu et al., 2008; Diaz et al., 2009; Ghiasian et
al., 2011; Rashid et al., 2012), incluindo Mocambique (Mondlane et al., 2005; Warth
et al., 2012; Augusto et al., 2014), tém sido frequente, o isolamento de Aspergillus,
assim como, da AFB;, em alimentos como o amendoim e milho, incluindo os seus
subprodutos, como as racdes. Para além de apresentar elevadas incidéncias, a AFB1,
tém sido encontrada em niveis elevados, estando acima dos limites propostos pelas
legislacBes aplicadas (Rodriguez-Amaya e Sabino, 2002; Mondlane et al., 2005;
Oliveira, 2010; Zacarias e Rubio, 2013; Augusto et al., 2014).

Uma revisdo feita por Rodriguez-Amaya e Sabino (2002) no Brasil mostrou
uma significativa variabilidade entre os resultados de contaminacdo de produtos
vegetais e seus derivados por aflatoxinas (Tabela 4), com maior parte dos valores

acima dos niveis permitidos pela legislacdo Brasileira (20 pg/kg). Por exemplo, pode-
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se observar que os niveis de contaminag&o por aflatoxinas atingem cerca de 906 pg/kg
no milho, e nos alimentos destinadas a alimenta¢do animal, a contaminagdo alcangou

niveis até 287 pg/kg para AFB..

Tabela 4. Residuos de aflatoxinas em alguns produtos vegetais e seus subprodutos.

Produto Aflatoxina Positivas/Total de amostras  Concentracéo! (ug/kg)
Milho AFT 76/246 2-906

Milho AFB; 971292 2-89

Milho AFB; 33/292 1-17
Subprodutos de milho AFB; 3/39 30-163
Subprodutos de milho AFB; 1/47 48

Milho para ragéo AFB; 1/115 10

Racéo AFB; 14/96 11-287

1 - Concentragdes médias e/ou minimas e maximas; AFT - Aflatoxina total (B1+B2+G1+Gz). Rodriguez-Amaya e Sabino
(2002).

Oliveira et al. (2006) encontraram em 480 amostras de racdo avicola,
colectadas no estado de Rio de Janeiro durante um ano, uma incidéncia de
contaminacdo por A. flavus de 25%, e niveis de AFB; entre 1,2 a 17,5 pug/kg.

No Paquistdo, Saleemi et al. (2010) analisaram a microbiota fangica e o
petencial aflatoxigénico de espécies de Aspergillus, em 119 amostras de racdo de
frangos, tendo encontrado Aspergillus em 73,58% das amostras, sendo que em 83,33%
destas, isolaram A. flavus e A. parasiticus com petencial aflatoxigénico entre 0,00095
a 1,9807 ng/g.

Anjum et al. (2012), num total de 487 amostras (77 de ingredientes de racdo e
410 de racdo para aves) provenientes de varias partes do pais, encontraram uma
incidéncia de 60% e 44,39 % de AFBi;, nos ingredientes de racdes e ragoes,
respectivamente. Nos ingredientes, o nivel médio e maximo de contaminagdo por
AFB;: foi de 37,62 e 56 ug/kg, respectivamente, enquanto, nas ragdes foi de 23,75 e 78

ng/kg, respectivamente.
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Alam et al. (2012), analisaram um total de 216 amostras de ingredientes para
racOes de aves, tendo encontrado um nivel méximo de AFB: de 191,65 pg/kg, para
além, de 86,85 pg/kg para AFB», 167,82 pg/kg para AFG: e 89,80 pg/kg para AFGo..

Rashid et al. (2012), também em racGes para aves, encontraram presenca de
AFB:1 em 91,66% das amostras analisadas, com niveis entre 10 a 166 pg/kg, sendo que
82,30% estavam acima dos niveis recomendados.

No Irdo, estudo feito por Ghiasian et al. (2011) mostrou 58,3 a 80% de
contaminagédo por AFB1, num total de 51 amostras de milho destinadas a alimentagdo
animal e ao consumo humano, provenientes de provincias potencialmente produtoras,
apresentando niveis até 15600 pg/kg de AFB:.

No sul da Etiopia, Alemu et al. (2008), encontram contaminagdes de AFB1 em
amostras de milho com niveis até 22,72 pg/kg.

Em Mocambique, Mondlane et al. (2005), analisaram 69 amostras de racdes
para aves, provenientes de quatro fabricas de Maputo (A, B, C e D), tendo encontrado
65% (n=45) das amostras positivas para A. flavus e AFB;, distribuindo-se da seguinte
maneira: A (4%), B (82,3%), C (8,7%), D (50%). O nivel médio de AFB: encontrado
foi respectivamente de 0,031 e 0,012 mg/kg, para amostras positivas e negativas para
A. Flavus.

Por outro lado, Warth et al. (2012) observaram que 46% de amostras de milho
tinham uma concentracdo media de 114 ug/kg de AFBi1. Em 2014 Augusto e
colaboradores, verificaram que apenas, 10% e 20% de amostras de milho e amendoim,
respectivamente, eram seguras para 0 consumo humano.

A alta incidéncia de contaminacdo por aflatoxinas nos produtos de origem
vegetal, verificada nos paises em desenvolvimento, deve-se principalmente as préaticas
tradicionais, muitas vezes impréprias, de colheita, secagem e armazenamento
utilizadas pelos produtores (Oliveira e Germano, 1997; Mondlane et al., 2005; Okoli
et al., 2006; Saleemi et al., 2010; Wu et al., 2011; Zacarias e Rubio, 2013; Augusto et
al., 2014). Para além destes factores, uma particularidade verificada nas racdes, € a
pratica da mistura de racbes de origens diferentes, por parte de produtores pecuarios,

especialmente os pequenos e médios, que também, aumenta as possibilidades de
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contaminagé@o nestes subprodutos (Okoli et al., 2006; FAO e IFIF, 2010; Saleemi et
al., 2010).

3.4.2. Aflatoxinas em alimentos de origem animal

A presenga de micotoxinas, em especial as aflatoxinas, nos alimentos destinados
alimentacdo animal, pode representar um perigo na cadeia alimentar humana, uma vez
que niveis detectaveis destas toxinas, assim como de seus metabdlitos, podem estar
presentes em produtos comestiveis, como carnes (incluindo visceras comestiveis),
ovos e leite, provenientes de animais expostos a elas (Tabela 6 e 7), mesmo em doses
ndo letais (Salle et al., 2001 e 2002; Saeed et al., 2003; Borges, 2005; Hussain et al.,
2010; Oliveira, 2010; Yunus et al., 2011; Khan et al., 2013; Pourelmi et al., 2013;
Herzallah et al., 2014). Por outro lado, residuos de aflatoxinas também podem ser
detectados em carnes e visceras, quando estes sdo contaminados pelo Aspergillus
durante o processamento e/ou armazenamento (Morshdy et al., 2015; Darwish et al.,
2016).

No entanto, de acordo com Rodriguez-Amaya e Sabino (2002) e Biswas et al.
(2010), nos tecidos musculares de muitos animais, em especial as aves, os residuos de
aflatoxinas, principalmente a AFB31, sdo raramente encontrados, em virtude de sua
presenca em niveis baixos e, muitas vezes abaixo dos limites de detec¢do dos métodos
utilizados, mesmo apos a exposicdo dos animais a doses elevadas de AFB;1. Referem
também os mesmos autores que, os altos niveis de residuos de AFB1 sdo comummente
encontrados no figado, no qual, também verifica-se um aumento no teor de lipidos em
trés vezes mais, quando cerca de 20 mg/kg aflatoxina é incorporado na racdo de
frangos.

Em contrapartida, Salle et al. (2001 e 2002), referem que as aves sdo um dos
grupos de animais com maior capacidade de retencdo de aflatoxinas, podendo por
exemplo, reter a décima parte da dose de AFB: administrada, que se distribui pelo
organismo da seguinte forma: 11% no sangue, 9,8% no figado, 4,3% no coracdo,

12,5% na moela, 31,7% nos musculos peitorais e 30,6% nas coxas.
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Muitos estudos experimentais tém sido realizados para analisar a distribuigéo
dos niveis residuais de AFB;, incluindo seus metabdlitos nos diferentes tecidos de
aves. Trucksess et al. (1983) alimentaram galinhas com uma dieta de arroz em p6
contaminada com 8 pg/g de AFB durante 7 dias, e posteriormente, com dieta livre da
toxina também por mais 7 dias, e encontraram residuos de AFB: e seus metabdlitos,
como aflatoxicol (AFL) e aflatoxina M1 (AFMy), nos rins, musculo, no figado, sangue
e nos dvulos (Tabela 5). Os autores observaram presenca de AFL e AFB1 em todas as
amostras de galinhas sacrificados imediatamente antes da retirada da dieta
contaminada. Apds a retirada da dieta contaminada, a AFB; foi encontrada em uma
das nove amostras de figados e AFL em oito dos nove musculos analisados.

Tabela 5. Residuos de AFB: e seus metab6litos apds ingestdo de dieta contaminada com 8 pg/g de AFB:.

Aflatoxinas e metabolitos (ng/g)

Tecido

AFB:1 AFL AFM
Owulo 0,24 0,25 ND
Rins 0,25 0,10 0,05
Figado 0,46 0,20 ND
Musculos ND 0,08 ND
Sangue 0,05 ND 0,10

ND - Néo detectada; AFL - Aflatoxicol; AFB: - Aflatoxina B1; AFM: - Aflatoxina Ma. Trucksess et al. (1983).

Zaghini et al. (2005) submeteram poedeiras de 44 semanas de idade a uma
dieta contendo 2,5 mg/kg de AFB: por trés semanas, e encontraram residuos desta
toxina no figado, musculos e ovos (Tabela 6). Observaram também, para além de uma
reducdo no peso da casca de ovo, alteracdo na coloracdo da gema, sugerindo, uma
interferéncia negativa da AFB1 no metabolismo lipidico e na deposi¢do de pigmentos
na gema. Numa outra vertente, Hassan et al. (2012) avaliaram o efeito da AFB1,
combinada ou ndo com ocratoxina A (OTA) em galinhas, tendo observado, que a
ingestdo simultdnea de micotoxinas reduz a capacidade de retencdo de uma ou outra

nos tecidos (Tabela 6). Por exemplo, residuos de AFB; foram mais elevados no figado
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e masculos peitorais na ingestdo de apenas AFBi1, quando comparados com os da

ingestdo concomitante de OTA e AFB.:.

Tabela 6. Residuos de aflatoxinas nos diferentes tecidos de galinhas apds exposicdo a toxina, combinada ou nao

com ocratoxina A.

Nivel dos residuos

Aflatoxinas Dose de exposicéo Tecidos analisados Referéncia
(ng/kg)
Mdsculos 0,08
. 0,24 Zaghini et al.
AFB; 2,5 mg/kg Ovos 025 (2005)
Figado 4,13
0 + 0 (mg/kg) Figado, musculos e rins ND + ND
Mdsculos ND + 0,03
0 + 5 (mg/kg) Rins ND + 0,25
Figado ND + 1,44
OTA+AFB, Musculos 0,34+ 0,02 Hassan et al.
3 +5 (mg/kg) Rins 2,80 + 0,27 (2012)
Figado 1,98 + 0,26
Musculos 0,51 + 0,02
5+ 5 (mg/kg) Rins 2,81 +0,27
Figado 2,21+0,11

a - Dose na ragdo administrada durante quatro semanas; OTA - Ocratoxina A: ND - N&o detectada.

Por outro lado, um estudo de revisdo realizado no Brasil, por Rodriguez-
Amaya e Sabino (2002), mostrou uma variabilidade de contaminacdo entre o0s
resultados dos produtos de origem animal, incluindo leite cru ou processado, por
aflatoxinas (Tabela 7). O estudo mostrou que entre os produtos de origem animal, a
incidéncia de aflatoxinas em amostras de ovos e tecidos de suinos e aves foi baixa,
qguando comparada a de amostras de figado de frango, onde 50% das amostras testadas
foram positiva, porém, com niveis relativamente baixos. Para aléem dos figados,
constatou-se também que embora as incidéncias tenham sido baixas, o leite

pasteurizado e em pd, representavam algum problema.
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Tabela 7. Residuos de aflatoxinas em alguns produtos de origem animal.

