PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM VIGILANCIA SANITARIA
INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE
FUNDAGAO OSWALDO CRUZ

Fabio Santos Moraes

IMPLANTAGAO E VALIDAGAO DE METODO PARA ANALISE DE AFLATOXINA
M1 EM LEITE, POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA E
DETECGAO POR FLUORESCENCIA, NO LABORATORIO MUNICIPAL DE

SAUDE PUBLICA DA CIDADE DO RIO DE JANEIRO.

Rio de Janeiro
2019



Fabio Santos Moraes

IMPLANTACAO E VALIDAGAO DE METODO PARA ANALISE DE AFLATOXINA M1
EM LEITE, POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA E DETECGAO
POR FLUORESCENCIA, NO LABORATORIO MUNICIPAL DE SAUDE PUBLICA
DA CIDADE DO RIO DE JANEIRO.

Monografia apresentada ao curso de
Especializagdo em Controle da Qualidade de
Produtos, Ambientes e Servicos Vinculados a
Vigilancia Sanitaria do Programa de Pods-
Graduagdo em Vigildncia Sanitaria, do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude, da
Fundagdo Oswaldo Cruz, como requisito para a
obtengao do Certificado de conclusdo do Curso de
Especializagdo em Controle da Qualidade de
Produtos, Ambientes e Servicos Vinculados a
Vigilancia Sanitaria.

Orientadoras: Maria Heloisa Paulino de Moraes
Maria Helena Wohlers M. Cardoso

Rio de Janeiro
2019



Catalogagao na Fonte
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
Biblioteca

Moraes, Fabio Santos

Implantagéo e validagdo de método para analise de aflatoxina M1 em leite,
por cromatografia liquida de alta eficiéncia e deteccdo por fluorescéncia, no
Laboratério Municipal de Saude Publica da Cidade do Rio de Janeiro. / Fabio
Santos Moraes. - Rio de Janeiro: INCQS/FIOCRUZ, 2019.

88 f.

Monografia (Curso de Especializagdo em Controle da Qualidade de
Produtos, Ambientes e Servigos Vinculados a Vigilancia Sanitaria) - Programa
de Pés-Graduagdo em Vigilancia Sanitaria, Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude, Fundacédo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 2019.

Orientadora: Maria Heloisa Paulino de Moraes.
Co-orientadora: Maria Helena Wohlers Morelli Cardoso.

1. Estudos de Validagao. 2. Aflatoxina M1. 3. Vigilancia Sanitaria. I. Titulo.

Implantation and validation of method for analysis of Aflatoxin M1 in milk, by high
performance liquid chromatography and fluorescence detection in the Municipal

Public Health Laboratory of the city of Rio de Janeiro.



Fabio Santos Moraes

IMPLANTAGCAO E VALIDAGAO DE METODO PARA ANALISE DE AFLATOXINA M1
EM LEITE, POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA E DETECGAO
POR FLUORESCENCIA, NO LABORATORIO MUNICIPAL DE SAUDE PUBLICA
DA CIDADE DO RIO DE JANEIRO.

Monografia apresentada ao curso de
Especializagdo em Controle da Qualidade de
Produtos, Ambientes e Servicos Vinculados a
Vigilancia Sanitaria do Programa de Pods-
Graduagdo em Vigildncia Sanitaria, do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude, da
Fundagdo Oswaldo Cruz, como requisito para a
obtengao do Certificado de conclusdo do Curso de
Especializagdo em Controle da Qualidade de
Produtos, Ambientes e Servigos Vinculados a
Vigilancia Sanitaria.
Aprovado em: / /

BANCA EXAMINADORA

Silvana do Couto Jacob (Doutora)
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude — INCQS

Lucia Helena Pinto Bastos (Doutora)

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude — INCQS

Mararlene Ulberg Pereira (Mestre)

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude — INCQS

ORIENTADORAS

Maria Heloisa Paulino de Moraes (Mestre) - Orientadora
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude — INCQS

Maria Helena Wohlers Morelli Cardoso (Doutora) - Co-orientadora

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude — INCQS



Dedico esse trabalho aos profissionais do
Laboratério de Micotoxinas do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em
Saude da Fundagdo Oswaldo Cruz que
contribuiram de forma imprescindivel para

sua realizacao.



AGRADECIMENTOS

A Deus, sempre presente em minha vida, direcionando meus passos € me
dando a sabedoria necessaria para mais esse desafio.

Aos meus pais, cujo amor, que alcanga a dimensao do infinito, ndo consigo
expressar com palavras.

A minha Bela e amada esposa, por estar ao meu lado em todos os
momentos.

Aos meus amigos do LASP, especialmente Laudicea e Gisele, que me deram
as méaos nessa caminhada.

As minhas orientadoras pela dedicacéo e colaboragdo imensuraveis.

Aos professores, coordenadores, demais profissionais e alunos do curso de
Especializagao.

Ao meu amigo Mick pelos valiosos ensinamentos e por ter me atrapalhado um

pouco também.



RESUMO

A aflatoxina M1 é uma micotoxina que pode estar presente no leite de mamiferos,
incluindo seres humanos, apds a ingestao de alimentos ou ragdo contaminados com
aflatoxina B1. Ha evidéncias de que a aflatoxina M1 esta relacionada com a
carcinogenicidade em seres humanos, o que representa um elevado risco para a
seguranga alimentar, considerando ainda que grande parte do leite e derivados
produzidos é destinada a alimentagao infantil. O presente estudo teve como objetivo
validar, intralaboratorialmente, método para analise de aflatoxina M1 em leite fluido,
com extragdo por coluna de imunoafinidade e identificagdo e quantificacido por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgao por fluorescéncia. Foram
avaliados os paradmetros de seletividade, linearidade, limites de detecgao e
quantificacédo, recuperacédo e precisao. Nas condigdes operacionais do método, a
seletividade foi comprovada pela auséncia de interferentes no tempo de retencéo da
aflatoxina M1, além da correlagao entre os tempos de retencdo do padrdo de
aflatoxina M1 em fase médvel e na matriz, 5,29 + 0,02 minutos, idénticos entre as
repeticoes e maiores do que o dobro do tempo relativo ao volume vazio da coluna,
nao se verificando outro pico préximo da aflatoxina M1. A linearidade foi verificada
pelos coeficientes de determinacdo e correlagcdo maiores que 0,99, além da
homocedasticidade nos resultados e normalidade dos residuos da regressdo. Os
limites de detecgdo e quantificagdo encontrados foram de 0,002 e 0,006 pg/L,
respectivamente. Os resultados demonstraram ainda a exatiddo do método, tendo
sido encontrados valores entre 80,67 e 97,56% de recuperacao, para cinco niveis de
fortificagdao de 0,0036 a 0,6430 pg/L. No que diz respeito a precisdao, os desvios
padrdes de repetibilidade e precisédo intermediaria ficaram abaixo de 20%. O método
analitico avaliado no presente estudo evidenciou ser capaz de detectar e quantificar
a aflatoxina M1 em amostras de leite fluido desnatado, em atendimento ao limite
maximo tolerado de 0,5 pg/L, estabelecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria.

Palavras-chave: Aflatoxina M1. Validag&o. Vigilancia Sanitaria.



ABSTRACT

Aflatoxin M1 is a mycotoxin that may be present in mammalian milk, including
humans, after ingestion of food or feed contaminated with aflatoxin B1. There is
evidence that aflatoxin M1 is related to the carcinogenicity in humans, which
represents a high risk for food safety, considering also that a large part of the milk
and its products are intended for infant feeding. The aim of the present study was to
validate, in the laboratory, a method for the analysis of aflatoxin M1 in fluid milk, with
extraction by immunoaffinity column and identification and quantification by high
performance liquid chromatography with fluorescence detection. The proposed
methodology, a descriptive study with a quantitative approach, consisted in the
application of the parameters of selectivity, linearity, limits of detection and
quantification, recovery assay and precision. In the operating conditions of the
method, the selectivity was demonstrated by the absence of interferers in the
retention time of aflatoxin M1, in addition to the correlation between the aflatoxin
retention times in the mobile phase and in the matrix, 5.29 £ 0.02 minutes, identical
between the replicates and greater than twice the retention time of the void volume of
the column, with no other peak near aflatoxin M1 occurring. The linearity was verified
by the coefficients of determination and correlation higher than 0.99, besides the
homoscedasticity in the results and normality of the residuals of the regression. The
detection and quantification limits were 0.002 and 0.006 pg/L, respectively. The
results also demonstrated the accuracy of the method, with values between 80.67
and 97.56% recovery for five fortification levels of 0.0036 to 0.6430 ug/L. With regard
to accuracy, the repeatability and intermediate accuracy standard deviations were
below 20%. The analytical method evaluated in the present study was able to detect
and quantify aflatoxin M1 in samples of UHT skimmed milk, in compliance with the
maximum tolerated limit of 0.5 pg/L established by the National Sanitary Surveillance

Agency.

Key words: Aflatoxin M1. Validation. Health Surveillance.
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1 INTRODUGAO

A preocupacao em ofertar o alimento saudavel e com garantia de qualidade
bioldgica, sanitaria, nutricional e tecnoldgica a populagao esta inserida em uma série
de etapas, desde a produgdo (incluindo a agricultura tradicional e familiar),
processamento, industrializagcdo, comercializacado, abastecimento até a distribuicéo,
cuja responsabilidade € partiihada com diferentes setores de governo e da
sociedade. Essa complexidade da cadeia produtiva de alimentos coloca a sociedade
brasileira diante de novos riscos a saude, como a inadequacgao do perfil nutricional
dos alimentos e a presenca de contaminantes (BRASIL, 2013).

Constitutiva das praticas em saude, a Vigilancia Sanitaria possui seu escopo
de acao voltado para a prevencao e controle de riscos, protecdo e promocao da
saude, sendo o ambito das relagdes sociais de produgcdo e consumo seu principal
ponto de atuacdo como espaco de intervencdo em prol dos interesses da saude
(COSTA, 2009).

