33 SEMANA IV CONGRESSO DE
‘i} T e @ C E EXTENSAO E CULTURA

BOVINOCULTURA LEITEIRA: MICOTOXINAS EM LEITE CRU REFRIGERADO

PEDRO RASSIER DOS SANTOS'; CRISTINA HALLAL DE FREITAS? AMANDA
RICKES CROCHEMORE?®; CAMILA QUINTANA LOPES*; CAMILA SCHWANSON
MADRUGA?®; PATRICIA DA SILVA NASCENTE®

'Universidade Federal de Pelotas — rassier1907@gmail.com
2Universidade Federal de Pelotas — cristinahallal@live.com
3Universidade Federal de Pelotas — amanda_rickes@hotmail.com
“Universidade Federal de Pelotas — camila_dilopes@hotmail.com
*Universidade Federal de Pelotas — milacerrito@gmail.com
®Universidade Federal de Pelotas — pattsn@gmail.com

1. APRESENTACAO

O leite € um alimento de grande valor nutritivo, que fornece macro e
micronutrientes para o crescimento, desenvolvimento e manutencdo da saude
humana. Porém, pode também ser o agente causador de diversas alteracdes
fisiologicas nos individuos que o consomem, principalmente por ser veiculo de
contaminantes ambientais e alimentares. Dentre estes, 0S micro-organismos e
seus metabdlitos, como as micotoxinas, causam preocupacao pela possibilidade
de migrarem em fluidos e tecidos de animais mamiferos de criagdo com posterior
dano a saude, principalmente para criancas e recém-nascidos, que sao mais
susceptiveis que os adultos aos efeitos toxicos de contaminantes, tais como as
aflatoxinas, através do leite (KWIATKOWSKI e ALVES, 2007).

As aflatoxinas sdo metabdlitos secundarios de fungos das espécies
Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius, que contaminam produtos
agricolas, destacando-se as aflatoxinas B; (AFLAB;); B, (AFLAB,); G; (AFLAG,);
G, (AFLAG,). As aflatoxinas M; (AFLAM;) e M, (AFLAM,) sdo metabdlitos
hidroxilados das AFLAB; e AFLAB; e podem ser encontrados em produtos
lacteos provenientes de animais que ingeriram racdo contaminada (CREPPY,
2002). As aflatoxinas tém sido identificadas como fatores envolvidos na etiologia
do cancer hepéatico no homem, consequentemente a ingestdo de alimentos
contaminados, além disso, a teratogénese provocada por determinadas
concentracdes de aflatoxinas foi observada em animais, principalmente durante a
primeira fase embrionéria, causando ma formacdo do feto e reabsorcdo de
embrides (SCUSSEL, 1998; ZHAO et al., 2010). A AFLAB; esta classificada como
grupo 1, carcinogénica para humanos, e a AFLAM; como grupo 2B,
possivelmente carcinogénica para humanos (IARC, 2002).

Na producado leiteira, o desafio atual envolve um manejo racional dos
agroecossistemas mantendo sua produtividade. No entanto, solugbes para um
problema tdo complexo devem ser buscadas em grupos interdisciplinares para
que a interacdo entre diferentes profissionais produza um resultado duradouro. A
sociedade tem discutido a diferenca entre produtos convencionais e
agroecologicos ou organicos em fungcédo da saude do trabalhador, do consumidor
e do ambiente. O valor agregado a estes produtos é incentivo para a adogao, por
parte de muitos produtores, principalmente os pequenosm, que véem na pratica
uma melhoria de condi¢gbes de vida, tanto ambiental quanto na renda.

Na producado agroecoldgica e organica, os animais séo criados com base em
principios de bem-estar, higiene e saude, sem a utilizacdo de antibibticos,
horménios, vermifugos, promotores de crescimento, estimulantes de apetite, uréia
e demais aditivos ndo autorizados. E necessario que o pecuarista esteja
compromissado com a preservacdo ambiental e proporcione adequadas
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condicBes de trabalho aos seus empregados, sempre visando a exceléncia do
produto a ser obtido. Este leite difere do obtido na pecuaria convencional por ndo
conter residuos quimicos de qualquer espécie, possuindo mesmo sabor e valor
nutritivo, podendo ser consumido puro, sob forma de lactoderivados ou
incorporado a outros produtos alimenticios. A certeza de qualidade é o diferencial.

O projeto a que pertence esse trabalho tem como objetivo assessorar
produtores de leite bovino, quanto ao acompanhamento da mastite clinica e
subclinica relacionadas com agentes fungicos, assim como verificar a presenca
de bolores, leveduras e micotoxinas no leite refrigerado em cada uma das
propriedades. Os produtores, especialmente os pequenos, constituem o elo mais
fragil da cadeia produtiva de leite, e a Universidade tem a capacidade de auxiliar
em diversos segmentos nessa busca de conhecimento e assessoria para que a
producdo consiga permanecer sustentavel e com bons rendimentos. O objetivo
especifico deste trabalho apresentado foi analisar a ocorréncia de AFLAB1 e
AFLAM1 em leite de vaca refrigerado proveniente de propriedades leiteiras
localizadas na regiao de Pelotas, RS.

2. DESENVOLVIMENTO

As amostras do leite bovino foram coletadas de tanques a granel de trés
propriedades leiteiras de pequenos produtores na cidade de Arroio Grande que
buscam a transicdo agroecoldgica para producéo de leite organico.