Positivas/Total de

Produto Aflatoxina amostras Concentragdo® (ug/kg)
Ovos AFB; 2/210 2-5
Ovos AFM 0/210 -
Figado de suino AFB; 1/43 27
Figado de galinha AFB; 3/6 1,2-3,2
Figado de aves AFB; 0/40 -
Rins de suino AFM; 0/43 -
Rins de aves AFM; 1/40 Traco
Leite cru AFM; 0/144 -
Leite pasteurizado e em pd AFM; 0/86 -
Leite pasteurizado AFM; 4/52 0,07-0,372
Leite em pé AFM; 33/300 0,10-1,00°

1 - Concentragdes médias e/ou minimas e maximas; AFs - Aflatoxinas; a - Concentragdo em mg/L. Rodriguez-Amaya e
Sabino (2002).

3.4.3. Legislacao sobre aflatoxinas

Diversos paises tém estabelecido legislacdo, com o objectivo de proteger os
consumidores contra os efeitos nocivos das micotoxinas, principalmente aflatoxinas,
em alimentos in natura e processados, assim como ragcfes para animais de abate,
incluindo os seus ingredientes.

A determinacdo dos limites maximos permitidos e regulamentados para
aflatoxinas, assim como de outras micotoxinas, leva em conta uma serie de factores.
Fazem parte destes factores, a disponibilidade de informacdes toxicoldgicas, a
disponibilidade de informacBes de exposicdo as micotoxinas, o conhecimento da
distribuicdo das micotoxinas nos alimentos e, a disponibilidade e limitacfes inerentes
as metodologias analiticas (FAO, 2004; Van Egmond e Jonker, 2004; Freire et al.,
2007). Para além dos aspectos de natureza cientifica, sdo também considerados
aspectos de natureza politica e socioecondmica, tais como, a legislacdo de paises com

0s quais existem acordos e interesses comerciais, e 0s impactos na disponibilidade da
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oferta de alimentos para a populagédo (FAO, 2004; Van Egmond e Jonker, 2004, Freire
et al., 2007; Van Egmond et al., 2007).

Segundo a FAO (2004), até o ano de 2003, pelo menos 99 paises possuiam
legislagéo para regulamentar os limites de micotoxinas em alimentos, ragdes e outros
produtos agricolas, representando um aumento de 30% em relagdo ao ano de 1995
(FAO, 2004; Van Egmond e Jonker, 2004; Freire et al., 2007). Nesta legislagdo, maior
parte dos limites refereiam-se a AFB: ou aflatoxina total (a soma das aflatoxinas B,
B, G1 e G»), e alguns, para outras micotoxinas, destacando-se a AFM1 no leite (FAO,
2004; Freire et al., 2007). No entanto, falta nesta legislacdo, referéncia a
regulamentacdo de limites de micotoxinas em produtos de origem animal, como
carnes e visceras comestiveis.

Por outro lado, verificava-se j& em 2003, uma tendéncia de harmonizacéo dos
limites de micotoxinas entre as diferentes comunidades de paises (Van Egmond e
Jonker, 2004, Freire et al., 2007; Van Egmond et al., 2007). Por exemplo, a maioria
dos paises da Unido Europeia (UE), estabeleciam limites maximos nos alimentos, de 4
ug/kg para aflatoxina total e 2 pg/kg para AFB31, enquanto, na América Latina, Asia ou
Oceania e Africa, maior parte dos paises, aplicavam 20 pg/kg e 5 pg/kg, para
aflatoxina total e AFB;, respectivamente (FAO, 2004; Freire et al., 2007; Atici 2013).

A Tabela 8 apresenta os principais limites maximos de aflatoxinas perimitidos
em alimentos destinados ao consumo humano e animal em alguns paises. Pode
observar-se, que 0s limites mais baixos relativos a aflatoxinas encontaram-se
consignados na legislacdo de paises desenvolvidos, com especial mencdo aos paises
europeus, para além de paises como o Canada. Contrariamente a estes paises, muitos
paises africanos, a semelhanca de Mocambique, devido a falta de legislacdo para
regulamentar os limites de micotoxinas em alimentos, racGes e outros produtos
agricolas, tém aplicado os limites consignados nas normas do Codex alimentarius ou
na legislacdo de paises com os quais, existem acordos comerciais (Mondlane et al.,
2005; Augusto et al., 2014).
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Tabela 8. Limites maximos de aflatoxinas perimitidos em alimentos destinados ao consumo humano e animal nos

diferentes paises.

Limite maximo de aflatoxinas (ppb

Alimeto ou pg/kg) Paises
AFT AFB1 AFM;
Cereais e amendoim, incluindo
derivados processados destinados ao 4 2 - Unido Europeia

conumo humano

Singapura
0 0 - Canada
Polénia
4 2 - Alemenha
Todos alimentos destinados ao consumo 5 - - Australia
humano, excepto leite e alimentos - - Suécia
infantis 10 - - Japéo
5 - Africa do sul
5 - Brasil
20 - - Estados unidos
30 - - india
. . . . . - - 0 Canada
Leite e alimentos infantis destinados ao
consumo humano - - 0.5 i EUA
- - 0,05 Unido Europeia
Racdo (ExcepcOes abaixo) - 50 - Unido Europeia
Racdo para suinos e aves 100 _ - — EUA -
- 20 - Uniéo Europeia
Rac&o para animais imaturos 20 - - EUA
Racéo para gado leiteiro 20 _ - — EUA -
- 5 - Unido Europeia
Alimentos complementares (para o gado 300 - - EUA
leiteiro, suinos e aves) - 30 - Unido Europeia

AFT - Aflatoxina total. FAO (2004) e Freire et al. (2007).

Actualmente, em virtude do desenvolvimento de métodos de analise de alta
sensibilidade e especificidade, assim como, do conhecimento dos efeitos dessas
toxinas no Homem e nos animais, tém havido, na maior parte dos paises
desenvolvidos, uma tendéncia de reducdo dos limites maximos permitidos de
aflatoxinas em alimentos (Freire et al., 2007; Wu et al., 2011; Wu, 2015; Pinotti et al.,
2016). Esta tendéncia de reducdo tem apresentado segundo Wu (2015) e Pinotti et al.

(2016) um impacto negativo nas trocas comerciais, uma vez que baixos limites podem
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representar restricdes de comercializagdo produtos no mercado internacional, para os
paises com condig¢des limitadas de controlar ou rastrear as micotoxinas nos alimentos.

Em contrapatida, na maior parte do paises em desenvolvimento, estes limites
tém-se mantido, muitas vezes como resultado da inseguranga alimentar, ou seja,
disponibilidade insuficiente de alimentos para a populacdo (Wu, 2015; Pinotti et al.,
2016; Wu et al., 2011), o que ainda mais preocupante a situacdo de exposi¢do destas
populagdes a ingestdo de aflatoxinas.

3.4.4. Métodos de analise das aflatoxinas

A deteccdo e quantificacdo de aflatoxinas nos alimentos, seja de origem
vegetal ou animal, é de importancia, para a realizacdo atempada de medidas de
prevencdo de eventuais exposi¢cfes do consumidor, a estas toxinas, salvaguardando
assim a Saude Publica e animal. No entanto, a detengédo e quantificacdo de aflatoxinas
constitui um processo dificil, pelo facto de numa matriz estarem para além das
aflatoxinas, outros compostos organicos e em concentragcdes minimas, isto &,
concentragdes a nivel de microgramas (ug) ou miligramas (mg), por quilograma (kg)
(Karunyavanij, 1991; FAO, 1993).

Os métodos ou técnicas de deteccdo e quantificacdo de aflatoxinas séo
basicamente classificados em fisicos-quimicos e biologicos. Os métodos fisico-
quimicos sdo considerados convencionais, destacando-se as cromatografias (de
camada delgada ou fina, liquida de alta eficiéncia e gasosa), a fluorodensitometria e
espectrofotometria (Borges, 2005; Dors et al., 2011). Os bioldgicos incluem, os
imunoensaios  (radioimunoensaio, colunas de afinidade e Enzyme linked
Immunosorbent Assay - ELISA) e os bioensaios (cultura de microrganismos e tecidos)
(Borges, 2005; Dors et al., 2011; Espinosa-Calderon et al., 2011; Hussain, 2011;
Darsanaki et al., 2013).

Dentre os métodos mencionados, constituem os preferencialmente utilizados
nas pesquisas actuais, a cromatografia de camada delgada (CCD), a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), associadas ou ndo a imunoafinidade e os

imunoensaios através de ELISA (Dors et al., 2011; Espinosa-Calderén et al., 2011;
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Hussain, 2011). Estes métodos, especialmente 0s convencionais, sdo constituidos
modo geral, pelas etapas de amostragem, preparagdo da amostra, extracgéo,
purificacdo, deteccdo ou identificacdo, quantificagdo e confirmagdo da identidade
quimica da toxina (Figura 3). Estas etapas, normalmente tornam estes métodos de
execucdo demorada e complexa, para além de envolver meios dispendiosos,
necessitando ainda de pessoal qualificado e devidamente treinado para 0s executar
(Trucksess, 2001; AOAC, 2005; Dors et al., 2011).

Para alimentos de origem vegetal, o procedimento de amostragem constitui
uma das etapas criticas para o sucesso da deteccdo e quantificacao de aflatoxinas, pois,
estas apresentam uma distribuicdo bastante heterogénea e em concentracBes muito
baixas no alimento (FAO, 1993; Freire et al., 2007; Dors et al., 2011). Assim, a
determinacdo do tamanho da amostra leva em consideracdo parametros relacionados
com o objectivo do estudo, tipo de alimento e embalagem, tamanho do lote e, custo e
condicdes de transporte até o laboratdrio (FAO, 1993).

A extraccdo de aflatoxinas nos alimentos € realizada utilizando-se solventes
organicos, que geralmente incluem o metanol, cloroférmio, acetonitrila e acetona, ou
por vezes, a combinacdo de um ou mais desses solventes com agua (Stubblefield e
Shotwell, 1981; Karunyavanij, 1991; AOAC, 2005; Dors et al., 2011), com auxilio de
procedimentos fisicos como a agitacdo durante um determinado tempo (Stubblefield e
Shotwell, 1981; Karunyavanij, 1991; AOAC, 2005).

Embora a extraccdo garanta a remogdo de muitos compostos interferentes,
torna-se necessaria a submissdo do extracto a um processo de purificacdo, realizada
através de procedimentos como a particdo liquido-liquido, particdo solido-liquido,
precipitacao de proteinas e, utilizacdo de colunas cromatograficas e de imunoafinidade
(Trucksess, 2001; AOAC, 2005; Dors et al., 2011; Espinosa-Calderdn et al., 2011;
Takino et al., 2011). No entanto, na analise de aflatoxinas e seus metabolitos em
produtos de origem animal no geral, os procedimentos, tanto de extraccdo e de
purificacdo, tém sido exigentes, pois estes substratos apresentam uma caracteristica
complexa, constituida de acUcares, proteinas, lipidos e minerais, que podem ser

removidos ligados as toxinas, dificultando assim, a sua deteccdo (Trucksess e Stoloff,
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1979; Trucksess, 2001; Scussel et al., 2003; Shundo et al., 2004; Borges, 2005; Dors
etal., 2011).

Apo6s a extraccdo e, antes de proceder-se a deteccdo e quantificacdo das
aflatoxinas, o extracto final obtido ap6s a extrac¢do e purificacdo, é concentrado,
geralmente em rotavopor ou em banho de &gua sob corrente de nitrogénio
(Karunyavanij, 1991; Scussel et al., 2003; Shundo et al., 2004; AOAC, 2005).

Os procedimentos de detecgéo e quantificacdo variam de acordo com o tipo do
método, no entanto, é comum a utilizacdo de padrbes de aflatoxinas na quantificacdo
(Karunyavanij, 1991; AOAC, 2005).

| P De acordo com normas vigentes ou

| Amostragem aplicadas

1

l Preparacédo da amostra ‘

l

| Extraccéo |

l

I Purificacéo ]

Ponto onde pode ser necessaria a
ﬂ < CONCENTRAGAO DAAMOSTRA e

DERIVATIZACAO das micotoxinas e
| impurezas remanescentes

| Separacéo

1

| Deteccao |

ﬂ

I Quantificagéo ‘

l

| Confirmacgéo |

Figura 3. Esquema das principais etapas na analise de aflatoxinas. Adaptado de: AOAC (2005).

A Cromatografia de Camada Delgada (CCD) é um dos métodos mais
utilizados na andlise de aflatoxinas, devido a sua consideravel sensibilidade,

reprodutibilidade e baixo custo em relacdo aos outros métodos analiticos (Scussel et
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al., 2003; Shundo et al., 2004; Borges, 2005; Dors et al., 2011; Espinosa-Calderdn et
al., 2011).