A agropecuaria brasileira, que estd ha alguns anos entre os maiores
produtores mundiais, alcangou recentemente seu recorde de produgdo de graos,
produzindo alimentos para o consumo interno e para mais de 150 paises em todos
os continentes (EMBRAPA, 2018a), sendo o terceiro maior exportador de produtos
agricolas em 2017, atras apenas da Unido Europeia e dos Estados Unidos
(MARANHAO; FILHO, 2017). No mercado interno, boa parcela da produgéo de
graos é direcionada a alimentag&o animal, como o milho, do qual a maior parte se
destina as industrias de ragao, enquanto que o consumo humano absorve apenas
uma pequena fragao do total produzido (CASTRO; ANJOS, 2009).

A racao destinada a alimentacdo animal tornou-se uma alternativa como
complemento ao pasto ou volumoso (capim, silagem, feno etc.) dado ao gado
leiteiro, 0 que nem sempre € indicativo de boa nutrigdo ou de produtividade (NEIVA,
2018). Neste cenario, o que se verificou nas ultimas décadas foi uma evolugao de
forma continua da producao de leite, resultando no crescimento consistente, levando
0 pais a ser um dos principais produtores do setor no mundo (EMBRAPA, 2018b).

Contudo, o crescimento da oferta n&o reflete necessariamente o aumento no
consumo, que sofre influéncia de questdes socioecondmicas, como habito alimentar

e renda familiar.
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Diante do exposto, a regulamentagédo, assim como a fiscalizagdo sanitaria
passam a ter um papel cada vez mais importante na garantia da segurancga
alimentar, tendo em vista os diversos contaminantes quimicos e bioldégicos, que
podem resultar de ndo conformidades em qualquer momento da cadeia de producéao
do leite e chegar até a mesa do consumidor.

Dentre os contaminantes quimicos que podem estar presentes nas racdes e
consequentemente no leite, destacam-se as micotoxinas. Sua presenca nos
alimentos representa, atualmente, um dos principais entraves técnicos a
comercializagdo dos produtos agricolas, uma vez que sdo substancias altamente
toxicas e carcinogénicas, representando risco potencial para a saude humana e
animal (CASTRO; ANJOS, 2009).

As micotoxinas sdo um grupo relativamente grande e diverso de toxinas de
ocorréncia natural, sintetizadas por algumas espécies de fungos, muitas das quais
caracterizadas como agentes quimicos de doencgas téxicas em humanos e animais.
Podem contaminar produtos agricolas antes, durante ou apés a colheita (PITT et al.,
2012; STEIN; BULBOACA, 2017). A genética de plantas, exposicdo a esporos de
fungos, condigdes climaticas durante o plantio, cultivo e colheita, danos causados
por insetos, manejo de culturas e uso de fungicidas, s&o alguns dos fatores que
influenciam o crescimento de fungos nas culturas e a consequente produgédo de
micotoxinas. Nesse conjunto, o controle da umidade e temperatura tem uma grande
influéncia no crescimento de fungos e na produgdo de micotoxinas no campo e
armazenamento (RODRIGUES; NAEHRER, 2012).

O consumo de alimentos contaminados por micotoxinas tem sido relacionado
ao cancer, mutagenicidade, inducdo de disturbios hormonais, gastrointestinais ou
renais e imunossupressao, principalmente em dietas consideradas monétonas nos
paises com elevada exposicdo a esses alimentos (ANFOSSI; GIOVANNOLI;
BAGGIANI, 2016; PITT et al., 2012).

Dentre as micotoxinas, as aflatoxinas (AF) sdo as mais importantes em
relagdo a sua abundancia, toxicidade e impacto humano. Sao produzidas,
sobretudo, por espécies de Aspergillus em regides tropicais e subtropicais do
mundo, podendo ocorrer no campo e apos a colheita em condi¢des inadequadas de
producéo e armazenamento (STEIN; BULBOACA, 2017; WU, 2015; YAO; HRUSKA;
DI MAVUNGU, 2015).
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Ha evidéncias suficientes que relacionam as aflatoxinas ao cancer no figado
em seres humanos e a carcinogenicidade em animais experimentais. Mais
recentemente, foram relatados efeitos do impacto negativo das aflatoxinas no
crescimento infantil, bem como na modulagdo imunolégica (COPPOCK; DZIWENKA,
2014; IARC, 2012, 2015; PITT; TANIWAKI; COLE, 2013; WU, 2015).

Depois de ingerida, a aflatoxina B1 (AFB1) pode ser metabolizada em
aflatoxina M1 (AFM1). Essa conversao ocorre no figado de mamiferos e envolve um
mecanismo de hidroxilagdo (Figura 1), aumentando a solubilidade em agua e
permitindo a rapida excrecdao da AFM1 no leite. Em decorréncia disso, os seres
humanos sido expostos a AFM1 através do consumo de leite e produtos lacteos,
incluindo o leite materno (CASTRO; ANJOS; TEIXEIRA, 2013; FAO, 2016; IARC,
2012; STEIN; BULBOACA, 2017; WHO/FAO, 2017; YAO; HRUSKA; DI MAVUNGU,
2015).

Figura 1 - Converséo de AFB1 em AFM1

OCH;3
Aflatoxin B4
|

OCH3 \\
Aflatoxicol M,

OCH3
Afiatoxin M,

Fonte: (Adaptado de IARC, 2002).

A presenca de AFM1 no leite destinado ao consumo humano torna-se
altamente preocupante para a segurancga alimentar, considerando ainda que grande

parte deste produto € voltada para a alimentacéo infantil (FARIAS et al., 2005).



17

Segundo Wu (2015), a elevada sensibilidade das criangas aos efeitos neurotoxicos,
endodcrinos e imunologicos e a sua maior exposicdo por peso corporal em
comparagao com os adultos, as tornam particularmente vulneraveis e sensiveis aos
efeitos toxicos das micotoxinas.

Diante do risco que as micotoxinas representam para a saude humana e
devido a impossibilidade de se proibir a presenga desses contaminantes, uma vez
que as micotoxinas ocorrem naturalmente nos alimentos, a regulamentagcado de
limites torna-se imprescindivel (ANFOSSI; GIOVANNOLI; BAGGIANI, 2016).

Ao mesmo tempo, os requisitos para amostragem e métodos analiticos
adequados para avaliar a conformidade com os regulamentos e monitorar a
ocorréncia de tais contaminantes em alimentos e ragdes tem sido tratado como uma
prioridade mundial, contando com a atuagdo de organizagées, como a AOAC
International (AOAC) e o Comité Europeu de Normalizagdo (CEN). Com isso e
diante do avanco cientifico em muitos campos, como a analise bioquimica e o
progresso técnico-instrumental, aumentaram as possibilidades de se determinar
micotoxinas, com menor tempo de analise, determinacido multipla de micotoxinas,
melhor capacidade de detecg¢ao e quantificacdo, sem comprometer a confiabilidade
do valor gerado (ANFOSSI; GIOVANNOLI; BAGGIANI, 2016; DE SAEGER;
AUDENAERT; CROUBELS, 2016; VAN EGMOND; SCHOTHORST; JONKER,
2007).

1.1 Aspectos nutricionais e econdémicos do leite

O leite e seus derivados merecem destaque por constituirem um grupo de
alimentos de grande valor nutricional, uma vez que s&o importantes fontes de
proteinas de alto valor biologico, além de conterem vitaminas e minerais. O consumo
habitual desses alimentos €& recomendado, principalmente, para que se atinja a
adequacao diaria da ingestao de calcio, um nutriente que, dentre outras fungdes, é
fundamental para a formagdo e a manutengcéo da estrutura 6ssea do organismo
(MUNIZ; MADRUGA; ARAUJO, 2013; SBAN, 2015). Por ser considerada a melhor
fonte de calcio na alimentacdo, seu consumo € importante principalmente nas fases
pré-escolares e escolares (BASTOS et al., 2016).

O perfil nutricional do leite de vaca € composto, em média, por 87% de agua e

13% de componentes solidos, divididos entre cerca de 4% a 5% de carboidratos, 3%
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de proteinas, 3% a 4% de lipidios, 0,8% de minerais e 0,1% de vitaminas. Contém
ainda, imunoglobulinas, horménios, fatores de crescimento, citocinas, nucleotideos,
peptideos, poliaminas, enzimas e outros peptideos bioativos que apresentam efeitos
positivos a saude (SBAN, 2015).

Na agroindustria de alimentos o leite € um dos produtos mais versateis. O seu
consumo ocorre em grande parte na sua forma original, mas também apos ser
transformado em derivados como queijo, iogurte, leite condensado, leite fermentado
e doce de leite. Com isso, sua aplicacdo é constante e diversificada tanto na
agroindustria, como na culinaria industrial ou doméstica (EMBRAPA, 2018b).

Nas ultimas décadas, a atividade leiteira brasileira evoluiu de forma continua,
colocando o pais como um dos principais produtores no mundo. De 1974 a 2014, a
produgcao nacional passou de 7,1 para mais de 35,1 bilhdes de litros ao ano. Em
2016, o Brasil ficou em quarto lugar entre os maiores produtores de leite no mundo,
atras apenas da india, maior produtora mundial, Estados Unidos e Paquistgo.
Mesmo assim, o pais ainda importa parte do leite consumido, principalmente da
Argentina e Uruguai. Dentre os estados brasileiros, Minas Gerais continua
despontando com o maior numero de fazendas leiteiras, seguido pelo Parana, S&o
Paulo, Goias e Rio Grande do Sul (EMBRAPA, 2018b).

Estima-se, com base no faturamento da industria de laticinios no pais, que o
consumo per capita no Brasil em 2017 foi de 173 litros/habitante, volume que ainda
se encontra abaixo de indicadores verificados em outros paises desenvolvidos, mas
33% maior do que em 2008. Dentre os produtos lacteos, o maior consumo foi na
categoria dos queijos (56%), seguido do leite em po6 (45%) e leite fluido submetido
ao tratamento térmico com altas temperaturas (UHT) (32%) (EMBRAPA, 2018b).