A extracdo da aflatoxinas em amostras de leite bovino foi realizada no
Laboratério de Micologia da Universidade Federal de Pelotas, em triplicata,
utilizando o método de QUEChERS (SARTORI et al., 2015).

Primeiramente, as amostras foram centrifugadas por 5 min e a gordura
removida com o auxilio de uma espatula. Apos, foram pesadas 5 g do leite,
adicionou-se 10 mL de hexano e 15 mL de acetonitrila com 1% de &cido acético,
homogeneizou-se por 1 min manualmente e vagarosamente. Em seguida,
adicionou-se 6 g de sulfato de magnésio e 1,5 g de cloreto de sddio,
homogeneizou-se manualmente e vigorosamente por 1 min e 30 S em vortex.
Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 3000 rpm por 7 min e logo apés
retirou-se a fase do hexano descartando-o em frasco especifico, recolheu-se a
fase da acetonitrila em frascos ambar, evaporou-se em banho-maria a 60 °C esta
ultima fase recolhida e acondicionou-se sob congelamento para posterior
quantificacéo.

A quantificacdo das aflotoxinas M; e B; foi realizada através de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), com detector de fluorescéncia O
meétodo constituiu-se em ressuspender 0s extratos secos das amostras em 1 mL
da fase movel, agitar por 1 min em banho ultrassoénico, transferir para eppendorf e
centrifugar a 10000 rpm por 5min para posterior injecdo, utilizando coluna
cromatografica Kromasil C18 5y 250x4,6 mm com al¢a de injecdo de 20 L,
vazdo de 1,0 mL min™ e fase mével acido agua acidificada: acetonitrila: metanol
(15:25:60). Para a obtencdo da concentracdo de AFLAM; e AFLAB; nas amostras
contaminadas foram utilizadas as curvas de calibracéo, previamente construidas
para essa analise: y = 17294x - 7989,1 e y=30970x - 4657,2, respectivamente.

3. RESULTADOS

A legislacdo para as micotoxinas, inclusive para a AFM1, é muito
controversa, existindo, porém, diferencas significativas na regulamentacdo de
micotoxinas a nivel nacional e internacional. O Ministério da Saude por meio da
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RDC n° 12/2002 estabeleceu para o Brasil a tolerancia maxima de AFM1 0,5 ug.L”
! (BRASIL, 2002). No presente trabalho obtivemos indices maiores dos que os
aceitos pelo Ministério da Saude nas trés propriedades visitadas, como mostra a
tabela 1.

Tabela 1. ConcentragOes de AFLAM; e AFLAB; nas amostras de leite de trés
propriedades localizadas na cidade de Arroio Grande

Propriedade AFLAM; (ug.L™) AFLAB;(ug.L™)
2 0,95 0,22
3 0,98 0,17
4 1,63 0,19

Alguns fatores podem estar envolvidos na presenca dessas aflatoxinas em
quantidades mais altas do que as aceitaveis no Brasil, visto que séo fatores que
favorecem o desenvolvimento de fungos e producdo de toxinas, como a umidade
relativa, conteddo de umidade, temperatura, luz, danos mecanicos, microclima
(atmosfera), fungicidas, composicdo do substrato, competicdo microbiolégica
(interacdo microbiana) e linhagem do fungo contaminante (SCUSSEL et al 1998).
Um dos principais fatores que deve se levar em conta € o cuidado no
armazenamento da racdo dos bovinos, jA& que a concentracdo de AFM1
encontrada no leite esta altamente correlacionada com o nivel de AFB1 na racéo
(BAKIRCI, 2001).

Em um estudo feito em S&o Paulo, a Aflatoxina M1 foi detectada em 39,5%
das 43 amostras de leite analisadas, sendo que 64,7% destas amostras
apresentavam concentracdes acima do limite maximo permitido pela legislacao
(Goncalez et al.,, 2005). Uma vez presente no leite, a AFM1 é resistente ao
tratamento térmico, como pasteurizacdo ou esterilizagdo (GALVANO et al., 1998).
Por essa razdo, 0 risco permanece nao somente no leite disponivel
comercialmente, mas também nos seus produtos derivados, como mostra um
estudo feito com amostras de queijo Minas (frescal, canastra e padréo), onde foi
avaliada a presenca de aflatoxina M1 e 75% das amostras apresentaram
contaminacdo em niveis de 0,02 a 6,92 ug.L™ (Prado et al., 2000c). Em queijo
ralado, tipo parmesédo, aflatoxina M1 foi detectada em 93% das 14 marcas
analisadas, em faixa de concentracdo de 0,04 a 0,30 ug.L™" e média de 0,14 ug.L™
(Prado et al., 2001).

4. AVALIACAO

Com base nos resultados obtidos e na literatura, podemos refletir sobre
muitos fatores que devem ser melhorados nas propriedades onde foram feitas as
coletas do material analisado, tentando diminuir as concentracdes de Aflatoxinas
obtidas nas analises que foram feitas at¢é o momento. A ado¢do de novos
processos vem incrementar a capacidade produtiva e gerar produtos de melhor
qualidade, como € o caso do leite agroecologico. Nosso proximo passo é levar
esses resultados até os produtores e sugerir algumas mudancas em suas rotinas,
pricipalmente com relacdo a questéao sanitaria da alimentacdo dos animais, salas
de ordenha e locais onde esses animais vivem. Acredita-se que com essas
medidas ja seja possivel obter menores concentracdes das Aflatoxinas no leite
comparada com as obtidas até o momento, tornando-os aceitaveis pelos indices
determinados pela legislacao no Brasil.
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