Este constitui um método de multideteccdo, uma vez que permite a separacdo
eficaz dos compostos, tornando-o muito Util na caracterizagdo de aflatoxinas
(Karunyavanij, 1991) e, de referéncia para a maioria dos laboratérios de paises em
desenvolvimento, sendo considerada pela Associacdo de Quimicos Analiticos Oficiais
(AOAC) e pela Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), como um
método oficial para validacdo de outros métodos analiticos para micotoxinas
(Karunyavanij, 1991; Scussel et al., 2003; Shundo et al., 2004; Borges, 2005; Dors et
al., 2011). A separacdo dos compostos é em funcdo da distancia que migram sobre
uma matriz e com um solvente ou eluente especificos (Karunyavanij, 1991; AOAC,
2005).

Na CCD, a quantificacdo das aflatoxinas é realizada por comparacao visual das
intensidades de florescéncia entre o extracto e as diferentes concentragcdes padrdo de
cada toxina aplicada na placa cromatografica sob luz ultravioleta ou por densitometria,
sendo possivel quantificar a partir de 2,5 pg/kg (Karunyavanij, 1991; Borges, 2005;
Dors et al., 2011).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) consiste em um método
quase que totalmente automatizado, que apresenta uma elevada sensibilidade,
especificidade e precisdo, fazendo o uso de instrumentos sofisticados especiais, como
0 caso das colunas de eluicdo de fase mdvel sob alta pressdo (Scussel et al., 2003;
Shundo et al., 2004; Borges, 2005; Dors et al., 2011; Espinosa-Calderdn et al., 2011).
Trata-se de um método de alto custo, relativamente a aquisicdo e manutencdo, para
além de necessitar técnicos experientes e treinados (Borges, 2005; Dors et al., 2011;
Takino et al., 2011).

Os métodos bioldgicos de imunoensaios, como ELISA e colunas de afinidade
com leitura por fluorimetria, constituem actualmente, os métodos mais utilizados, para
o rastreio das aflatoxinas em amostras submetidas ao controlo de qualidade para
importacdo e exportacdo (Borges, 2005). Apesar do método de ELISA ndo apresentar

a especificidade de alguns métodos fisico-quimicos, € um método simples, rapido, de
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elevada sensibilidade, com menores riscos de exposicdo a reagentes nocivos (Salle et
al., 2001 e 2002; Borges, 2005; Dors et al., 2011; Espinosa-Calderén et al., 2011;
Hussain, 2011; Darsanaki et al., 2013). Também apresenta a possibilidade de
automatizacdo, analise de diferentes tipos de matrizes, incluindo o figado e moela, e
andlise de um grande nimero de amostras ao mesmo tempo (Salle et al., 2001 e 2002;
Hussain, 2011; Darsanaki et al., 2013). Por apresentar falsos positivos em alguns
casos, tem havido a necessidade de confirmacdo dos resultados por métodos mais
especificos (Salle et al., 2001 e 2002; Vilar et al., 2002; Stamford et al., 2005), e
mutas fezes caros, como o caso da CLAE (Méllote, 2004; Oliveira, 2010).

A imunoafinidade com leitura por fluorimetria € um dos mais recentes avangos
na andlise de aflatoxinas, caracterizada pela simplicidade e rapidez (Trucksess, 2001;
Takino et al., 2011; Darsanaki et al., 2013). As colunas utilizadas sdo constituidas por
anticorpos monoclonais especificos a cada aflatoxina, apresentando uma significativa
especificidade, afinidade e reversibilidade (Trucksess, 2001; Borges, 2005; Dors et al.,
2011; Hussain, 2011; Takino et al., 2011; Darsanaki et al., 2013). Neste método, o
extracto a ser analisado, é aplicado na coluna de imunoafinidade, para que a aflatoxina
se ligue aos anticorpos especificos presentes na mesma, sendo de seguida, lavada com
agua ou solucdo tampdo para a remocao de impurezas, procedendo-se entdo a eluicéo
da toxina com solventes especificos como metanol e acetonitrila, e a sua posterior
detencédo e quantificacdo num fluorimetro (AOAC, 2005; Dors et al., 2011; Hussain,
2011; Takino et al., 2011).

Em Mocambique, a pesquisa de aflatoxinas é frequentemente realizada através
do método CCD, utilizando os métodos convencionais (Mondlane et al., 2005).
Contudo, recentemente, em laboratoérios privados, programas de rastreio e projectos de
investigacdo, as aflatoxinas vem sendo analisadas através dos métodos de ELISA e de
imunoafinidade com leitura por fluorimetria (Augusto et al., 2014).

De acordo com Trucksess (2001) e Borges (2005), a escolha do método
analitico para a determinacdo de aflatoxinas esta relacionada com factores como o tipo
de matriz (substrato), sensibilidade da técnica, custo, disponibilidade de equipamentos,

nimero de amostras e tempo necessario. Assim, uma vez que 0S métodos
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convencionais ndo permitem a analise facil de matrizes de origem animal, estes tém
entrado em desuso, favorecendo optimizacdo destes métodos, pela utilizagdo de
colunas de imunoafinidade (IAC) e outros procedimentos, de modo a melhorar a
deteccdo de aflatoxinas nestes produtos (Stubblefield e Shotwell, 1981; Stubblefield et
al., 1982; Trucksess et al., 1983; Shundo et al., 2004; Stamford et al., 2005; Takino et
al., 2011).

Por exemplo, Stubblefield e Shotwell (1981), optimizaram o método CCD para
andlise de AFB: e AFM; em tecidos animais (figado, coracdo, musculos, rins e
sangue), modificando o procedimento de exctracdo da amostra, e verificaram
coeficientes de recuperacgéo entre 80 a 90%.

Shundo et al. (2004) optimizou o método CCD para analise de AFM1 no leite
de vaca, associando-se colunas de imunoafinidade e realizando pequenas modificagdes
na fase de extraccdo, tendo verificado maior eficiéncia do método, como limites de

quantificacdo de 0,02 e 0,3 pg/L, repectivamente.
3.4.5. Medidas preventivas da contaminacéo de alimentos por aflatoxinas

Para salvaguardar a saude humana e animal do risco de exposi¢do por aflatoxinas,
assim como de outras micotoxinas através dos alimentos, torna-se relevante a adopc¢éo
de estratégias ou medidas visem eliminar ou reduzir significativamente até niveis
aceitaveis, estas toxinas nos alimentos. Estas estratégias ou medidas devem abranger
toda a cadeia do alimento, desde o plantio, colheita, transporte, armazenamento, até o
processamento (Freire et al., 2007; Dorner, 2008; Tajkarimi et al., 2008b; Wu e
Khlangwiset, 2010; Feddern et al., 2013).

Actualmente, as principais estratégias ou medidas preventivas contra a
contaminacdo de alimentos e subprodutos por aflatoxinas e outras micotoxinas
incluem: (1) A adopcdo de préticas agricolas ou pecuarias correctas (Santurio, 2000;
Freire et al., 2007; Dorner, 2008; Feddern et al., 2013); (2) A desintoxicacdo ou
descontaminacdo de alimentos ou racGes contaminados (Feddern et al., 2013; Dos
Anjos et al., 2016); e (3) O controlo da contaminacdo dos alimentos e racdes, pelas

micotoxinas de maior relevancia (Freire et al., 2007; Feddern et al., 2013).
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3.4.5.1. Adopcéo de préticas agro-pecudrias correctas

A adopcéo de praticas correctas na producdo agricolas e pecudrias que visem prevenir
0 crescimento dos fungos, isto é, de Aspergillus spp., constitui, indubitavelmente, a
melhor estratégia ou medida para controlar a contaminacdo de alimentos (dos graos e
cereais), incluindo ragdes por aflatoxinas (Dawson et al., 2006; Dorner, 2008; FAO,
2013; Feddern et al., 2013; Ribeiro et al., 2015). De acordo com Dorner (2008),
Feddern et al. (2013) e Ribeiro et al. (2015), dentre as diversas praticas para o alcance
dessa premissa, faz-se referéncia:

a) A escolha de solos ndo infestados ou que ndo favorecem o crescimento de
Aspergillus;

b) A utilizacdo de culturas resistentes a contaminacgéo pelo Aspergillus;

c) A utilizacdo de técnicas e equipamentos de colheita, ajustados para
operarem adequadamente, produzindo menor dano mecanicos ao produto;

d) A colheita imediata do produto logo que antingir a maturidade;

e) A secagem dos graos e cereais até niveis seguros e aceitaveis de humidade,
de modo a atingir uma actividade da agua segura;

f) A limpeza das sementes oleaginosas e graos pela remocdo ao da matéria
organica e sementes danificadas; e,

g) A limpeza dos locais de armazenamento dos grdos e cereais, assim como
racbes, e a sua proteccdo contra a entrada de insectos, roedores e
influéncias climaticas, garantindo assim o nivel de humidade adequado.

Por outro lado, constiuem também estratégias de prevencdo, aplicadas com
frequéncia nas rages, a utilizacdo de inibidores do crescimento de Aspergillus; assim
como outros fungos, sendo os principais, 0s acidos organicos, como acidos propionico,
acetico, sorbico e benzdico e seus sais de calcio, sodio e potassio (Santurio, 2000).
Também é frequente a prevencao pela utilizacdo de ingredientes de qualidade sanitaria
garantida para producdo de races e, a troca rapida das racdes durante a alimentacdo
animal, fazendo com que haja menos tempo para o crescimento de Aspergillus e a
producdo de toxinas (Freire et al., 2007; Tajkarimi et al., 2008b; Feddern et al., 2013).
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3.4.5.2. Descontaminacao e desintoxicac¢éo dos alimentos e ragdes contaminadas

Embora haja esforcos para a prevencdo, o crescimento de Aspergillus nos cereais e
grdos, incluindo races, e a consequente producdo de aflatoxinas é quase inevital em
paises tropicais, pois, o periodo pés-colheita, coincide com grandes precipitacfes
pluviométricas, favorecendo o crescimentos destes fungos (Santurio, 2000; Dawson et
al., 2006).

Assim, recorre-se a descontaminacdo e desintoxicagdo, que constituem
medidas correctivas ou seja, tratamentos pos-colheita, fisicos ou quimicos, utilizados
para remover, reduzir ou atenuar os efeitos toxicos das aflatoxinas (Santurio, 2000;
Dorner, 2008; Gowda e Ledoux, 2008; Tajkarimi et al., 2008b; EFSA, 2009; Liu et
al., 2011; Ribeiro et al., 2015). No entanto, na maioria das situacfes, a utilizacdo de
alguns destes métodos ndo é aplicavel para a reducdo significativa dos niveis de
aflatoxinas em alimentos, pois, para além de apresentarem um elevado custo para o
seu emprego, provocam alteracbes sensoriais e/ou nutricionais nestes alimentos
(Dawson et al., 2006; Ribeiro et al., 2015).

Assim, actualmente, a remocdo e reducdo de aflatoxinas nos alimentos e
racdes, assim como a atenuacgdo dos efeitos das aflatoxinas, principalmente nas aves, é
realizada através de adsorventes, substancias inertes com a capacidade de ligar-se as
aflatoxinas, reduzindo a sua absor¢do no trato gastrointesinal (Dawson et al., 2006;
Gowda e Ledoux, 2008; Tajkarimi et al., 2008b; EFSA, 2009; Liu et al., 2011;
Feddern et al., 2013; Dos Anjos et al., 2016, Fowler et al., 2015).

Dentre os adsorventes mais comuns utilizados em dietas de animais destacam-
se os aluminossilicatos, produzidos sinteticamente ou extraido das minas de argila
(Gowda e Ledoux, 2008; Tajkarimi et al., 2008b; EFSA, 2009; Liu et al., 2011;
Feddern et al., 2013). Destes, o mais usado € o hidratado aluminossilicato de célcio e
sodio (HSCAS) (Gowda e Ledoux, 2008; EFSA, 2009; Feddern et al., 2013), embora
outros tipos, como o caso bentonites de sodio ou calcio e zeo6litos tém sido utilizados
(EFSA, 2009; Feddern et al., 2013; Dos Anjos et al., 2016; Fowler et al., 2015).

Outros adsorventes com esta aplicacdo incluem o glucomanano esterificado (EGM), o
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carvdo activado, para além do uso de probioticos e alguns exctratos de plantas
(Dawson et al., 2006; Feddern et al., 2013).

A utilizagdo destas substancias tém trazido, uma significativa melhoria da
producéo e saude animal, proporcionando uma maior seguranga para 0s consumidores
de produtos de origem animal (Dawson et al., 2006; EFSA, 2009; Liu et al., 2011,
Feddern et al., 2013).