O balango anual da Associagao Brasileira do Leite Longa Vida aponta que o
consumo de leite UHT atingiu, em 2017, 7,026 bilhdes de litros, o que significa 2,8%
superior ou 194 milhdes de litros a mais que 2016, quando bateu em 6,832 bilhdes
de litros. Os numeros mostram ainda crescimento do consumo formal de leite em
2017 da ordem de 2,4%, com aumento do consumo aparente para 53,9 litros per
capita ao ano, contra 52,7 litros de 2016 (EMBRAPA, 2018Db).

Os resultados da ultima edicdo da Pesquisa de Orgamento Familiar (2008-
2009) indicam que a ingestdo de leite e derivados € maior conforme ocorre o
aumento da renda familiar e do grau de escolaridade da populagdo. Dentre os

produtos lacteos, o leite integral é o mais consumido, sendo mais frequente entre as
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mulheres (13%) do que entre os homens (11,8%). Outra pesquisa importante
realizada no Brasil, a Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas
Crénicas por Inquérito Telefbnico encontrou similaridade, com maior frequéncia para
o consumo do leite integral (52,9%), porém maior entre homens (55,7%) que
mulheres (50,4%) (SBAN, 2015).

Estudo realizado por Bastos e colaboradores (2016), objetivando avaliar o
consumo de leite e produtos relacionados, em criangas na faixa etaria de quatro
meses a trés anos, de uma instituicdo publica com fins filantrépicos localizada no
municipio do Rio de Janeiro, possibilitou identificar o consumo de leite na residéncia
e o tipo de leite consumido (UHT, pasteurizado, pd). De acordo com os resultados,
os autores verificaram que, na residéncia, 88% das criangas consomem leite com
regularidade, sendo que 56% dessas criangas consomem o produto exclusivamente
na forma de pd. Na instituicdo, apesar da oferta, foi descrito o baixo consumo por
parte das criangas.

O consumo do leite pode ser influenciado pelo seu custo, uma vez que a
renda é o que mais interfere no consumo de lacteos no Brasil, mas também pela sua
qualidade. A qualidade do leite esta ligada n&o sé aos seus atributos nutricionais,
mas acima de tudo, a sua seguranga sanitaria. Se nao for obtido em condigdes
apropriadas, ele pode se tornar um veiculo para contaminantes quimicos e
microbiolégicos. Entre os contaminantes quimicos que comumente sado detectados
no leite e que representam risco ao consumidor estdo agrotdxicos, residuos de
medicamentos veterinarios e micotoxinas (ANJOS et al., 2016; EMBRAPA, 2018b).

1.2 Micotoxinas

O inicio das atividades agricolas, a cerca de 11000 anos atras, proporcionou
a humanidade condigcbes melhores de sobrevivéncia do que a exclusiva
dependéncia da cacga, introduzindo os graos, como trigo, cevada e centeio em um
sistema de producgao. Entretanto, logo se identificou a necessidade de armazenar os
graos produzidos e as culturas foram sendo deslocadas para fora de suas areas de
adaptacado, submetendo esses graos a temperaturas e graus de umidade diferentes
dos seus locais de origem (PITT; MILLER, 2017).

Ao longo da histéria é possivel encontrar referéncias a intoxicagoes

provocadas pela presenca de micotoxinas nos alimentos. Uma das ocorréncias mais
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significativas diz respeito ao ergotismo, doenga causada pela ingestdo de centeio e
derivados, contaminados com alcaloides do ergot, micotoxinas produzidas por
fungos do género Claviceps e que tomou proporgdes epidémicas em grande parte
da Europa durante a Idade Média (PEREIRA; FERNANDES; CUNHA, 2012; PITT;
MILLER, 2017).

Em outro momento, a morte de cerca de 100.000 pessoas na antiga Unido
Soviética, durante a 22 Guerra Mundial, estaria relacionada a Aleucia Toxica
Alimentar, que teria sido causada pela toxina T-2, devido a ingestdo de péao
produzido a partir culturas de trigo contaminadas com Fusarium (PEREIRA;
FERNANDES; CUNHA, 2012).

A doenca “X” da Turquia, assim chamada por se assemelhar a uma doenca
viral, foi responsavel pela morte de 100.000 perus e um numero menor de frangos e
patos na Inglaterra em 1960. A causa para a doenga permaneceu um mistério por
cerca de um ano apods o surto original, uma vez que os pesquisadores se viram
diante do dilema no qual a refeicdo, até entdo considerada estéril, foi declarada
altamente toxica. No decorrer do mesmo ano, uma alta incidéncia de doengas do
figado também foi registrada em patos no Quénia e uma amostra da farinha de
amendoim envolvida no surto foi considerada téxica e altamente contaminada por
Aspergillus flavus. A descoberta da aflatoxina poderia ter sido perdida, ndo fosse
pelo fato de que praticamente todos os perus mortos estivessem sendo criados a
100 milhas do Porto de Londres. Assim, a fonte da ragdo contaminada pbde ser
rastreada até varios navios cargueiros do Brasil, incluindo o S.S. Rossetti, que
chegou a Londres em 7 de julho de 1960 (PITT; MILLER, 2017).

Nesse momento, quando se soube pela primeira vez que a aflatoxina era um
potencial carcindgeno, surgiu a definicho de micotoxinas como metabdlitos
secundarios de fungos, cuja exposigdo pode causar doengas ou morte em seres
humanos e animais. Isso deu um impulso significativo a pesquisa, que buscou definir
o papel das micotoxinas nas doengas humanas e animais (BRYDEN, 2007; STEIN;
BULBOACA, 2017).

Alguns anos mais tarde, em 1976, Leonard Stoloff, da divisdo de tecnologia
de alimentos, da Food and Drug Administration (FDA), descreveu esses incidentes
de 1960 como um marco no entendimento sobre as micotoxinas e suas
consequéncias. Segundo Stoloff, foram o inicio de uma série de eventos que

caracterizaram a toxicidade de um grupo de compostos fluorescentes que poderiam
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ser extraidos de alimentos contaminados por A. flavus, estimulando a realizacdo de
estudos que estabeleceram sua oncogenicidade e hepatocarcinogénicidade em
animais. O resultado foi uma série de atividades que produziram compostos isolados
e uma metodologia simples, sensivel e analitica para pesquisa e controle, com a
determinacdo da incidéncia e do nivel de micotoxinas em alimentos, além da busca
por substancias quimicas especificas produzidas por fungos e sua relagdo com as
doencas (STOLOFF, 1976).

Com o passar do tempo, a exposicao humana a micotoxinas, pela ingestao de
alimentos contaminados, passou a ser considerada uma questao de saude publica,
tendo em vista a grande quantidade de produtos agricolas, com niveis excessivos
destes contaminantes, que entram na cadeia alimentar humana e animal (CALDAS;
SILVA; OLIVEIRA, 2002; PEREIRA; FERNANDES; CUNHA, 2012).

Além disso, embora o crescimento fungico e a produgdo de micotoxinas
dependam de condigcdes ambientais favoraveis, por vezes limitando sua ocorréncia a
determinada area geografica, a exposicdo do ser humano e dos animais as
micotoxinas foi se transformando em uma preocupag¢ao mundial devido ao comércio
internacional de alimentos (ANFOSSI; GIOVANNOLI; BAGGIANI, 2016).

As micotoxinas afetam o comércio de alimentos em muitos paises,
interferindo ou até mesmo impedindo a exportacdo, comprometendo a producéo
animal e agricola. Nos paises em desenvolvimento, o problema é ainda mais sério.
Como os produtos de boa qualidade sdo normalmente exportados, aqueles
alimentos de qualidade inferior, os quais apresentam niveis de micotoxinas
superiores aos permitidos nos paises importadores, sdo vendidos e consumidos no
mercado interno, com riscos evidentes para a saude da populacado (FREIRE et al.,
2007; MEDINA et al., 2017; PITT et al., 2012).

As estimativas de que aproximadamente 25% das commaodities produzidas no
mundo estdo de alguma forma contaminadas com micotoxinas, especialmente os
alimentos basicos, vem se mantendo ao longo dos anos (COPPOCK; DZIWENKA,
2014; FREIRE et al., 2007; PITT et al., 2012; STEIN; BULBOACA, 2017).

No entanto, quando as commodities sdo direcionadas a alimentagdo animal o
panorama pode ser outro. Em um estudo realizado para avaliar a presenca de
micotoxinas nas commodities mais comumente usadas para producao de racao, de
janeiro de 2009 a dezembro de 2011, 23.781 andlises de micotoxinas foram

realizadas em 7.049 amostras provenientes das Américas do Norte e do Sul, Europa
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e Asia. As amostras foram analisadas para identificagdo isolada e em conjunto das
micotoxinas: aflatoxinas, zearalenona, desoxinivalenol, fumonisinas e ocratoxina A.
Do total de andlises realizadas, 81% foram positivas para pelo menos uma
micotoxina. Outro dado importante, a presenca de mais de uma micotoxina em
aproximadamente metade das amostras chama a atencdo para a contaminagao por
multiplas micotoxinas e para os seus efeitos sinérgicos em animais (RODRIGUES;
NAEHRER, 2012).

Existem mais de 100.000 espécies de fungos conhecidos, mas a maioria das
espécies toxigénicas conhecidas se encontram nos géneros Aspergillus, Penicillium
e Fusarium, responsaveis pela producdo da maior parte das micotoxinas conhecidas
(CAST, 2003).