3.4.5.3. Controlo dos alimentos e ragdes

O controlo da contaminacdo dos alimentos e racGes, em relacdo a contaminacgdo pelas
principais micotoxinas é fundamentalmente garantido atraves de estudos de rastreio e
aplicacdo ou implementacdo dos regulamentos (FAO, 2004). Por outro lado, para
melhor fazer cumprir esta premissa, torna-se necessaria a disposi¢cdo de métodos
analiticos confidveis, pois com isso, garante-se que os alimentos estejam perfeitamente
aptos ou ndo para 0 consumo humano e animal.

Existem mais de quarenta métodos de analise para micotoxinas, ja validados
por estudos interlaboratoriais de validagdo de métodos, sendo na sua maioria, métodos
fisico-quimicos, destacando-se as cromatografias de camada delgada ou fina, liquida
de alta eficiéncia e gasosa (FAO, 2004; AOAC, 2005). Estes métodos tendem a
aumentar em numero, com as recorrentes optimizagdes ano pds ano, especialmente, as
que envolvem a utilizacdo de colunas de imunoafinidades (Scussel et al., 2003; FAO,
2004; Shundo et al., 2004; AOAC, 2005).

No entanto, em alguns dominios, como o caso da producdo industrial, por
necessidade de utilizar-se métodos que possibilitem a avaliacdo rapida de produtos, é
comum, a utilizacdo de imunoensaios, como o caso fluorimetria de afinidade e Kits de
ELISA (Trucksess, 2001; Dors et al., 2011; Darsanaki et al., 2013). Nesta vertente,
tornam-se necessarias, amostragens e analises periddicas, uma vez que é impresindivel
a decisdo de aceitacdo ou rejeicdo de lotes destes produtos, seja na recepcdo da

matéria-prima ou retirada dos produtos processados (Santurio, 2000).

Sineque, Alberto Romao Pégina 40



Pesquisa de aflatoxina B1 em figados e moelas de frangos de corte produzidos em Maputo

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Colheita de amostras

Um total de quatro colheitas sisteméticas de figados e moelas, foram realizadas em
quatro locais (A, B, C e D) referentes a dois sistemas de producdo e abate de frangos,
nomeadamente, o industrial ou formal (PAI) e local (comunitario) ou informal (PAL)
em Maputo. Para cada colheita, foram realizadas duas (2) subcolheitas, em dias de
abate de frangos, numa semana do més, sendo as primeiras duas colheitas, realizadas
nos meses de Fevereiro e Marco, e as outras duas, nos meses de Maio e Junho. Estas
colheitas foram denominadas respectivamente, de Grupo de Amostas 1 (GA1) e Grupo
de Amostas 2 (GA2).

A diferenciacdo da amostragem nos dois sistemas de producdo e abate de
frangos foi feita com base nas caracteristicas de producdo e maneio alimentar, que séo
diferentes entre os dois sistemas anteriormente mencionados. PAI foram incluidos dois
matadouros, identificados como sendo “A” e “B”, que constiuem 0s principais
produtores e fornecedores de frango de corte industrial em Maputo (principalmente,
nas cidades de Maputo e Matola). Por outro lado, no sistema PAL, foram incluidos
dois mercados informais, identificados como sendo “C” e “D”, que correspodem a
alguns dos principais locais informais de abate e de comercializacdo de frangos
produzidos a nivel comunitario e/ou caseiro.

Portanto, foram colhidos nestes locais, um total de 294 figados (sem visicula
biliar) e 214 moelas limpas, consideradas aptas para a comercializacdo, ou seja, para o
consumo humano. Destas amostras, pertenciam ao GA1, 194 figados e 134 moelas,
sendo, 140 figados e 80 moelas provenientes do sistema PAI, enquanto os restantes 54
figados e moelas cada, do sistema PAL. E ao GA2, pertenciam, 100 figados e 80
moelas, dos quais, 70 figados e 50 moelas eram do sistema PAI, e os restantes 30
figados e moelas cada, do sistema PAL.

Durante a colheita amostras de figado, foram pesadas usando uma balanca
digital (1 - 3000 g, Brinox, Brasil) e, avaliadas quanto a coloracdo, categorizando-as

em “Normal” (cor vermelho escura), “Palida ou amarela” e “Moderada” (Cerca de 2/3
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da area pélida ou amarela), segundo os critérios utilizados pela USDA (2008) e por
Dos Anjos et al. (2016). Posteriormente, as amostras recolhidas, foram colocadas em
sacos plésticos estéreis (Ziploc), identificadas e imediatamente transportadas sob
condices de refrigeracdo (2-8°C) em caixa isotérmica para o Laboratério Nacional de
Higiene de Alimentos e Aguas (LNHAA), Ministério de Saude (MISAU) e o
Laboratério de Quimica da Direccdo de Ciéncias Animais (DCA), conforme o grupo
de amostras, onde foram mantidas a uma temperatura de -10°C em congeladores Defy
e Marconi (RC-330D, Brasil), respectivamente, até o momento da realizacdo das

analises.
4.2. Analise de Aflatoxina B:

As anélises laboratoriais para a deteccdo e quantificacdo de AFB1, nas amostras figado
e moela foram diferenciadas para os dois grupos de amostras (GAl1 e GA2), em
relacio ao método analitico utilizado. A deteccdo e quantificacdo de AFB: nas
amostras do GA1 (de Fevereiro e Marco) foram realizadas no LNHAA, empregando-
se 0 metodo cromatografia em camada delgada (CCD), enquanto, para as amostras do
GA2 (de Maio e Junho), foram realizadas no Laboratorio de Quimica da DCA,
empregando-se 0 método de ELISA (MaxSignal®, Bioo Scientific Corporation,
U.S.A).

4.2.1. Método de cromatografia em camada delgada

A preparacdo, extraccdo e purificacdo das amostras, foram feitas de acordo com o
método descrito por Stubblefield e Shotwell (1981), que apresenta um limite de
detencdo de 0,1 pg/kg para AFB;:. Para a deteccdo e quantificacdo, utilizou-se o
método de referéncia n® 993.17 da AOAC (2005).

Os figados e as moelas, foram agrupadas em amostras de peso entre 100 a
2509, a partir de um determinado numero de amostras elementares seleccionadas

aleatoriamente, conforme os principios descritos pela FAO (1993) e pelo Regulamento
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n° 401 da Comissdo Europeia (2006). Assim, foram submetidas a anélise pelo método

CCD, 84 amostras, sendo, 46 amostras de figado e 38 de moela.

4.2.1.1. Material e equipamentos

Todo o material utilizado para as analises, foram lavados com detergente e

enxaguados usando agua destilada. A Lista de material e equipamentos (aparelhos)

usado para este fim era constituida por:

Agitador magnético (Stuart-SB 162, UK);

Balanca analitica (Stuart);

Coluna de vidro para cromatografia, de 150 ml de capacidade, com 22 mm
de didmetro interno, 200 mm de comprimento e, com |a de vidro e torneira
de Teflon (MBL, UK);

Espatulas;

Espectrofotometro, com lampada UV para medic¢Ges no ultravioleta, a 365
nm (CAMAG UV Cabinet 11, Germany);

Frascos de Erlenmeyer de 250 e 500 ml, munidos de rolhas (Schott Duran,
Germany);

Funis plésticos;

Papel de filtro, de didametro entre 12 e 24 cm (Whatman®);

Pipeta automatica de 100-1000ul (Brand, Germany);

Placas de cromatografia em camada fina, Silica gel 60 F2ss, de vidro, com
tamanho de 100 mm x 200 mm (HX821547, Merk, Germany);

Rotavapor, com baldo de fundo redondo de 500 ml de capacidade (Buchi®
Waterbath-B-480, Germany);

Seringas microlitricas de 5 e 10ul (1701, Hamilton Company, USA);

Tina de vidro para cromatografia;

Triturador e misturador (Geepas®, india);

Tubos graduados de 10, 50 e 100 ml de capacidade (MBL, UK);

Vareta de vidro de 30 cm de comprimento;
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Vidros de reldgio.

4.2.1.2. Reagentes e solventes

Todos os reagentes utilizados na andlise de aflatoxina B: foram de grau puro,

conforme as recomendacdes da AOAC (2000).

Acetona (Merk, SA);

Acetonitrilo (Alpha Chemika, india);

Acido acético glacial (Alpha Chemika, india);

Acido citrico a 20% (Alpha Chemika, india);

Agua destilada;

Benzeno (Merk, SA);

Cloroférmio (Alpha Chemika, india);

Diclorometano (GCC Diagnostics, UK);

Eter dietilico, anidro (Alpha Chemika, india);

Gel de silica 60 de granulometria de 0,04 mm a 0,20 mm para
cromatografia em coluna (Fluka, Germany);

n-hexano (68-69°C) (GCC Diagnostics, UK);

Solucéo de acido sulfarico a 50% (Oxford, india);

Solugdes-padrdo de aflatoxina B: de 2,0 pg/mL e 0,5 pg/mL (06061B-
Biopure GmbH, Austria), em acetonitrilo e na mistura de benzeno e de
acetonitrilo, respecivamente;

Sulfato de sédio anidro, granulado (Merk, SA);

Terra de infusorios (diatomaceas) BDH, Chemicals, UK);

Tolueno (Oxford, india).

4.2.1.3. Avaliacédo do desempenho do método

Antes de se proceder as analises, foram realizados ensaios de recuperacdo de AFB1

através da contaminacdo artificial de um grupo de amostras de figado e moela, com o

objectivo de avaliar o desempenho da metodologia analitica utilizada, sob condi¢Ges
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locais. Esta avaliacdo foi feita através da obtencdo de seus coeficientes de recuperagdo
e de variagdo, e limite de quantificacdo, tomando em conta, o limite maximo de AFB1
permitido nos alimentos para consumo humano, conforme descrito pela directiva n°
657 da Comisséo Europeia (2002).

O coeficiente de recuperagdo, representado em percentagem (%), corresponde
a proporcdo da quantidade da toxina, adicionada na amostra teste, que é extraida e
passivel de ser quantificada, conferindo, a exactiddo do método. Esta foi obtida através
da Equacéo 1. O coeficiente de variacdo (CV) é obtido em condicGes de repetibilidade,
conferindo, a precisdo do método. O limite de quantificacdo corresponde a menor
concentracdo de AFB: que pode ser determinada com um nivel aceitavel de precisdo e
exactiddo (Comissdo Europeia, 2002; Borges, 2005; Oliveira, 2010).

Concentragido obtida

Coeficiente de recuperagéo (%) = ( )x 100 1)

Concentragido adicionada

Assim, tendo em conta que o limite de AFB: permitido nos alimentos para
consumo humano, aplicado na Uniao Europeia, e muitas vezes adopdado em
Mocambique, é de 4 pg/kg (ppb), adicionou-se em trés grupos de quatro (4) figados e
de trés (3) moelas cada, aliquotas da solu¢éo-padréo de AFB; (2,0 pg/mL), de modo a
obter amostras contaminag6es em niveis de 2,0, 4,0, e 6,0 pg/kg (Tabela 13, Anexo ).
Uma vez que ndo houve a comprovacdo dos grupos de figados e moelas
contaminados, como realmente materiais em branco, isto €, negativos para AFBj, foi
incluido um grupo de 2 figados e moelas cada, ndo contaminados (0,0 pg/kg), como
controlo, de modo a anélisar eventuais discrepancias.

A andlise destas amostras foi realizada em equivaléncia a 100 g, pela mistura
de 30 g de cada amostra contaminada, com 70 mL de &gua destilada num Erlenmeyer
de 500 mL, para posterior recuperacdo, ou seja, determinacdo da toxina pelos

procedimentos descritos a posterior.
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4.2.1.4. Preparacao das amostras, extraccao e purificacéo

As amostras foram trituradas e misturadas utilizando o triturador e misturador
(Geepas®, india). Pesou-se 100 g da amostra e colocou-se no Erlenmeyer de 500 mL.
Adicionou-se 10 mL de solucédo de &cido citrico a 20% (preparada pela dissolucéo de
200 g de monohidrato de &cido citrico em 1 litro de &gua destilada) e misturou-se bem
com uma vareta de vidro. Apds 5 minutos, adicionou-se 20 g de terra de infusérios e
misturou-se novamente. Adicionou-se de seguida 200 mL de diclorometano e
submeteu-se o frasco a agitacdo num agitador magnético durante 30 minutos.
Transferiu-se a mistura por filtracdo' em papel de filtro para um Erlenmeyer de 250
mL, contendo 10 g de sulfato de sddio. Apos a obtencdo de um volume maximo do
filtrado, filtrou-se novamente em papel de filtro para um outro Erlenmeyer de 250 mL
e registou-se o volume. Em seguida, recolheu-se filtrado num Erlenmeyer de 250 mL e
submeteu-se a evaporacéo (a +60°C) no rotavapor, em banho-maria, quase até a secura
e levou-se o extracto para purificagdo em coluna cromatografica.

A coluna de separacdo foi preparada adicionando-se 70 ml de diclorometano
(metade da capacidade da coluna) e 2,0 g de gel de silica ao solvente. Adicionou-se de
seguida, 4 mL de diclorometano para remover o resto de silica depositado nos lados da
coluna, aumentando assim a compactacdo da camada de silica. Juntou-se 2 g sulfato de
sodio, deixando-se depositar acima da camada de silica, e drenou-se o solvente até
atngir a superficie superior da camada de sulfato de sédio. Misturou-se o extracto
recolhido na extraccdo com 25 mL de diclorometano, e passou-se quantitativamente a
mistura para a coluna. Lavou-se o frasco do extracto com diclorometano e passou-se
para a mistura na coluna, e drenou-se o liquido até atingir a superficie superior da
camada de sulfato de sodio. De seguida, lavou-se a coluna, sequencialmente, com 25
mL de tolueno-acido acético (9+1), 25 mL de n-hexano e 25 mL de n-hexano-éter-
acetonitrilo (6+3+1), drenando-se os liquidos até atingir a superficie superior da
camada de sulfato de sddio e descartanto-os. Durante estas opera¢fes manteve-se 0

débito de liquido de 8 a 12 mL por minuto, ndo deixando secar a coluna. Eluiu-se as

! Durante as filtragGes, tapou-se o funil com um vidro de relégio para evitar a evaporagéo do solvente.
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aflatoxinas com 40 mL de diclorometano-acetona (4+1) e evaporou-se o eluato (a
+60°C) no rotavapor em banho-maria, quase até a secura, e guardou-se o residuo para
CCD.

4.2.1.5. Detecgéo, quantificagdo e confirmacao da aflatoxina B:

A deteccdo da AFB: realizou-se em placas cromatogréaficas de vidro com
desenvolvimento unidimensional, utilizando-se como sistema movel, a mistura de
cloroférmio-acetona (90+10). Para tal, dissolveu-se com cloroférmio o residuo da
amostra obtido na purifucacdo até perfazer 250 pL. Em seguida, colocou-se
pontualmente, sobre a placa cromatogréafica, volumes aleatorios e ndo proximos, de 5 e
10 pL para o extracto da amostra e, 2, 5, 10 e 20 uL para a solucdo-padrdo de AFB;
(0,5 pg/mL), a uma distancia de 1,5 cm em relacdo a margem inferior e entre 0s
mesmos, conforme ilustrado na Figura 7, Anexo Il. Colocou-se a placa na tina com
sistema movel (mistura de cloroférmio-acetona) e deixou-se correr na placa
cromatografica durante 1 hora.

Ap0s o desenvolvimento, retirou-se a placa e deixou-se em repouso, ao abrigo
da luz por 5 minutos, para garantir a evaporagdo dos solventes. Em seguida examinou-
se a placa em camara escura no espectrofotometro (CAMAG UV Cabinet II,
Germany), sob luz ultravioleta de ondas longas (365 nm).

A quatificacdo da AFB: foi efetuada através da comparacdo visual das
intensidades de fluorescéncia (das manchas azuis) entre os padrbes e 0s extractos da
amostra, com coefiencientes de retencdo (Rf) semelhantes. A concentracdo da AFB:
(1g/kg ou ppb) foi calculada utilizando-se a equacéo 2 indicada abaixo (Karunyavanij,
1991; AOAC, 2005). A confirmacdo da identidade da AFB; foi realizada através da
pulverizacdo das placas com &cido sulfdrico (a 50%), resultando na mudanca de
coloracdo da fluorescéncia das manchas sob luz ultravioleta (365 nm), de azuis para

amarelas.

SxYxV
WxV (2)

AFB; (ug/kg) =
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Onde: Y e X: Correspondem respectivamente aos volumes em microlitros (uL) da solucéo-

padrdo de AFB; e do extracto, com fluorescéncias de intensidade e Rf semelhantes; S:

Concentracgdo da solu¢do-padrédo de AFB; em micrograma por mililitro (pg/mL); V: Volume

final do extracto em microlitros (uL), apds Ultima evaporagdo, tendo em conta as eventuais

diluicBes; W: Peso, em gramas (g), da quantidade da amostra de ensaio correspondente ao

volume de extracto submetido a evaporacdo antes da purificacdo em coluna.

4.2.2. Método de ELISA
4.2.2.1. Material e equipamentos

Todo o material utilizado para as analises, foram lavados com detergente e

enxaguados em agua destilada. A Lista de material e equipamentos (aparelhos) usado

para este fim era constituida por:

Agitador vortex (Stuart-SA8, UK);

Almofariz metalico;

Balanca analitica (Stuart, UK);

Centrifuga (5804 R, Eppendorf);

Espatula;

Computador (Dell Inc., Austin, U.S.A.) com o programa de leitura de
ELISA Gen5 (BioTek®, Winooski, U.S.A.);

Leitor de ELISA com medicGes a 450 nm (EL-800, BioTek®, Winooski,
U.S.A);

Micropitetas multicanais: 50-300 pL (Finnpipette™, Thermo Scientific);
Micropitetas unicanais: 20, 100 and 1000 pL (Finnpipette™, Thermo
Scientific);

Papel toalha;

Placas de ELISA de 96 pocgos, coatadas com anticorpo de aflatoxina B;
(1055-04, MaxSignal®, Bioo Scientific Corporation, U.S.A.);

Pontas de pipetas: 200-1000 pL;

Tubos de centrifugacdo (Becton Dickinson, New Jersey, U.S.A.);

Tubos graduados de 50 e 500 mL de capacidade (MBL, UK).
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4.2.2.2. Reagentes e solventes

Todos o0s reagentes utilizados na andlise de aflatoxina B: foram, preparados e

conservados, conforme as recomendacdes do fabricante do kit.

Agua destilada;

Conjugado de aflatoxina B1-HRP (1055-04, MaxSignal®, Bioo Scientific
Corporation, U.S.A.);

Solugdes-padréo de aflatoxina B1 de 0,00 ng/mL (controlo negativo), 0,02
ng/mL, 0,06 ng/mL, 0,2 ng/mL, 0,6 ng/mL, 1,5 ng/mL e 1000 ng/mL
(1055-04, MaxSignal®, Bioo Scientific Corporation, U.S.A.);

Solucdo C (mistura de 70 pL de metanol a 100% com 230 pL do tampéo
de extraccéo 1X);

Solugio de lavagem 1X (1055-04, MaxSignal®, Bioo Scientific
Corporation, U.S.A.);

Substrato TMB (1055-04, MaxSignal®, Bioo Scientific Corporation,
US.A);

Tampdo de extraccdo 10X (1055-04, MaxSignal®, Bioo Scientific
Corporation, U.S.A.);

Tampao de extraccdo 1X (mistura de 10 mL do tampdo de extracgdo 10X
com 18 mL de &gua destilada);

Tampéo de inibicdo de reaccdo (1055-04, MaxSignal®, Bioo Scientific
Corporation, U.S.A.).

4.2.2.3. Preparacdo das amostras e extraccao de aflatoxina B

A preparacdo das amostras de figado e moela de frango e a extraccdo da AFB: foram

feitas de acordo com as recomendacdes do fornecedor do kit. As amostras (figado e

moela, incluindo as contaminadas artificialmente) foram trituradas indiviadualmente

num almofariz e misturadas usando uma espatula. Pesou-se numa balanca analitica, 2

g da amostra usando um tubo de centrifugacdo de 15 mL, adicionou-se 8 mL de
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metanol a 87,5% e agitou-se no vortex por 3 minutos. Apds a agitagdo, as amostras
foram centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, diluiu-se 300 pL sobrenatante de cada amostra com 900 pL da
Solugdo C (mistura de 70 puL de metanol a 100% com 230 pL do tampéo de extraccao
1X) e agitou-se no vortex por 1 minuto, conforme o estabelecido pelo fabricante do
kit.

Tal como no método CCD, foi feita avaliacdo do desempenho do método,
neste caso, usando duas contaminagdes artificiais a niveis de 5 e 10 ng/mL. Para tal,
utilizou-se exctratos de duas amostras do GAL, negativas pelo método CCD e a
solugdo-padrdo de AFB: de 1000 ng/mL (spiking). As contaminacdes foram
preparadas de acordo com a equagao 3 a seguir.

Vax Nc

Sc (3)

Onde: Va: Corresponde ao volume de amostra a contaminar, neste caso foram 200 pL; Nc:

Volume da solugéo-padréo spiking de AFB1 =

Nivel de contaminacdo pretendido (ng/mL); Sc: Concentracdo da solucdo-padrdo de
contaminacdo (spiking).

4.2.2.4. Deteccdo e quantificacdo de aflatoxina B

A deteccdo de AFB: foi feita através do método de ELISA competitivo, utilizando-se
o kit comercial MaxSignal® (1055-04, MaxSignal®, Bioo Scientific Corporation,
EUA), com placas de 96 pogos previamente coatadas com anticorpos monoclonais.

Para tal, adicionou-se em duplicado, 50 puL de cada solugdo-padrdo (em
sequéncia ascendente de concentracdo, de 0,0 a 1,5 ng/mL) e cada amostra, incluindo
as contaminadas artificialmente, conforme respresentado na Figura 8, Anexo Il.
Posteriormente adicionou-se em cada um dos pogos da placa, 100 pL do conjugado de
aflatoxina Bi1-HRP, agitou-se a placa manualmente por 1 minuto, e deixou-se a
incubar por 30 minutos, a temperatura ambiente do laboratério (20 - 25 °C).

Ap0s a incubacdo, despejou-se completamente o contetdo da placa, lavou-se a

placa trés vezes com 250 pL da solucdo de lavagem 1X em cada lavagem e, secou-se
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batendo varias vezes em uma camada de papel toalha. De seguida, adicionou-se em
cada um dos pocos da placa, 100 pL do substrato TMB, agitando novamente a placa
manualmente por 1 minuto, e deixou-se a incubar por 15 minutos (contados a partir da
primeira adicdo do substrato), a temperatura ambiente do laboratorio (20 - 25 °C).
Apo6s a incubacdo, 100 pL do tampdo de inibicdo de reaccdo enzimatica e,
imediatamente, procedeu-se a leitura da placa num leitor de ELISA (EL-800,
BioTek®, Winooski, U.S.A.), aum comprimento de onda de 450 nm.

A quatificacdo de AFB1 nas amostras, assim como a constru¢do da curva-
padrdo, foi efectuada numa folha de célculo do Excel, com programa de andlise
MaxSignal® ELISA (Bioo Scientific Corporation, EUA), a partir das médias
densidades opticas relativas obtidas na leitura, considerando-se um coeficiente de
variagdo (%) inferior a 15%. Contudo, para garantir a qualidade necessaria dos
resultados, algumas amostras positivas foram submetidas a uma repeticdo. Para
amostras repetidas que tiveram o0 mesmo resultado que o inicial, isto €, positivas para
AFB;:, considerou-se como niveis de contaminagdo conclusivos ou definitivos, os da

quatificacdo inicial.

4.3. Analise de Dados

Foram feitas atraves do programa estatistico SPSS (versdo 20.0, Chicago, SPSS, Inc.
2011), tabelas cruzadas de frequéncias e percentagens da contagem de figados por
categorias de coloracdo e, da contaminacdo das amostras por AFB:. A significancia
das diferencas entre os sistemas de producéo e abate foi analisada usando o teste Qui-
quadrado e o teste exacto de Fisher, respectivamente.

Para os pesos dos figados, assim como, para 0s niveis de contaminacdo dos
figados e moelas por AFB;, foram feitas, no programa estatistico Prism GraphPad
(versdo 7.0, San Diego, 2015), analises descritivas, tendo em conta os sistemas de
producdo e abate, e as categorias de coloracdo, para o caso dos figados. Os pesos,
assim como, os niveis de contaminacdo dos figados por AFB1, entre as categorias de
coloracdo, foram comparados através da andlise de variancia (ANOVA) e do teste

multiplo de Tukey. Por outro lado, a comparacdo dos niveis de contaminagdo de
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AFBy, entre os tipos de amostra, e entre os sistemas de producdo e abate de frangos,
foi feita através do teste t de student. Todas analises foram realizadas a um intervalo
de confianga de 95% e nivel de significancia de 0,05, considerando-se diferencas
estatisticamente significativas para valores de P<0,05.