Assim, embora muitos metabdlitos produzidos por fungos sejam conhecidos,
existe um consenso a respeito dos que seriam mais significativos para a saude
humana e animal: aflatoxinas, fumonisinas, ocratoxina A, desoxinivalenol,
zearalenona e alcaldides do ergot. Estas toxinas sao produzidas por espécies dos
géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria e Claviceps. Todas as
espécies de Aspergillus e Penicillium sao parasitas, crescendo em cultivos sem
sinais Obvios de patogenicidade, ou invadem as culturas apds a colheita, produzindo
toxinas durante a secagem e armazenamento. Em contraste, as espécies
importantes de Fusarium e Claviceps infectam as culturas antes da colheita e
provocam danos aparentes, como a giberela (ADEYEYE, 2016; PITT et al., 2012;
STEIN; BULBOACA, 2017).

As espécies mais importantes de Aspergillus sao A. flavus e A. parasiticus.
Ocorrem em climas mais quentes e produzem aflatoxinas em milho, amendoim,
nozes e, com menor frequéncia, outras commodities. Os principais produtores de
Ocratoxina A, A. ochraceus e A. carbonarius, sdo comumente encontrados em uvas,
vinho e café. Penicillium verrucosum também produz ocratoxina A, mas ocorre
apenas em climas frios e temperados, onde infecta pequenos grdos. Fusarium
verticillioides é onipresente em milho, com natureza endofitica, e produz
fumonisinas, que sdo geralmente mais prevalentes quando as culturas estdo sob
estresse hidrico ou sofrem danos excessivos por insetos. F. graminearum, que é o
maior produtor de desoxinivalenol e zearalenona, € patogénico em milho, trigo e

cevada, e produz essas toxinas sempre que infecta esses graos antes da colheita.
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Por fim, Claviceps purpurea, que produz esclerocios entre as sementes em
gramineas, incluindo trigo, cevada e triticale (PITT et al., 2012).

As estabilidades quimica e térmica das micotoxinas possibilitam sua
permanéncia nos alimentos, mesmo apds o processamento, representando risco ao
consumo. Além disso, podem entrar na cadeia alimentar do ser humano de forma
indireta, através de animais alimentados com ragdo contaminada com AFB1, por
exemplo, metabolizada em AFM1, excretada no leite (ANFOSSI; GIOVANNOLI;
BAGGIANI, 2016).

1.3 Aflatoxinas
1.3.1 Caracteristicas fisico-quimicas e toxicidade

As aflatoxinas sédo furocumarinas complexas, divididas em dois grupos
quimicos, as que possuem anel ciclopentenona (AFB1, AFB2, AFM1) e as que
possuem lactona insaturada (AFG1 e AFG2) (Figura 2). Elas formam cristais
incolores a amarelos palidos. Intensamente fluorescente em luz ultravioleta, emitindo
fluorescéncia azul (AFB1 e AFB2) ou verde (AFG1) e verde-azul (AFG2), da qual
derivaram as designagdes B e G, ou azul-violeta (AFM1) (COPPOCK; DZIWENKA,
2014; IMAMURA et al., 2000).

Figura 2 - Estrutura quimica das aflatoxinas B1, B2, G1, G2 e M1
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Sé&o ligeiramente soluveis em agua, insoluveis em solventes n&o polares e
soluveis em solventes organicos moderadamente polares, como por exemplo,
cloroférmio e metanol. Sdo substancias instaveis a luz ultravioleta na presenca de
oxigénio, extremos de pH (< 3 e > 10) e agentes oxidantes. Sdo degradadas pela
reacdo com amoénia ou hipoclorito de sodio. Por outro lado, as aflatoxinas séo
estaveis a temperaturas elevadas (IARC, 2002; MARCHESE et al., 2018).

Segundo o Comité de Peritos em Aditivos Alimentares (JECFA) da
Organizacdo das Nagdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura e Organizagao
Mundial da Saude (FAO/OMS), as aflatoxinas estdo entre as mais potentes
substancias mutagénicas e carcinogénicas conhecidas. Além disso, a infecgao pelo
virus da hepatite B pode potencializar a acdo das aflatoxinas na inducdo do cancer
de figado, possivelmente devido a menor atividade da glutationa S-transferase
(GST) no figado humano na presenca de infecgdo pelo virus da hepatite B (HBV)
(EFSA, 2007; FAO, 2016; WHO/FAO, 2017).

A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC), da OMS,
classifica as aflatoxinas no grupo 1, por haver evidéncias suficientes da sua
carcinogenicidade em seres humanos. As aflatoxinas causam carcinoma
hepatocelular. Segundo a Agéncia, ha ainda evidéncia suficiente em animais
experimentais para a carcinogenicidade de misturas naturais de aflatoxinas e de
AFB1, AFG1 e AFM1. As evidéncias sao limitadas para a carcinogenicidade em
animais experimentais pela AFB2 e as evidéncias para AFG2 sao inadequadas para
sua carcinogenicidade em animais experimentais (PITT et al., 2012).

Dentre as aflatoxinas, a AFB1 ocorre nos niveis mais altos, é considerada a
mais toxica e ainda representa risco de contaminacao para o ser humano através de
seu metabdlito AFM1, excretado no leite de animais e seres humanos (IARC, 2015).

Em humanos, ao cair na circulagcéo sistémica, as aflatoxinas sao distribuidas
para o organismo ligadas a componentes sanguineos, tais como proteinas e
eritrocitos plasmaticos. A ligacdo ao acido desoxirribonucleico (DNA) e a
carcinogenicidade da AFB1 estao relacionadas com a sua conversao no 8,9-epéxido
pelas enzimas do citocromo P450 (CYP). As enzimas do CYP, CYP1A2 e CYP3A4,
catabolizam a AFB1 através de duas reacdes separadas de oxidagdo por
transferéncia de elétrons. Enquanto a CYP1A2 decompde a AFB1 em exo-epdxido,
endoepodxido e AFM1, a CYP3A4 decompde AFB1 em exo-8,9-epdxido e AFQ1. As
AFM1 e AFQ1 ndo sdo mais quebradas, sendo excretadas na urina e, no caso da
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AFM1, no leite. A ligagdo do exo-epoxido ao DNA resulta na formagao de adutos de
DNA, o que leva ao desenvolvimento de mutagdes no gene TP53 e eventual
progressao a tumores (IARC, 2012; ROCHA et al., 2008; WACOO et al., 2014,
WHO/FAO, 2017).

Informagdes mais recentes, sobre polimorfismos humanos em enzimas como
CYP e GST, descrevem a variabilidade da populacdo nos processos de ativagao e
desintoxicagao de aflatoxinas. Este conhecimento tem sido usado em conjunto com
biomarcadores para avaliar a eficacia de intervengbes farmacoldgicas e dietéticas
com o objetivo de reduzir o risco de cancer (FAO, 2016; WHO/FAOQO, 2017).

Fatores que explicam as diferencas na resposta a esse dano incluem a
proporcdo de aflatoxinas metabolizadas em 8,9-exo-epdxido em relacdo a outros
metabolitos menos téxicos e a prevaléncia de vias que levam a formacdo de
conjugados com mutagenicidade e citotoxicidade reduzidas (IARC, 2012; STEIN;
BULBOACA, 2017; WHO/FAO, 2017).

1.3.2 Condigdes propicias a biossintese das aflatoxinas

A biossintese das aflatoxinas pode ser uma resposta de defesa dos fungos ao
estresse causado pelos danos da exposi¢cdo a luz ultravioleta, subprodutos do
metabolismo primario, necessarios para incrementar a aptiddao fungica ou como
forma de protecao contra a acdo de predadores em estruturas reprodutivas como
conidios e esclerédios (BATTILANI et al., 2012).

O género Aspergillus, responsavel pela biossintese das aflatoxinas, pertence
a uma grande e diversificada familia de fungos, distribuidos em todo o mundo, mas
que estdo presentes principalmente em climas temperados subtropicais e quentes,
entre as latitudes 26° a 35° norte ou sul do equador. Eles geralmente s&o
considerados saprofitas. Assim, estes fungos sdo mais comuns em climas
temperados subtropicais e quentes. O crescimento a altas temperaturas e baixa
atividade de agua, permite seu desenvolvimento em varias culturas (CAST, 2003).

Dentre as espécies de Aspergillus capazes de sintetizar aflatoxinas, A. flavus
e A. parasiticus sao responsaveis pela maior propor¢cao de aflatoxinas encontradas
em produtos alimentares em todo o mundo. A. flavus sintetiza apenas AFB1 e AFB2
e, as vezes, o acido ciclopiazénico (CPA) e A. parasiticus sintetiza AFB1, AFB2,

AFG1 e AFG2, mas nao CPA. No entanto, estudos recentes demonstraram que
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certas cepas de A. flavus também podem sintetizar AFG1 e AFG2. Algumas das
culturas mais susceptiveis a contaminacéo por aflatoxinas se encontram em regi6es
tropicais e subtropicais do mundo, como milho, arroz, trigo, pistache, nozes,
castanha do Brasil, amendoim e carogo de algodao, sendo que a maior parte da
exposi¢cdo humana vem do milho, amendoim e arroz. A contaminagao pode ocorrer
no campo e apds a colheita em condi¢gdes inadequadas de produgcdo e
armazenamento (ADEYEYE, 2016; EFSA, 2007; FAO, 2016; IARC, 2012; PITT;
TANIWAKI; COLE, 2013; STEIN; BULBOACA, 2017; WU, 2015; YAO; HRUSKA; DI
MAVUNGU, 2015).

Segundo Pitt e colaboradores (2013), algumas caracteristicas préprias das
culturas podem influenciar na contaminagao pelo fungo. As plantas de amendoim,
uma das commodities mais afetadas, tém raizes profundas e, portanto, mais
resisténcia a seca do que muitas outras culturas. Mesmo assim, o estresse
provocado pela seca reduz as defesas naturais da planta contra a infeccdo. Na
medida em que a planta murcha e perde a atividade metabdlica, em um solo com
menor atividade de bactérias, amebas e fungos competidores, sao criadas
condicdes para o crescimento de A. flavus e A. parasiticus. Além disso, a pratica
usual na colheita, de puxar os arbustos do solo e inverté-los na fileira para permitir a
secagem ao sol, leva de 6 a 10 dias e ndo é rapido o suficiente para evitar a
biossintese de aflatoxina. Ainda, muitas areas de cultivo e armazenamento de
amendoim estdo em regides com alta umidade e contam com instalagdes de
armazenamento inadequadas. Como A. flavus e A. parasiticus sao xerofilos, a
biossintese de aflatoxina continuara a ocorrer se os pisos de armazenamento
estiverem umidos ou se a umidade relativa estiver elevada.