Analisou-se também a relacdo entre os niveis de contaminacédo dos figados por
AFB:1 e 0s respectivos pesos, através de um grafico de dispersdo, com equacgdo e
coeficiente de corelacdo. A existéncia de correlacdo positiva foi considerada para
valores de R > 5,
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5. LIMITACOES DO ESTUDO

Durante a realizacdo do estudo verificaram limitagdes importantes relativas as
amostras e aos procedimentos analiticos.

Em relacdo a amotras verificou-se, a dificuldade de obteccdo do mesmo ou
semelhante nimero de amostras entre os sistemas produtivos estudados. Devido ao
modelo de comercializacdo no mercado informal, o nimero das amostras de figado e
moela do sistema de producdo e abate local (PAL) foi consideravelmente diminuido.
Por outro lado, a amostragem realizada pode ser considerada um factor limitante,
tendo em vista, o facto de a seleccdo dos locais de amostragem ndo ter sido aleatoria,
assim como por estes, principalmente os de producéo e abate local (comunitario) nao
serem representativos.

Sobre os procedimentos analiticos, pesa o facto de nédo ter sido possivel a
analise paralela das amostras pelos dois métodos utilizados, conforme previamente

previsto.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Actualmente é frequente em varios paises, a utilizacdo das caracteristicas
macroscopicas, como a coloragdo (cor), consisténcia e o volume, para além do odor,
como parametros de avaliacdo de figados e outras visceras comestiveis de aves, para a
sua selecgdo e comercializagdo in natura.

A Tabela 9 apresenta a distribuicdo dos figados avaliados nos dois sistemas de
producéo e abate industrial ou formal (PAI) e local ou informal (PAL) de frangos,
entre as categorias de coloracdo. Dos 294 figados amostrados, a maioria apresentava
uma coloracdo moderada (43,9%), sequida da coloragdo normal (38,8%) e coloragao
palida ou amerela (17,3%), conforme mostra Figura 6, Anexo II.

Por outro lado, entre os grupos de amostras, 0 GAL apresentou maior maior
contagem e percentagem de figados nas trés categorias de coloracdo em comparacao
com o GA2. No entanto, a distribuicdo dos figados entre as categorias de coloracéo
mostrou-se estatisticamente diferente apenas para o GA2 (P=0,007).

No grupo de amostras GA1 observou-se para sistema PAI maior percentagem
de figados moderados (49,2%), e para sistema PAL, maior percentagem de figados
normais (38,9%). No grupo de amostras GA2, as amostras provenientes do sistema
PAI apresentaram maior percentagem de figados normais (50%), enquanto, as do
sistema PAL apresentaram maior percentagem de figados normais e moderados
(40%). Néo foram observadas diferencas estatisticas da distribuicdo dos figados entre
os sistemas PAIl e PAL por categorias de coloracdo, nos dois grupos amostrais
(P<0,05).

De acordo com Ito et al. (2002) e USDA (2008), a coloracdo normal do figado
de frangos de corte apresenta-se na escala entre o vermelho-profundo ao castanho-
escuro. Esta escala de coloracdo tem sido utilizada para a aprovacdo ou rejeicdo de
figados para comercializacdo in natura (Palmeira-Borges, 2006; USDA, 2008),
mesmo sabendo-se que esta varia com a idade e o tipo de alimentacdo dos frangos de
corte (Ito et al., 2002; Barcelos et al., 2006; Palmeira-Borges, 2006; Oliveira et al.,
2014).

Sineque, Alberto Romao Pégina 54



Pesquisa de aflatoxina B1 em figados e moelas de frangos de corte produzidos em Maputo

Tabela 9. Numero de figados por categoria de coloracéo por grupo de amostras e sistema de producéo de abate.

Grupos de o Coloragao
Proveniéncia p &)
amotras Normal Moderada Palida
PAI 32,9% (n=46)* 49,2% (n=69)? 17,9% (n=25)°
GAl 0,293
PAL 38,9% (n=21)° 37,0% (n=20)° 24,1% (n=13)°
PAI 50,0% (n=35)? 40,0% (n=28)° 10,0% (n=7)?
GA2 0,007
PAL 40,0% (n=12)° 40,0% (n=12)° 20,0% (n=6)°
Total 38,8% (n=114)  43,9% (n=129) 17,3% (n=51)

PAI - Producdo e abate industrial; GAL - Grupo de amostras 1; GA2 - Grupo de amostras 2; Producdo e abate local; (*) -
Valor calculado pelo teste qui-quadrado; Os valores indicados pela mesma letra (a ou b) ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste qui-quadrado (P<0,05).

Assim, tendo em conta os resultados de coloracdo encontrados, cerca de 61,2%
(n=180) do total de figados amostrados seriam rejeitados, ou seja, considerados
improrios para a comercializacdo, por apresentarem a coloracdo palida ou amerela na
maior parte das suas areas (dois tercos ou mais), o0 que em parte, resultaria em perdas
econémicas para 0s produtores.

Em relacdo ao peso dos figados, observou-se de numa anélise geral, um peso
médio de 42,03+5,13 g, com um maximo de 61,0 g, observado nos figados de
coloragcdo palida ou amerela e, um minimo de 23,8 g, observado nos figados de
coloragcdo normal. Entre as categorias de coloracdo, 0 peso mostrou-se superior nos
figados de coloracdo palida ou amerela, seguido dos de coloracdo moderada e normal,
com médias de 44,78+5,31 g, 42,66+4,45 g e 40,06+5,07 g, respectivamente, sendo
estas, estatisticamente diferentes (P<0,0001), tanto pelo teste de ANOVA, como pelo
teste de Tukey.

A Tabela 10 mostra a variacdo do peso das amostras de figado entre grupo de
amostras por categoria de coloracdo. Tal como na andlise geral, nos grupos amostrais
(GA1 e GA2), o peso foi superior nos figados de coloracdo palida ou amerela, seguido

dos de coloracdo moderada e normal. Diferencas estatisticas do peso dos figados entre
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0s grupos amostrais foram observadas apenas nos figados de coloragdo normal e
moderada (P<0,05).

Tabela 10. Variagdo do peso de figados entre os grupos amostrais por categorias de coloragéo.

Peso (g)
Coloracdo  Grupo de amostras p &)
Minimo-Maximo MédiatxDP 1C95%
GAl 34,20 - 49,90 42,6413,24 41, 85 - 43,44
Normal < 0,0001
GA2 23,80 - 46,80 36,44+4,98 34,97 - 37,90
GAl 25,50 - 49,70 43,2614,10 42,40 - 44,12
Moderada 0,0201
GA2 30,20 - 49,70 41,30+4,96 39,72 -42,89
GAl 34,20 - 61,00 45,1245,23 43,40 - 46,84
Palida 0,4368
GA2 36,20 - 50,20 43,78+5,61 40,39 - 47,17

GAL - Grupo de amostras 1; GA2 - Grupo de amostras 2; DP - Desvio-padrao; 1C95% - Intervalo de confianga de 95% para
a média; (*) - Valor calculado pelo teste t de student.

Entre os sistemas de producdo e abate, observou-se também peso superior nos
figados de coloracdo péalida ou amerela, seguindo-se os de coloracdes moderada e
normal, para todos os sistemas nos dois grupos de amostras (Figuras 4a, 4b e 4c), com
excepcdo do sistema PAL do GAZ2, que apresentou média de peso superior para
coloracdo moderada, seguida da palida ou amerela, e normal (Figura 4d). Diferencas
estatisticas das médias de peso entre as categorias de coloracdo (P<0,05) pelo teste de
ANOVA foram observadas apenas nos sistemas PAI e PAL do GA2.

Os resultados observados, de coloragdo, assim como de peso dos figados,
podem ser devidos aos efeitos primarios das aflatoxicose, assim como de outros
factores inerentes aos sistemas produtivos e de abate de frangos, que incluem para
além da idade do abate dos frangos, tempos prolongados de jejum antes do abate
(Whitehead, 1979; Ito et al., 2002; Saeed et al., 2003; Trampel et al., 2005; Palmeira-
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Borges, 2006; Oliveira et al., 2014; David Ledoux?, em comunicagdo electronica,
2016), distarbios circulatorios, doencas infecciosas e outras toxicoses (Ito et al., 2002;
Barcelos et al., 2006; Palmeira-Borges, 2006; Krishnamoorthy et al., 2007; Sarkarati e
Doustar, 2012; Oliveira et al., 2014), e exposicdo de frangos a temperaturas
ambientais elevadas (Aengwanich e Simaraks, 2004).
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Figura 4. Variacdo do peso das amostras de figado entre as categorias de coloragdo nos dois sistemas de produgéo
e abate de frangos: (a) Sistema industrial (PAI) do Grupo de amostras 1 (GA1); (b) Sistema local (PAL) do Grupo
de amostras 1 (GA1); (c) Sistema industrial (PAI) do Grupo de amostras 2 (GA2); (d) Sistema local (PAL) do
Grupo de amostras 2 (GA2).

2 Professor Emérito, Centro de Pesquisa em Ciéncias Animais, Universidade de Missouri, Columbia, EUA.
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Embora as alteracdes hepéticas, macroscopicas, ndo sejam especificas quanto a
sua etiologia, sdo comummente observadas durante as aflatoxicose, onde, o aumento
no tamanho e a presenca de palidez ou cor amerela, constituem as primeiras alteraces
a serem observadas (Santurio, 2000; Saeed et al., 2003; Stamford et al., 2005; Oliveira
et al., 2014; Dos Anjos et al., 2016). Para além destas, alteracfes na textura ou
consisténcia e a presenca de lesbes também podem ser observadas (Vilar et al., 2002;
Saeed et al., 2003; Stamford et al., 2005; Oliveira et al., 2014; Dos Anjos et al.,
2016).

Estas caracteristicas tém sido reportadas em vérios estudos (Vilar et al., 2002;
Stamford et al., 2005; Barcelos et al., 2006; Sarkarati e Doustar, 2012). Vilar et al.
(2002) e Stamford et al. (2005), em figados provenientes de diferentes matadouros,
classificados como condenados (imprdprias para 0 consumo), observaram alteragdes
no tamanho ou volume, cor e consisténcia, apresentando respectivamente, 68% de
aumento, coloracdo amarelada ou palida e consisténcia fridveis, como resultado de
aflatoxicose. No estudo de Vilar et al. (2002) estas caracteristicas foram observadas
em 50% (n=36) das amostras condenadas. Barcelos et al. (2006) observaram em 100
figados colectados numa linha de inspeccdo num matadouro, alteragdes na cor, forma,
tamanho e consisténcia em 47 de 90 figados condenados, dos quais, 24 estavam
amarelados ou palidos, e com outras alteracfes associadas. Sarkarati e Doustar (2012),
também em 384 amostras de figado proveniente de diferentes matadouros,
observaram, para além de outras alteracdes, 6% de figados amarelados.

A Tabela 11 apresenta os resultados da incidéncia e nivel de contaminacédo de
AFB: em amostras de figado e moela, colhidas nos dois sistemas de produgéo e abate
de frangos (industrial e local). A AFB;1 néo foi detectada em nenhuma das 84 amostras
de figado e moela do GA1, analisadas pelo método de CCD, ao passo que, nas 180
amostras do GA2, analisadas pelo método de ELISA, esta foi dectetada em 39%
(n=39) das amostras de figado e 13,8% (n=11) de moelas. Assim, a incidéncia de
AFB: nas 264 amostras analizadas através dos dois métodos, foi de 18,9% (n=50).

Os niveis de contaminacdo por AFB: encontrados foram inferiores aos limites

estabelecidos para alimentos de consumo humano, pelo Codex Alimentarius (10
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ug/kg), assim como pela legislagio de alguns paises, como o caso de Brasil e Africa
do Sul (5 pg/kg). Contudo, em algumas amostras de figado (n=9) e moela (n=1), os
niveis de contaminagdo por AFB: foram relativamente superiores ao limite
estabelecido na Unido Europeia (2 pg/kg), conforme ilustrado na Tabela 14 (Anexo I).