O milho é cultivado em quase todas as zonas temperadas e tropicais quentes
0 que representa maior risco de estresse hidrico. Além disso, a formagao de graos
em espigas no ar torna o milho propenso ao ataque por uma variedade maior de
insetos. Com isso, os danos provocados por insetos sdo mais severos do que no
amendoim. As castanhas do Brasil, por sua vez, crescem em arvores altas na bacia
amazoénica e sdo cultivadas, em sua maioria, de forma extrativista. As castanhas,
que séo formadas dentro de vagens, quando maduras, caem no solo da floresta, de
onde sao colhidas em intervalos mais ou menos regulares. Desta forma, ndo ha

evidéncia de que a infec¢ao por A. flavus ocorra na castanha, enquanto ainda esta
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na arvore, mas sim antes da colheita, no momento em que permanece no solo da
floresta (PITT; TANIWAKI; COLE, 2013).

Quando se trata de alimentagcdo animal, além do milho e da soja, também
entram na composigdo o capim, feno, aveia, grdos entre outros. Em um estudo
realizado por Variane e colaboradores (2018), em fazendas localizadas no Parana,
foram encontradas cepas de A. parasiticus na silagem armazenada e A. flavus e A.
nomius na ragdo armazenada. Embora tenha sido constatada baixa atividade de
agua nas amostras, o que nao favorece a biossintese de aflatoxinas, a presenga do
fungo indica que estes poderiam crescer e sintetizar aflatoxina se a umidade
aumentasse. Assim, segundo os autores, a presenga das espécies detectadas de
Aspergillus na silagem e na ragédo representa um risco potencial a saude do ser
humano e de animais (VARIANE et al., 2018).

A presenga de mais de um fungo na mesma colheita também pode interferir
na biossintese de micotoxinas, ocasionando muitas vezes a presenga de multiplas
toxinas no alimento. No estudo conduzido por Domenico e colaboradores (2015), a
incidéncia de Penicillium sp. e de Fusarium sp. em graos de milho colhidos na safra
de inverno, bem como a de Aspergillus sp. em graos colhidos na safra de veréao,
apresentaram correlacdo e efeito diretos sobre a ocorréncia de aflatoxinas. Esse
comportamento pode ser atribuido as diferentes condi¢bes meteoroldgicas, que
foram mais propicias a biossintese de aflatoxinas no armazenamento da safra de
verdao. Além disso, a competicdo entre as espécies de fungos também pode ter
interferido nos resultados, uma vez que espécies de Fusarium sdo capazes de
colonizar rapidamente graos danificados e reduzir os nutrientes disponiveis a outros
fungos, como A. flavus.

As condi¢cbes de crescimento do género Aspergillus requerem um teor de
umidade em equilibrio de 80 a 85% ou mais e temperaturas de 13 a 42°C com
crescimento 6timo entre 25 e 37°C (COPPOCK; DZIWENKA, 2014). Ja a biossintese
de aflatoxinas ocorre entre 28°C e 35°C, sendo quase completamente inibida acima
de 36°C. Os fatores nutricionais mais extensivamente estudados, que influenciam a
producdo de aflatoxinas, sdo as fontes de carbono e nitrogénio. Agucares simples,
como glicose, frutose e maltose, favorecem a formagao de aflatoxinas, enquanto os
agucares complexos, como a lactose, inibem essa atividade. A disponibilidade
reduzida de fontes de nitrogénio, estresse oxidativo, temperaturas menores que

35°C e pH acido (em torno de 4,5) sdo favoraveis, enquanto fontes de nitrogénio
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oxidado, presenga de antioxidantes, temperaturas maiores que 36°C e pH basico
(em torno de 8) sdo desfavoraveis a biossintese de aflatoxina. O triptofano reduz,
enquanto a tirosina aumenta a producado de AFB1 e AFB2 por A. flavus. O triptofano
também aumenta a producdo de AFB1 e AFG1, enquanto a tirosina diminui a
producdo de AFG1 e aumenta a producdo de AFB1 e AFB2 por A. parasiticus
(STEIN; BULBOACA, 2017).

1.3.3 Ocorréncia das aflatoxinas no Brasil e no mundo

Estudos que buscam determinar a exposicdo a partir da presenca da
aflatoxina nos alimentos € um desafio por varias razoées, incluindo a variedade de
alimentos que podem conter essa micotoxina e as dificuldades em estimar os
padrdes de consumo humano (STEIN; BULBOACA, 2017).

Em uma meta-andlise representativa de 17 estudos que mediram
biomarcadores da exposi¢cao a aflatoxina, Liu e colaboradores (2012) estimaram a
carga global de cancer induzido por aflatoxina calculando o risco atribuivel a
populagdo. Segundo o estudo, cerca de 23% de todos os casos globais de cancer
de figado poderiam ser atribuidos a exposigao a aflatoxina, incluindo individuos HBV
positivos e HBV negativos, correspondendo a cerca de 172000 casos de cancer de
figado relacionados a aflatoxina por ano (LIU et al., 2012; WU, 2015).

Na mais recente monografia elaborada pela FAO/OMS, a exposi¢do da
populagdo brasileira as aflatoxinas foi estimada com base em informagdes
individuais de consumo alimentar de uma pesquisa realizada pelo Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE), no periodo de 2008 a 2009 e em dados analiticos
do Laboratério Central de Saude Publica do Distrito Federal, referentes ao periodo
de 2002 a 2011. A exposigéo dietética média foi estimada em 6,6 a 6,8 ng/kg de
peso corporal por dia, enquanto a alta em 16,3 a 27,6 ng/kg de peso corporal por dia
(JECFA, 2018).

Na Unido Europeia, em atendimento ao Regulamento (CE) n° 178 de 2002, as
autoridades nacionais, 0 meio académico, as empresas do setor de alimentos e
outras partes interessadas sao convidados a apresentar a Autoridade Europeia para
a Seguranga dos Alimentos (EFSA) dados relativos a ocorréncia de contaminantes
quimicos nos alimentos e racgdes, incluindo as aflatoxinas. Todos os anos, os

resultados, amostrados e analisados no ano anterior, sdo apresentados a EFSA. Em
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2013, de um total de 48181 analises para avaliar aflatoxinas em alimentos e racoes,
16636 (34,53%) foram resultados positivos. No periodo de 2015, de um total de
64099 analises, 17572 (27,41%) foram positivos para aflatoxinas (EFSA, 2016;
EFSA; VERNAZZA, 2017).

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), é
responsavel pelo o Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes
(PNCRC) em Produtos de Origem Vegetal e Animal. Segundo dados referentes ao
ano safra de 2014/2015, as amostras de milho analisadas encontravam-se em
conformidade com a legislagdo para aflatoxinas. O mesmo ndo ocorrendo com o
amendoim, onde foram encontradas concentragbes de até 395 pg/kg para o
somatorio das aflatoxinas em 6,4% das amostras analisadas, valor bem acima do
limite maximo tolerado (LMT) de 20 pg/kg, estabelecido pela Resolugédo da Diretoria
Colegiada (RDC) da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), n® 07 de
2011 (BRASIL, 2011; 2016).

O milho tem sido uma das commodities mais investigadas quanto a presenca
de micotoxinas, como as aflatoxinas e toxinas do Fusarium. Rocha e colaboradores
(2009) avaliaram a ocorréncia de fungos e a incidéncia de fumonisinas e aflatoxinas
em graos de milho em quatro regides brasileiras. De um total de 200 amostras
analisadas, no periodo de 2004 e 2005, 21 (10,5%) estavam contaminadas com
AFB1 e em 16 (76,2%) o total de aflatoxinas estava acima do LMT de 20 pg/kg.

A ocorréncia de fungos e aflatoxinas em grdos de milho foi investigada por
Bento e colaboradores (2012), em um total de 84 amostras, provenientes de
unidades armazenadoras de diferentes municipios das regides Norte, Sul, Leste e
Oeste do estado de Mato Grosso, referente as safras 2009 e 2010. Os resultados
mostraram que 21,4% das amostras apresentavam contaminagao por aflatoxinas,
mas em nenhuma delas o LMT de 20 pg/kg foi atingido, com os niveis de
contaminacao de AFB1 variando de 1 a 12,2 ug/kg.

Motta e colaboradores (2015) realizaram um estudo sobre a ocorréncia de
fungos e AFB1 na dieta de bovinos leiteiros em S&o Paulo. Foram avaliadas 288
amostras de dieta composta por volumoso (silagem de milho, sorgo e cevada umida)
e concentrado (grdos de milho, farelo de soja e carogo de algodao e mistura
mineral), de 135 vacas em fazendas produtoras de leite no estado de S&o Paulo.
Dentre os principais géneros de fungos filamentosos isolados, foram encontrados
Aspergillus (20,09%), distribuidos em A. flavus (79,70%) e A. parasiticus (12,94%).
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Do total de amostras avaliadas, 89 (30,90%) apresentaram niveis detectaveis de
AFB1 com teores variando de 1,68 a 194,51ug/kg.

Em outro estudo, objetivando verificar a ocorréncia de aflatoxinas em ragdes e
leite produzidos em propriedades leiteiras do Estado de Sao Paulo, Oliveira e
colaboradores (2010) constataram a presenga de AFB1 na ragcdo de todas as
propriedades pesquisadas. A frequéncia de amostras de racéo positivas para AFB1
foi de 40% e as concentracdes observadas variaram de 1,2 a 19,5 pg/kg. Ja a
frequéncia de AFM1 no leite foi de 36,7%, com concentragdes de 0,010 a 0,645
Mg/L. Os autores observaram ainda que o fornecimento intensivo de ragbes aos
animais, sobretudo nos meses de entressafra (outono e inverno) pode ter
contribuido para os niveis de AFM1 encontrados no leite.

O mesmo foi observado por Lindahl e colaboradores (2018), segundo os
quais existem variagbes sazonais nos niveis de AFM1 que podem depender da
disponibilidade de capim fresco e do tempo de armazenamento das ragdes da ultima
colheita, com niveis mais altos de aflatoxinas nas racgdes durante a estacdo chuvosa

em comparagao com a estacao seca.

1.4 Aflatoxina M1

1.4.1 Toxicidade

A AFM1 é um importante derivado da AFB1 e pode estar presente no leite de
mamiferos, incluindo seres humanos, apds a ingestdo de alimentos ou ragao
contaminados com AFB1. Segundo a IARC, ha evidéncias suficientes em animais
experimentais para a carcinogenicidade da AFM1, com forte evidéncia de que age
através de um mecanismo relevante de carcinogenicidade, em seres humanos
expostos. Sua via metabdlica no figado é a mesma observada na AFB1, porém sua
toxicidade seria 10 vezes menor (CASTRO et al., 2013; EFSA, 2007; FAO, 2016;
IARC, 2012; SARTORI et al., 2014; STEIN; BULBOACA, 2017; YAO; HRUSKA; DI
MAVUNGU, 2015).

A conversido da AFB1 em AFM1 envolve a hidroxilagdo do atomo de carbono
terciario do anel das furocumarinas, aumentando a solubilidade em agua, permitindo
a rapida excrecao na urina e no leite. Estudos em animais revelaram que até cerca

de 6% da AFB1 ingerida € metabolizada e secretada no leite como AFM1, mas a
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taxa de transformagéo varia entre os animais e sob a influéncia de fatores como
dieta, taxa de digest&o e saude animal (IARC 2012; STEIN; BULBOACA, 2017).

A AFM1 é definitivamente citotoxica, assim como a AFB1, em hepatdcitos
humanos. A toxicidade em curto prazo da AFM1 é semelhante a da AFB1, agindo
pelo mesmo mecanismo, ocasionando alteragdes celulares, tais como alteragdes
nas ceélulas do parénquima hepatico, dissociagdo dos ribossomos do reticulo
endoplasmatico rugoso e proliferacdo do reticulo endoplasmatico liso, ndo sendo
necessaria a ativagdo do CYP para que a AFM1 exercga efeitos citotoxicos (JECFA,
2018; JECFA, 2001; MARCHESE et al., 2018).

Segundo Gao e colaboradores (2017), a AFM1 poderia ainda estar
relacionada a danos em células intestinais, levando a crescente conscientizacao
sobre os efeitos adversos de varias micotoxinas no intestino, incluindo o rompimento
da integridade intestinal, através da redugdo na resisténcia elétrica transepitelial,
mesmo com baixas concentragdes de AFM1. Esse dano poderia ser agravado pela
presenca de outras micotoxinas, como a ocratoxina, comumente encontrada no leite.

Marchese e colaboradores (2018) citam estudos em animais, que relacionam
a AFM1 ao cancer intestinal. Essa lesdao se mostrou dose dependente e estaria
associada a sua ligagao as células do trato digestivo, devido a sua polaridade.

1.4.2 Ocorréncia da aflatoxina M1 no Brasil e no mundo

A exposi¢cdo humana a AFM1 ocorre principalmente através do consumo de
leite contaminado com aflatoxina, incluindo o leite materno. Essa contaminagdo com
AFM1 tem sido relatada em leite e produtos lacteos de varios paises do mundo,
dependendo de multiplos fatores, como estacdo do ano, condicbes ambientais,
localizagdo geografica e diversidade dos sistemas agricolas (FARIAS et al., 2005;
IARC, 2002; STEIN; BULBOACA, 2017).

Além disso, a forte estabilidade térmica da AFM1 impede sua degradagao
durante o processamento do leite e produtos lacteos, uma vez que a pasteurizacéo e
outros tratamentos térmicos isoladamente mostraram-se pouco eficazes na redugao
da contaminagao (MARCHESE et al., 2018; SANTINI et al., 2013).

No caso do queijo, a AFM1 que migra do leite parece ndo ser degradada na
primeira fase da producdo, onde ocorre a transformacdo em coalhada prensada.

Durante a segunda fase de fabricagdo do queijo, o amadurecimento, algumas
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discrepancias foram encontradas na estabilidade da AFM1, mas, em geral, nédo
apresentou perdas durante o amadurecimento do queijo (JECFA, 2001).

Fernandes e colaboradores (2012) investigaram a distribuicdo e estabilidade
da AFM1 em queijos Minas Frescal, fabricados a partir de leite cru coletado na
Universidade de S&o Paulo, Campus Pirassununga, contaminado com 0,250 e 0,500
ng/mL de AFM1. Apdés o segundo dia de fabricacdo foram encontrados niveis de
0,432 a 0,819 ng/g nos queijos. Segundo os autores, nos niveis de contaminagao
investigados, o teor de AFM1 pode concentrar em até 2,5 vezes os niveis presentes
no leite utilizado na fabricagdo dos queijos, mas abaixo do limite de tolerancia para
AFM1 em queijos, estabelecido pela Anvisa, de 2,5 pg/kg.

Sharifzadeh e colaboradores (2017) encontraram contaminagdo em 52% do
total de 100 amostras de queijo coletadas diferentes supermercados na provincia de
Isfahan, Ird. Na Turquia, Ozturk Yilmaz e Altinci (2018), constataram a ocorréncia em
61,5% do leite e 40% do queijo comercializados na cidade de Sakarya, no periodo
de 2014 a 2015.

Outra grande preocupacao diz respeito as férmulas infantis. Primeiramente
porque a matéria prima, que € o leite de vaca, pode estar contaminada e o seu
processamento tem demonstrado ser insuficiente para eliminar a micotoxina,
segundo, porque este produto esta cada vez mais presente na alimentagcdo de
lactentes e criangas de primeira infancia (ISHIKAWA et al., 2016).

Estudos realizados em varios paises tém corroborado essa preocupacdo. Na
Jordania, os valores encontrados para AFM1 em amostras de férmula infantil
variaram de 0,0165 a 0,2887 pg/kg, sendo que em 85% do total de 20 amostras a
concentracdo de AFM1 foi superior ao teor maximo aceito pela Unido Europeia e
Estados Unidos (0,025 ug/kg) (OMAR, 2016). Akhtar e colaboradores (2017)
avaliaram treze marcas de formula infantil, disponiveis nos mercados paquistaneses,
encontrando contaminagdo em 53,84% com concentragdes variando de 0,006 a
0,108 ug/kg.

Ishikawa e colaboradores (2016) constataram a presenca de AFM1 em 7
(43,8%), do total de 16 amostras de formula infantil comercializadas na cidade de
Londrina, Parana, com concentragbes até 0,046 pg/L. Os autores alertam que a
legislagao brasileira ainda ndo estabeleceu niveis maximos de AFM1 para produtos

infantis.
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Na China, Li e colaboradores (2018) analisaram 1207 amostras de leite cru,
utilizadas por fabricantes de formula infantil na China. Os resultados mostraram que
56 das 1207 amostras de leite cru (4,64%) foram positivas para AFM1, sem
ultrapassar o limite maximo de 0,065 ug/L, permitido na China para férmula infantil,
mas 13 amostras apresentaram concentragdo acima de 0,025 pg/L, teor maximo na
Unido Europeia. O monitoramento do leite como matéria prima de férmulas infantis
surgiu quando, em setembro de 2008, altas concentracbes de melamina foram
detectadas nesse produto, o que levou a doengas graves em bebés na China.
Desde entdo, o governo chinés tem prestado mais atengéo ao controle da seguranga
sanitaria do leite cru destinado a producao das formulas infantis.

A contaminacdo da AFM1 em leite UHT e pasteurizado, coletados em 25
cidades chinesas, no ano de 2010, foi investigada por Zheng e colaboradores
(2013). A AFM1 estava presente em 54,9% das 153 amostras de leite UHT com
concentragbes de 0,006 a 0,160 pg/L e em 96,2% das 26 amostras de leite
pasteurizado, com niveis de concentragcdo de 0,023 a 0,154 ug/L. A ocorréncia de
AFM1 em todas as amostras positivas foi muito abaixo do limite de 0,5 ug/L,
estabelecido na China, mas em 20,3% das amostras de leite UHT e 65,4% das
amostras de leite pasteurizado os valores encontrados excedem o limite legal da
Unido Europeia de 0,05 ugl/L.

No Ir4, todas as 48 amostras de leite de vaca, coletadas na cidade de
Kashan, durante o periodo de outubro a dezembro de 2012, estavam contaminadas
com AFM1, com concentragbes maiores que o limite da Unido Europeia, em 20,83%
das amostras (MOVASSAGHGHAZANI; GHORBIANI, 2017). Em outro estudo,
realizado por Mashak e colaboradores (2016) investigou a presenga de AFM1 em 30
amostras de leite aromatizado UHT de varias marcas, coletadas aleatoriamente em
supermercados em Karaj, provincia de Alborz, em outubro de 2013. Considerando
que o leite aromatizado é consumido por diversas faixas etarias, mas especialmente
por criancas, os resultados, primeiros a serem obtidos em leite aromatizado no Ir3,
preocupam porque, apesar de terem sido encontradas concentragdes até 0,5 ug/L,
todas as amostras estavam contaminadas com AFM1.

Em outros paises, a presenga de AFM1 em diferentes espécies de mamiferos
passa a representar risco, na medida em que o leite do animal constitui habito
alimentar do individuo. Na Jordania, estudo objetivando investigar a presenga de

AFM1 em amostras de leite cru de vaca, ovelha, cabra e camelo, constatou que
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todas as 175 amostras coletadas, durante o periodo de 2014 a 2015, estavam
contaminadas com AFM1 variando de 0,0097 a 0,2886 pg/kg (OMAR, 2016).