Entre os sistemas de producéo e abate de frangos, a incidéncia, ao contrario do
nivel de contaminacdo das amostras por AFB:1 mostrou-se estatisticamente diferente
(P<0,05). A AFB; foi detectada em 20% e 19% do total dos figados, provenientes dos
sistemas de producdo e abate local ou informal de frangos (PAL) e industrial ou
formal de frangos (PAI), respectivamente. Os figados apresentaram uma contaminacéao
média de 1,54 pg/kg, sendo, 1,73 ug/kg para o sistema PAL e 1,34 ug/kg para o
sistema PAI. O mesmo foi observado nas moelas, com uma incidéncia de 11,2% do
total das moelas, para o sistema PAL e 2,5% para o sistema PAIL. A média de
contaminacéo foi de 1,06 pg/kg, sendo 1,04 ug/kg para o sistema PAL e 1,07 pg/kg
para o sistema PAI. Por outro lado, os niveis, minimo e maximo de contaminacao,
foram respectivamente, de 0,57 pg/kg e 3,80 pg/kg, ambos observados em amostras
de figado do sistema PAL.

Estes resultados estdo de acordo com Karunyavanij (1991) e Biswas et al.
(2010) que referem, que nos produtos de origem animal, espera-se encontrar niveis
consideravelmente baixos (0,02 a 10 pg/kg) de AFB1, muitas vezes abaixo dos limites
de deteccdo dos métodos analiticos, mesmo em casos de exposicdo dos animais a
doses elevadas de AFB:. Por outro lado, segundo Rodriguez-Amaya e Sabino (2002) e
Biswas et al. (2010), que referem que nas aves, niveis altos de residuos de AFB; sao
comummente encontrados no figado, em relacdo a outros 6rgaos, por ser o principal
orgao responsavel pela biotranformacédo destas toxinas.

A diferenca de resultados observados entre os métodos de CCD e de ELISA
pode ser reflexo do baixo desempenho apresentado pelo método CCD, uma vez que,
os coeficientes de recuperacdo encontrados foram baixos, isto €, ndo satisfatorios (59,2
a 66%) (Tabela 15, Anexo I). De acordo com a directiva n® 657 da Comissdo Europeia
(2002), Borges (2005) e Oliveira (2010), na analise de aflatoxinas, as taxas de

recuperacao sdo consideradas aceitaveis ou satisfatorias para valores entre 70 a 120%.
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Tabela 11. Incidéncia e nivel de contaminagdo de aflatoxina B1 nas amostras de figado e moela dos dois sistemas

de producdo e abate de frangos.

N2 de Amostras o - - L
Grupo de amostras Incidéncia MédiatDP Minimo-Maximo

Al . Positi

mostra e Proveniéncia OSIX\IQE;P ara (%0) (Hg/kg) (Hg/kg)
GAL-PAI ND/28? 0,0 - -
GA1l1-PAL ND/18? 0,0 - -

Figado
GA2-PAI 19/70°¢ 27,1 1,34+0,57¢ 0,61-2,48
GA2-PAL 20/30°¢ 66,7 1,73+1,094 0,57-3,80
GAL-PAI ND/20? 0,0 - -
GA1-PAL ND/18? 0,0 - -

Moela
GA2-PAI 2/50b¢ 4,0 1,07+0,37¢ 0,81-1,34
GA2-PAL 9/30b¢ 30,0 1,04+0,44¢ 0,68 - 2,12

1 - NUmero de amostras positivas do total de amostras analisadas; GA1-PAI - Grupo de amostras 1 do sistema de producéo
e abate industrial; GA1-PAL - Grupo de amostras 1 do sistema de producdo e abate local; GA2-PAI - Grupo de amostras 2
do sistema de producéo e abate industrial; GA2-PAL - Grupo de amostras 2 do sistema de producéo e abate local; ND: N&o
detectada; a - Amostras (constituidas de um grupo de amostras elementares) analisadas pelo método de cromatografia em
camada delgada; b - Amostras analisadas pelo método de ELISA, ¢ - Os valores nao diferem estatisticamente (P<0,05) pelo
teste exacto de Fisher; d - Os valores ndo diferem estatisticamente (P>0,05) pelo teste t de student.

No entanto, podem estar por detras destes baixos coeficientes de recuperacéo,
tal como nas diferencas de resultados, factores relacionados com o0s procedimentos
analiticos e a natureza do método. Em relacdo aos procedimentos, Trucksess e Stoloff
(1979), Borges (2005) e Oliveira (2010), rerefrem que a utilizacdo de solventes
extractores como o diclorometano e cloroformio para a extrac¢do de aflatoxinas em
figados “in natura”, sem a inclusdo de um agente precipitante de proteinas, como o
acetato de chumbo, resulta muitas vezes, na ineficiéncia da metodologia na extrac¢do
de aflatoxinas, devido a geleificacdo da amostra e retencdo de uma fraccdo de
solvente.

Por outro lado, Sabino et al. (1995) e Trucksess (2001), referem que nos

ensaios de recuperacdo de aflatoxinas deve-se também considerar ou reconhecer que a
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toxina adicionada ao substrato ndo se comporta da mesma maneira que o enddgeno, ou
seja, que em casos de ocorréncia natural. E também crucial neste aspecto, o
conhecimento e a experiéncia do analista sobre 0 método (Karunyavanij, 1991). No
caso do presente estudo, apesar da experiéncia comprovada dos analistas do
Laboratorio de Referéncia, esta analise tem-se limitado a produtos de origem vegetal.

Em relagdo a natureza do método, Vilar et al. (2002), Salle et al. (2001 e
2002), Méllote (2004) e Darsanaki et al. (2013), menionam que o método de ELISA
apresenta uma elevada sensibilidade em comparacdo ao método de CCD, embora,
apresente nalgumas vezes, incidéncia de resultados falso-positivos, para além da
variabilidade de resultados (30 a 300%), baixa reprodutibilidade e possibilidade de
resultado falso-negativo. No presente estudo, a auséncia de resultados falso-positivos
foi garantida através da repeticdo de pelo meno 30% (n=15) das amostras positivas,
para alem de considerar-se um coeficiente de variacdo (%) para cada densidade Optica
em duplicado, inferior a 15%. Neste procedimento, a AFB; foi detectada em todas as
amostras (Tabela 16, Anexo 1), inferindo-se entdo que ndo houve incidéncia de
resultados falso-positivos nos resultados iniciais.

Baixos resultados de contaminacdo de figados e outros érgdos comestiveis de
frangos por AFB: tém sido reportados em varios estudos (Kalantari et al., 2000; Salle
et al., 2001; Rodriguez-Amaya e Sabino, 2002; Stamford et al., 2005; Khan et al.,
2013; El-Desouky et al. (2014). No brasil, Salle et al. (2001) utilizando o método de
ELISA, encontraram em amostras de figado de frangos de corte, niveis de AFB; de
0,54 ng/kg a 2,41 pg/kg. Rodriguez-Amaya e Sabino (2002), num estudo de revisao,
encotraram uma variabilidade na incidéncia de AFB1 em amostras de figado de frango,
com contaminacdes entre 0 a 50% das amostras testadas e niveis relativamente baixos,
de 0 pg/kg a 3,2 pg/kg. Ainda no Brasil, Stamford et al. (2005), utilizando o método
de ELISA e CCD encontraram em figados provenientes de diferentes matadouros,
contaminagdo por AFB; em niveis de 0,54 a 2,41 ug/kg, niveis estes, inferiores a 5
ug/kg, estabelecido na legislacdo como limite maximo de aflatoxina nos alimentos

para 0 consumo humano.
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No Paquistdo, Khan et al. (2013) analisaram a presen¢a de AFB1 em 264 de
tecidos (figado, rins e musculos) de aves, tendo encontrado nas aves saudaveis
positividade em 75,9%, 44,7% e 21,6% das amostras de figados, rins e masculos, com
niveis maximos de 2,0, 0,99 e 0,49 pg/kg, respectivamente. Nas aves doentes a
positividade foi de 89,2% 70,8% e 55,4%, com niveis maximos de 7,99 3,99 e 1,99
Hg/kg, respectivamente, para amostras de figados, rins e musculos.

No Egipto, EI-Desouky et al. (2014) analisaram a presenca de AFB; e AFM;
em 60 amostras de figado, moela e coracdo de frangos de corte cada, pelo método de
CLAE, e encontraram 45%, 32% e 25% de contaminacdo por AFB: e, 33%, 25% e
22% por AFM;, respectivamente, com nivel maximo global de 2,24 pg/kg.

Kalantari et al. (2000) em 100 amostras de figado colectadas em varios
prudotores avicolas no Irdo, encotraram através do meétodo CCD 43% de
contaminagéo por aflatoxinas, e niveis maximos de 0,71 pg e 1,1 pg, por 100 gramas
de amostra para AFB1 e AFMy, respectivamente, apos quantificacdo em CLAE.

Por outro lado, os baixos niveis de contaminacdo observados, assim como as
variacdes entre 0s grupos de amostras e entre sistemas de producdo e abate podem ser
avaliados pela variacdo natural da contaminacgdo de racdo e a consequente exposicao
dos frangos a AFB: nos locais estudados. De acordo com Hussain et al. (2010),
Feddern et al. (2013) e Herzallah et al. (2014), a deteccdo de AFB: nos figados e
moelas, assim como outros produtos de origem animal, ocorre quando estes
consomem racdo ou alimentos contaminados com AFB1, e geralmente, em niveis de
2,5 a 20 mg/kg (Zaghini et al., 2005; Biswas et al., 2010). Esta contaminacdo das
races e alimentos apresenta muitas vezes tendéncias sazonais, resultantes das
variacdes das condi¢bes climaticas que propiciam o crescimento dos fungos e a
producdo de aflatoxinas em uma dada regido (Stamford et al., 2005; Bintvihok e
Davitiyananda, 2002; Tajkarimi et al., 2007; Tajkarimi et al., 2008a; Feddern et al.,
2013; Morshdy et al., 2015; Darwish et al., 2016).

Portanto, é importante salientar, que nos locais estudados, particularmente nos
do sistema de producdo e abate industrial, verificaram-se condicGes e praticas

adequadas de maneio alimentar e de armazenamento das racdes, que consistiam no
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armazenamento das ragdes em locais com boa aeracdo, sem evidéncias da presenga de
roedores e o rastreio da presenca de fungos e aflatoxinas nas mesmas. Por outro lado,
0s pequenos criadores informais adquirem igualmente a racdo nos grandes criadores e
em quantidades para consumo imediato, facto que protege contra as mas condicGes de
armazenamento.

Para além da variagdo natural da contaminacdo das races e outros alimentos,
0s baixos niveis de contaminagdo observados nos tecidos de aves pode estar associada,
a rapida excrecdo apresentada pelas aves (Salle et al., 2001 e 2002; Borges, 2005;
Feddern et al., 2013). Embora muitos dados disponiveis na literatura sejam
contraditorios, Borges (2005) e Feddern et al. (2013), referem que cerca de 90% de
AFB;: ingerida pelos animais é geralmente eliminada do organismo no periodo de 24
horas, retendo apenas 10% nos tecidos.

Tem sido também reportado, que residuos de AFB; séo facilmente detectados
tecidos de aves, quando as exposicdes sdo prolongadas, devido ao aumento da
concentragdo, porém, diminuindo com o aumento da idade (Mabee e Chipley, 1973,
Hussain et al., 2010; Herzallah et al., 2014). Por tanto, o facto de o ciclo de vida dos
frangos de corte ser de 28 dias pode ser um factor de proctecgdo contra o acumulo de
AFB;:. Por outro lado, ha também evidéncias de que a exposi¢do concomitante de aves
por diferentes tipos de micotoxinas pode aumentar a excre¢do das toxinas, reduzindo
assim a sua retencdo (Hassan et al., 2012).

A Tabela 12 apresenta os niveis de contaminacdo das amostras de figado por
AFB; entre as categorias de coloracdo. Os niveis de contaminagdo por AFB: nédo
apresentaram diferencas estatisticas significativas (P<0,05) entre as trés categorias. A
contaminacdo mostrou-se superior nos figados de coloracdo péalida ou amerela,
comparativamente aos de coloracdo moderada e normal, apresentado respectivamente,
médias de 1,63 pg/kg, 1,59 pg/kg e 1,37 pg/kg. Os niveis de contaminacdo variaram
de 0,57 pg/kg a 3,80 pg/kg, sendo ambos observados nos figados de coloracdo normal.
Entre os sistemas de producdo e abate de frangos (PAI e PAL), niveis superiores entre

as trés categorias de coloracdo foram verificados no sistema PAL.
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Tabela 12. Niveis de contaminag&o das amostras de figado por aflatoxina B1 entre as categorias de coloragdo.