Na Italia, Santini e colaboradores (2013) realizaram um levantamento
objetivando verificar a presengca de AFM1 em 73 amostras de leite de diferentes
ragas de animais e 24 amostras de produtos lacteos, coletados na Sicilia, de janeiro
a junho de 2012. A AFM1 foi detectada em 48% e 42% das amostras de leite e
produtos lacteos, respectivamente.

Entre os estados brasileiros, Santa Catarina € um dos maiores produtores de
leite bovino, o que reforga as preocupagdes com a saude publica e as consequentes
perdas econdmicas em decorréncia da presenca da AFM1 nos alimentos. Assim,
Gongalves e colaboradores (2017) realizaram estudo com o objetivo de determinar
AFM1 em 52 amostras de leite bovino fresco, produzido em pequenas propriedades
na cidade de Concordia, Santa Catarina, no periodo de novembro de 2014 a janeiro
de 2015. Conforme os resultados, a presenca de AFM1 foi detectada nas 52
amostras analisadas, sendo que 21 (40,4%) estavam acima do LMT permitido pela
regulamentacgao brasileira (0,5 pg/L) e 31 (59,6%) apresentaram niveis superiores ao
limite legal na Unido Europeia (0,05 pg/L).

Igualmente importante no cenario brasileiro, o Parana ocupa posigao de
destaque na producdo nacional e no consumo de leite. Diante disso, Silva e
colaboradores (2015) avaliaram a ocorréncia sazonal de AFM1 em 152 amostras de
leite integral de vaca, comercializadas na cidade de Maringa. Do total de amostras
analisadas, 133 (87,5%) estavam contaminadas com uma média de 0,019 pg/L de
AFM1 e 4 amostras (2,6%) exibiam niveis acima do limite estabelecido pela Unido
Europeia 0,05 upg/L. Os autores verificaram ainda que os maiores niveis de
contaminacgao correspondiam as épocas de inverno e outono.

Em outra grande regido produtora, o estado de Sdo Paulo, Santili e
colaboradores (2015) realizaram um estudo, objetivando avaliar a ocorréncia e
distribuicao de AFM1 em leite cru de vaca produzido por 45 fazendas leiteiras,
localizadas em trés regides produtoras de leite do estado. Do total de 635 amostras,
a AFM1 foi detectada em 72,9%, 56,3% e 27,5% das amostras provenientes das
regides de Bauru, Aracatuba e Vale do Paraiba, respectivamente. A contaminagao
média por AFM1 considerando todas as amostras foi de 0,021 pg/L. Apenas trés

amostras (0,5%) apresentaram niveis de contaminagcéo acima do LMT no Brasil, de
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0,50 pg/L, e 64 amostras (10,1%) apresentaram contaminagédo acima do limite legal
pela Unido Europeia, de 0,05 ug/L.

Oliveira e colaboradores (2006) avaliaram a ocorréncia simultanea de AFM1 e
CPA em 48 amostras de leites pasteurizados tipo A, B e C, além de leite UHT,
comercializados em Sao Paulo, de julho a dezembro de 2004. De acordo com os
resultados, 37 (77,1%) amostras foram positivas para AFM1, com niveis de 0,011-
0,251 pg/L, abaixo do LMT para AFM1. O CPA foi detectado em 2 amostras (4,2%)
de leite tipo A, em niveis de 6,4 e 9,7 ug/L. Mais recentemente, no estudo que lha e
colaboradores (2013) realizaram em Ribeirdo Preto, S&o Paulo, a AFM1 foi
detectada em 83% das amostras de leite com niveis variando de 0,008 a 0,437 pg/L
para leite fluido e 0,020 a 0,760 pg/kg para leite em po.

Em Minas Gerais, Oliveira e colaboradores (2013) determinaram a ocorréncia
de AFM1 em 75 amostras de leite UHT, coletadas no estado. Os resultados
mostraram que do total de amostras coletadas, 23 (30,7%) apresentaram AFM1 e

todas em niveis superiores ao LMT para leite fluido no pais.

1.4.3 Regulamentac&o e monitoramento

O foco nas micotoxinas tem sido uma prioridade da FAO e da OMS, devido a
seus impactos toxicolégicos significativos na saude humana e animal.
Consequentemente, em varias partes do mundo foram adotados limites rigorosos
em uma ampla gama de alimentos, sendo os limites praticados pela Uni&o Europeia
0os mais restritos. No entanto, isso ndo € suficiente para a garantia da seguranca
alimentar. Em muitos paises, onde a legislacéo é frequentemente aplicada apenas
aos produtos destinados a exportacdo, o consumo interno de alimentos
contaminados com micotoxinas se torna um risco significativo, especialmente em
populagdes rurais e subgrupos como criangas e pessoas imunocomprometidas
(MEDINA et al., 2017).

O risco de exposicdo a AFM1 em leite e produtos lacteos € uma preocupagao
mundial, uma vez que estes produtos sdo largamente consumidos, especialmente
por criangas, que s&o consideradas um grupo de consumidores mais suscetiveis aos
efeitos adversos das micotoxinas do que os adultos (SANTINI et al.,, 2013). A

avaliagao de risco na seguranga alimentar deve ser direcionada a todos os grupos
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populacionais, com uma atencdo especial para aqueles identificados como
potencialmente mais vulneraveis (FRAZZOLI et al., 2016).

As avaliagdes de risco de micotoxinas em alimentos feitas pelo JECFA séao
usadas por governos e pela Comissdao do Codex Alimentarius (CODEX), para
estabelecer niveis maximos em alimentos ou fornecer direcionamentos sobre gestéo
de risco visando controlar ou prevenir a contaminagdo. O Cdédigo elaborado pelo
CODEX, por sua vez, € uma compilacdo de padrdes internacionais harmonizados,
diretrizes e cddigos de pratica, desenvolvidos com a participacdo conjunta de
especialistas independentes e a participagao de 188 membros representando mais
de 99% da populagdo mundial. Coletivamente, visam proteger a saude do
consumidor e promover praticas justas no comércio de alimentos (FAO; WTO, 2017).

Até o final da década de 1990, as regulamentag¢des sobre micotoxinas eram,
principalmente, de competéncia de cada pais. Gradualmente, varios blocos
econdmicos (por exemplo, Unido Europeia, Mercosul, Australia e Nova Zelandia)
seguiram a tendéncia de harmonizagdo de regulamentos sobre as micotoxinas,
anulando ou complementando as regulamentagées nacionais existentes. Com o
tempo, os regulamentos foram se baseando cada vez mais em pareceres cientificos
de orgédos competentes, como JECFA e a EFSA (FREIRE et al., 2007; STEIN;
BULBOACA, 2017; VAN EGMOND; SCHOTHORST; JONKER, 2007).

Embora nem todos os paises possuam recursos, capacidades ou dados
cientificos suficientes para realizar avaliagdes de risco, existem os dados e
conhecimentos consistentes com as abordagens internacionalmente aceitas. As
avaliagbes de risco realizadas a nivel internacional pelo JECFA e por outros
organismos especializados, assim como as normas do CODEX, sdo particularmente
uteis. Cabe aos paises, que ndo possuem infraestrutura suficiente, adotar uma
abordagem pragmatica e desenvolver um quadro de cientistas capazes de
interpretar esses dados e avaliagbes para o desenvolvimento de programas
nacionais, visando monitorar a presenca de contaminantes em alimentos
(WHO/FAOQO, 2003).

A presencga de contaminantes é sempre indesejavel nos alimentos, mas em
muitos casos inevitavel. Assim, para as aflatoxinas, a Unido Europeia aplicou o
principio “tdo baixo quanto razoavelmente possivel” em 1998, adotando niveis
maximos rigorosos em concentragdes tao baixas quanto razoavelmente possivel. Os

teores maximos harmonizados de aflatoxinas existem na Unido Europeia desde
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Janeiro de 1999 e constam no Regulamento da Comiss&o Europeia (CE) n° 1881 de
Dezembro de 2006, alterado pelos Regulamentos (UE) n° 165/2010 e 1058/2012. No
caso do leite e produtos lacteos, foi estabelecido o limite legal de 0,05 ug/kg e
formulas infantis de 0,025 ug/kg, para AFM1 (COMUNIDADE EUROPEIA, 2006;
EFSA, 2007).

Alguns paises da Africa, Asia e América Latina também adotam o limite
maximo de 0,05 ug/kg para o leite. No Marrocos, além desse limite para o leite, foi
estabelecido 0,03 ug/kg para produtos destinados a criangas menores de 3 anos. A
Austria e Suiga adotam o menor limite para alimentos infantis, 0,01 pug/kg. Na Siria, o
limite maximo aceitavel de AFM1 no leite € de 0,20 pg/kg. Ird, China, Coréia,
Estados Unidos, Brasil e outros paises seguem o estabelecido pelo CODEX desde
2001, de 0,50 pg/L, para o leite (BRASIL, 2011; EFSA, 2004; OLIVEIRA et al., 2013).

No Brasil, a competéncia para legislar sobre "protecéo e defesa da saude" é
da Unido, dos Estados, do Distrito Federal e dos Municipios, mas cabe a Unido
apenas o estabelecimento de normas gerais sobre o assunto. Os Estados sé&o
competentes para suplementar a legislacédo posta pela Unido, e finalmente, cabe aos
Municipios legislar sobre todos os assuntos de interesse local, com autonomia para
estabelecer e aprovar seus atos administrativos, como no caso da Vigilancia
Sanitaria Municipal (TANCREDI; MORAES; MARIN, 2004).

A vigilancia sanitaria constitui uma instancia social de mediagdo entre a
producao de bens e servigos e a saude da populacdo. Compete-lhe avaliar riscos e
executar um conjunto de agdes para prevenir, minimizar e eliminar riscos a saude,
bem como estabelecer regulamentos técnico-sanitarios e fazer cumprir estes e as
normas juridicas, que fixam as regras para os comportamentos relacionados com os
objetos sob vigilancia sanitaria (COSTA, 2009).