Concentragéo de AFB1 (ug/kg)?

Proveniéncia Coloragéo
Minimo-Maximo Média+DP 1C95%

Normal 0,61 -1,55 0,96+0,52° 0,33-2,24

PAI Moderada 0,76 - 2,48 1,53+0,55° 1,11-1,96
Palida 0,61-2,35 1,27+0,61° 0,71-1,83

Normal 0,57 - 3,80 1,53+1,18° 0,54 -2,52

PAL Moderada 0,81-3,37 1,66+0,93° 0,79-2,52
Palida 0,77 - 3,68 2,13+1,29° 0,52-3,73

Normal 0,57 - 3,80 1,37+1,07° 0,67 -2,08

PAI+PAL Moderada 0,76 - 3,77 1,59+0,72° 1,20-1,97
Palida 0,61 - 3,68 1,63+1,00° 0,99 - 2,26

PAI - Sistema de producéo e abate industrial ou formal de frangos; PAL - Sistema de producdo e abate local ou informal de
frangos; PAI+PAL - Sistemas de producéo e abate industrial e local de frangos; DP - Desvio-padréo; 1C95% - Intervalo de
confianca de 95% para a média; a - Todas amostras pertenciam ao grupo amostras 2 (GAZ2), analisadas pelo método de
ELISA; b - Os valores ndo diferem estatisticamente (P>0,05) pelos testes de ANOVA e Tukey.

Por outro lado, também foi avaliada a relacéo entre os niveis de contaminacao
e 0s pesos das amostras de figado (Figura 6), na qual verificou-se uma correlacéo
negativa, justificada pela linha de tendéncia linear, assim como pelo valor do
coeficiente de correlagdo (R?= 0,013).

Embora nenhuma relacéo estatistica entre os niveis de contaminacao por AFB:
e as categorias de coloracdo dos figados, assim como com 0s pesos, tenha sido
evidenciada, as alteracdes hepaticas sobservadas sdo sugestivas de um quadro de
aflatoxicose. Segundo, Stamford et al. (2005), Kumar e Balachandran (2009), Dos
Anjos et al. (2015) e Fowler et al. (2015), é frequente numa aflatoxicose, observar-se
a presenca de palidez ou cor amerela e aumento de tamanho nos 6rgaos de aves,

especialmente no figado.
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Figura 5. Relacdo entre o nivel de contaminacéo por aflatoxina B1 e 0 peso das amostras positivas de figado.

Em estudos experimentais, Kumar e Balachandran (2009), observaram apds a
exposicdo de frangos de corte por aflatoxina total, figados com aumento no volume e
presenca de palidez ou coloracdo amerelada, enquanto, Fowler et al. (2015) e Dos
Anjos et al. (2016) observaram apo0s exposicdo de frangos a AFB;, as mesmas
alteracdes no figado e rins, para além de uma reducdo significativa no indice de
produtividade dos frangos.

A palidez ou cor amerela e 0 aumento de tamanho no figado de aves, resultam,
de acordo com Bryden e Cumming (1980) e Santurio (2000), da dificuldade na sintese
hepética de lipidos (gordura) pela accdo da AFB1, e respectivo transporte para outras
partes do organismo. Esta interferéncia leva ao aumento dos hepatécitos e a uma
generalizada proliferacdo de células nos ductos biliares, resultando no aumento do
volume do figado (Newberne e Butler, 1969). No entanto, nas aves, os efeitos da
aflatoxicose variam de acordo com dose e o tempo de intoxicacdo das mesmas
(Santurio, 2000; Salle et al., 2002; Vilar et al., 2002; Stamford et al., 2005; Diaz e
Murcia, 2011; Herzallah et al., 2014).

Portanto, torna-se relevante fazer o rastreio de aflatoxinas e outras micotoxinas
nos alimentos destinados a alimentacdo de frangos de corte, e a avaliacdo

macroscopica do figado ao nivel dos locais de abate, pela sua relativa dimensdo na
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facilidade de oferecer a melhor observacdo sobre a condi¢cdo ou modificagdo
patologica nos frangos. Estas medidas permitirdo ndo sé a salvaguarda da satde do
consumidor, pela seguranca de visceras e/ou carnes de frango, mas também, a
monitoria da salde das aves, evitando possiveis perdas econdémicas resultantes do
efeito destas toxinas.
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7. CONCLUSOES E RECOMEDACOES

A maior parte de figados amostrados, apresentavam coloragdo moderada
(43,9%), seguida da coloragcdo normal (38,8%) e coloragdo palida ou amerela (17,3%),
com maior contagem para o sistema de producdo e abate industrial (PAI), nas trés
categorias de coloracdo. O peso dos figados mostrou-se para todos os sistemas de
producdo e abate de frangos, superior nos figados de coloracdo péalida ou amerela,
seguida da moderada e normal, com 44,78+5,31 g, 42,66+4,45 g e 40,06%5,07 g,
respectivamente.

A aflatoxina B: foi detectada em 18,9% (n=50) das 264 amostras de figado e
moela. O método CCD mostrou-se ineficiente na analise de aflatoxina B1 em figados e
moelas, pois, apresentou coeficientes de recuperacdo ndo satisfatorios (59,2 a 66%).
Todas as amostras positivas de figado (39%) e de moela (13,8%) foram detectadas
pelo método de ELISA, com maior parte das amostras provenientes do sistema de
producédo e abate local ou informal (PAL).

Os niveis de contaminacdo das amostras de figado e moela por aflatoxina B,
foram inferiores aos limites estabecelicidos pelas normas do Codex Alimentarius e
pela maioria das legislacdes internacionais, tendo apresentado uma media de 1,73
Hg/kg e 1,04 pg/kg no sistema PAL e, 1,34 pg/kg e 1,07 pg/kg no sistema PAI, para
figados e moelas, respectivamente. Os niveis contaminacdo minimo e maximo foram,
respectivamente, de 0,57 pg/kg e 3,80 pg/kg, ambos observados em amostras de
figado do sistema PAL. Por outro lado, foi verificada uma relacéo linear negativa entre
a ocorréncia da aflatoxina B1 nos figados e 0s pesos dos mesmos.

Os baixos niveis de contaminacao verificados nas amostras de figado e moela
pressupdem, que estes produtos ndo apresentam risco a saude do consumidor. No
entanto, sendo o presente estudo o primeiro relato cientifico no pais sobre a ocorréncia
de aflatoxina B1 em produtos de origem animal, particularmente em miudezas de aves,
torna-se evidente a necessidade da implantacdo de programas de pesquisa de residuos
de aflatoxinas, em tecidos ou partes comestiveis de frangos de corte, visto que,
qualquer falha de maneio alimentar e/ou armazenamento de racdes, pode resultar no

desenvolvimento do Aspergillus e a consequente producéo de aflatoxinas.
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Assim, para além de se minimizar perdas de producdo, servirdo de subsidio
cientifico para os 6rgdos governamentais, de modo a se implantar programas de
monitoria continua de aflatoxinas na producdo avicola, assim como noutros
seguimentos agro-pecuarios. Por outro lado, dadas as limitacdes verificadas neste
trabalho, h4 também a necessidade de realizar-se mais estudos de ocorréncia de
aflatoxinas nos alimentos de origem animal, integrando a optimizacdo dos métodos de

anélise.
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ANEXOS

Anexo |: Tabelas ilustrativas

Tabela 13. Niveis de contaminagdo artificial das amostras de figados e moelas por aflatoxina Bi.

Amostra

Nivel de contaminagédo por AFB: (ug/mL)
Tipo Quantidade

22 0,02

2,0

Figado
g 4.0

6,0

22 0,02

2,0
Moela

4,0

6,0

Legenda: a - Grupos de controlo.

Tabela 14. Distribuicéo das amostras positivas de figado e moela tendo em conta os limites maximos estabelecidos
nas legislacdes internacionais para alimentos de consumo humano.

Grupo de amostras Namero de amostras abalxo. NUmero de amostras acima _
Amostra e Proveniéncia CA UE Brasil CA UE Brasil
(10 pglkg) (2 ug/kg) (5 ug/kg) (10 pg/kg) (2 ug/kg) (5 ug/kg)
GA2-PAI 70 67 70 0 3 0
Figado
GA2-PAL 30 24 30 0 6 0
GA2-PAI 50 50 50 0 0 0
Moela
GA2-PAL 30 39 30 0 1 0

Legenda: CA - Codex Alimentarius; EU - Unido Europeia; GA2-PAI - Grupo de amostras 2 do sistema de producéo e abate
industrial; GA2-PAL - Grupo de amostras 2 do sistema de produgdo e abate local.
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Tabela 15. Médias das recuperacOes e coeficientes de variagdo obtidos dos figados e moelas artificialmente

contaminadas com aflatoxina Bi.

AFB: adicionada Quantidade de AFB: o o
Amostra (ug/mL) recuperadat (ug/kg) R (%) DP CV%
0,02 ND - - -
) 2,0 1,184 59,2 0,167 2,8
Figado
4,0 2,480 62,0 0,297 8,8
6,0 3,960 66,0 0,208 4,4
0,02 ND - - -
2,0 1,249 62,44 0,186 3,5
Moela
4,0 2,587 64,67 0,330 10,9
6,0 3,953 65,89 0,287 8,2

Legenda: 1 - Valores médios das recuperaces nos quatro figados e trés moelas de cada grupo; a - Grupos de controlo,
constituidos de dois figados e duas moelas, respectivamente; R (%) - Coeficiente de recuperagdo; DP - Desvio padrdo da
média das recuperacdes; CV (%) - Coeficiente de variacdo; ND - Nao detectada.

Tabela 16. Incidéncia de aflatoxina B1 nas amostras positivas de figado e moela repetidas.

Amostra Grupo de amostras e N2 de Amostras Positivas Incidéncia de AFB:
Proveniéncia para AFB;: repetidas! (%)
GA2-PAI 5 100% (5/5)
Figado
GA2-PAL 5 100% (5/5)
GA2-PAI 2 100% (2/2)
Moela
GA2-PAL 3 100% (3/3)

Legenda: 1 - Nimero de amostras positivas para aflatoxina B, repetidas; GA2-PAI - Grupo de amostras 2 do sistema de
producéo e abate industrial; GA2-PAL - Grupo de amostras 2 do sistema de produgdo e abate local; AFB: - Aflatoxina Bi.
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Anexo Il: Figuras de esquemas e ilustratagdes

" Por Alberto Sineque, 2016

Ao

Figura 6. llustracdo das categorias de coloragéo dos figados de frango de corte amostrados nos dois sistemas de

produgdo e abate de frangos: f.Md - Figado moderado; f.PA - Figado pélido ou amarelo; f.Nr - Figado normal.
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Figura 7. Esquema representativo de uma placa de cromatografia em camade delgada, de desenvolvimento

unidimensional: P - Pontos de aplicacéo do padrdo de AFBz1; A - Pontos de aplicacdo da amostra.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12
P1 P1 AT1 AT1 AT9 | AT9 | AT17 | AT17 | AT25 | AT25 | AT33 | AT33
P2 P2 ATZ | ATZ2 | AT10 | AT10 | AT18 | AT18 | AT26 | AT26 | AT34 | AT34
P3 P3 AT3 | AT3 | AT11 | AT11 | AT19 | AT19 | AT27 | AT27 | AT35 | AT35
P4 P4 AT4 | AT4 | AT12 | AT12 | AT20 | AT20 | AT28 | AT28 | AT36 | AT36
P5 PS5 ATS | ATS | AT13 | AT13 | AT21 | AT21 | AT29 | AT29 | AT37 | AT37
P6 P6 ATE | ATE | AT14 | AT14 | AT22 | AT22 | AT30 | AT30 | AT38 | AT38

ACA1 [ ACA1 | AT7 | AT7 | AT15 | AT15 | AT23 | AT23 | AT31 | AT31 | AT39 | AT39
H | ACA2 | ACA2 | AT8 | AT8 | AT16 | AT16 | AT24 | AT24 | AT32 | AT32 | AT40 | AT40

Q== =] =

Figura 8. Esquema representativo da distribuicdo de solu¢fes-padrdo (P1 = 0,00 ng/mL; P2 = 0,02 ng/mL; P3 =
0,06 ng/mL; P4 = 0,2 ng/mL; P5 = 0,6 ng/mL; P6 = 1,5 ng/mL), amostras contaminadas artificialmente (ACAl1 =5
ng/mL; ACA2 =10 ng/mL) e amostras de testagem (AT1-40) numa placa de ELISA.
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