Nesse sentido, a estrutura de regulamentagdo sanitaria no pais ganha
impulso com a criagdo da ANVISA, pela Lei n°® 9.782, de 26 de janeiro 1999. Além da
atribuicdo regulatdria, a ANVISA passa a ser responsavel pela coordenacdo do
Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria, de forma integrada a outros 6rgaos
publicos relacionados direta ou indiretamente ao setor saude, como o MAPA. Essa
integracdo tem se mostrado importante para a atuagdo dos orgaos responsaveis
pela regulacdo do sistema de producdo, bem como para fortalecer a atividade de
inspecao sanitaria pelos servigcos de Vigilancia Sanitaria, estaduais e municipais
(SPISSO; NOBREGA; MARQUES, 2009).



38

No Municipio do Rio de Janeiro, conforme o Artigo 58 do Decreto Rio N°
45585 de 27 de dezembro de 2018, que regulamenta o Codigo de Vigilancia
Sanitaria, Vigilancia de Zoonoses e de Inspegdo Agropecuaria, no ambito do
Municipio do Rio de Janeiro, instituido pela Lei Complementar n® 197, de 27, de
dezembro de 2018, em seu Art. 55, “os alimentos, produtos alimenticios, bebidas,
agua, produtos comestiveis de origem animal e vegetal, quando se apresentarem
manifestadamente impréprios para o consumo humano e animal deverdo ser
apreendidos e inutilizados pela autoridade sanitaria no ato da inspecdo, sem
prejuizo das demais penalidades cabiveis”. Pelo Cddigo, sdo considerados
improprios os produtos proibidos apos condenagéo definitiva por analise laboratorial,
encontrados em uso ou comercializagdo. De acordo com o Art. 57, compete a
autoridade sanitaria realizar a colheita de amostras de produtos e bens de consumo
de interesse sanitario, para efeito de analise fiscal (PCRJ, 2018).

A legislacao brasileira para micotoxinas, com base nos conhecimentos entdo
disponiveis, foi inicialmente estabelecida através da Resolucdo n° 34 de 1977,
elaborada pela Comissao Nacional de Normas e Padrdes para Alimentos (CNPPA),
que fixou limites de tolerancia para as aflatoxinas em alimentos, sendo de 30 pg/kg
para a soma das fragdes B1 e G1 em qualquer tipo de alimento (BRASIL, 1977,
OLIVEIRA; GERMANO, 1997).

Alguns anos apos, os produtos especificamente destinados a alimentacgao
humana foram normatizados pela Resolugcdo ANVISA RDC n° 274, de 2002, que
aprovou o “Regulamento Técnico Sobre Limites Maximos de Aflatoxinas Admissiveis
no Leite, no Amendoim e no Milho” e internalizou os limites do Mercado Comum do
Sul (MERCOSUL). Para os demais alimentos, permaneceria vigente a Resolugao
CNPPA n° 34 de 1977 (BRASIL, 2002; SPISSO; NOBREGA; MARQUES, 2009).

Em 2011, com a Resolugdo ANVISA RDC n° 07, de 18 de fevereiro de 2011,
que aprova o Regulamento Técnico sobre LMT para micotoxinas em alimentos, o
Brasil ampliou seu monitoramento, aproximando-se das recomendag¢des mundiais,
contribuindo para a seguranga alimentar da populagao brasileira e a aceitagdo dos
produtos brasileiros no comércio exterior. Os limites estabelecidos nessa norma,
para AFM1, sdo 0,5 pg/L no leite fluido e 5,0 p/kg no leite em pé. E importante
destacar que ndo ha LMT para AFM1 em férmulas infantis, mas sim o LMT de 1,0
Mg/kg do somatério de AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 (BRASIL, 2011b).
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Como visto, o panorama mundial em torno do monitoramento da AFM1 no
leite se apresenta delimitado a dois principais limites, o estabelecido pelo CODEX e
o da Unido Europeia. Segundo o JECFA, mesmo dispondo de métodos mais
modernos de analise, possibilitando determinar a AFM1 em concentracbes bem
abaixo de 0,05 pg/kg, os resultados da analise de estudos realizados em varios
paises mostraram que, no pior cenario, os riscos projetados para cancer de figado
sdo muito pequenos, tanto nos locais onde o limite € de 0,05 pg/kg, quanto 0,5
Mg/kg. Assim, o Comité concluiu que é improvavel que a redugao dos limites de
AFM1 produza uma redugdo observavel nas taxas de cancer de figado. Entretanto,
os portadores do virus da hepatite B, principalmente em paises menos
desenvolvidos, podem se beneficiar de uma redugao na concentracido de aflatoxinas
em sua dieta, e a redugdo também pode oferecer alguma protecéo aos portadores
do virus da hepatite C (JECFA, 2001; WHO/FAO, 2018).

Uma variedade de fatores pode afetar a promulgagdo dos limites e
regulamentagdes das micotoxinas. Dentre eles, destacam-se a disponibilidade de
dados toxicoldgicos e de exposicao as micotoxinas, a legislagdo em outros paises
com 0s quais existem contatos comerciais e a disponibilidade de métodos analiticos.
Métodos analiticos confiaveis devem estar disponiveis para permitir a aplicagado dos
regulamentos (VAN EGMOND; SCHOTHORST; JONKER, 2007).

1.4.4 Métodos utilizados para a determinacao de aflatoxina M1 no leite

A selegdo de um método analitico depende de fatores como o analito de
interesse e a matriz em que se encontra, uma vez que seu desempenho pode ser
influenciado pela composi¢do quimica do alimento (efeito matriz). Varios métodos
tém sido propostos para triagem, inspecéo e controle de micotoxinas em alimentos,
muitos inclusive ja foram validados em estudos promovidos por organizagdes como
a AOAC, CEN, Sociedade Americana de Quimicos de Oleo, Associacdo Americana
de Quimicos de Cereais e Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC)
(TEIXEIRA, 2008).

A maioria desses meétodos € baseada em cromatografia e meétodos
imunoenzimaticos. Podem ser classificados como métodos de triagem ou

quantitativos. Os métodos de triagem geralmente s&o rapidos, de facil execugao e
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economicamente viaveis. Ja os quantitativos sdo capazes de produzir resultados
com exatidao e preciséo aceitaveis (OLIVEIRA, 2010).

A cromatografia em camada delgada (CCD) tornou-se a primeira técnica
capaz de detectar e quantificar aflatoxinas em alimentos em niveis baixos. As
aflatoxinas sdo identificadas e estimadas visualmente sob a luz ultravioleta ou
quantificadas por densitometria, conforme a intensidade de fluorescéncia dos pontos
de aflatoxina (EFSA, 2007).

Os avangos em biotecnologia e nos métodos de automacao para detecgao de
micotoxinas possibilitaram o desenvolvimento de técnicas imunoenzimaticas, que
estdo disponiveis comercialmente desde meados da década de 1970. Essas
técnicas constituem imunoensaios os quais envolvem interacdes entre micotoxinas e
anticorpos especificos contra homodlogos de micotoxinas. Os dois tipos mais
utilizados em analises de micotoxinas sdo enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) e radioimunoensaios. Esses ensaios passaram a ser utilizados,
principalmente como triagem para determinagao de contaminantes. No entanto, tém
de seguir um protocolo rigoroso, dependendo do tipo de amostra e dos solventes
utilizados, caso contrario, os compostos da matriz, bem como o uso de solventes
inadequados, podem influenciar a ligacdo das aflatoxinas ao anticorpo, levando a
resultados falso-negativos ou falso-positivos. O ELISA é um método com elevada
sensibilidade, rapidez e simplicidade, ja que, muitas vezes, ndo sao necessarias as
etapas de extragao e purificagao, além de possuir alta precisdo e 6tima recuperagao
(EFSA, 2007; HASHEMI, 2016; SOUZA; VARGAS; JUNQUEIRA, 1999).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) comegou a ser utilizada no
final dos anos 60, mas foi com os avancos no método na década de 1980 que os
laboratérios foram se afastando da determinagdo por CCD. Além disso, foram
introduzidos cartuchos para extragdo em fase solida (EFS) o que culminou no
desenvolvimento de métodos combinando a EFS com a CLAE. Originalmente
desenvolvido para CLAE de fase normal, o método foi posteriormente modificado
para fase reversa e avaliado em um estudo colaborativo, tornando-se o método
oficial da AOAC 986.16 (JECFA, 2001; LI et al., 2011). Mais recentemente, o uso de
colunas de imunoafinidade (CIA) se tornou um dos mais bem sucedidos métodos
analiticos usados para isolamento de aflatoxinas em alimentos (EFSA, 2007).

Segundo Dragacci e colaboradores, a metodologia para a determinacéo da

AFM1 no leite melhorou acentuadamente com a aplicagdo da CIA, combinando a
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etapa de extracdo e limpeza. No entanto, os métodos anteriormente utilizados, que
envolviam extragao liquido-liquido ou EFS, seguida de coluna de silica gel ou outro
meétodo para limpeza, foram elaborados com base em estudos colaborativos e ainda
existem como métodos oficiais da AOAC para a AFM1 em leite liquido e em po
(DRAGACCI; GROSSO; GILBERT, 2001).

A CCD e a CLAE constituem, ha alguns anos, as técnicas oficiais e
convencionais para separacao, deteccdo e quantificacdo de AFM1 em extratos de
leite. Sdo compostas pelas etapas de extracdo, purificacdo, separagao, deteccéo,
quantificacdo e confirmagcdo (OLIVEIRA, 2010; TEIXEIRA, 2008). Dentre as
micotoxinas de maior ocorréncia nos alimentos, as aflatoxinas podem estar
presentes e exercer seus efeitos toxicos mesmo em quantidades extremamente
pequenas. Por isso mesmo, a sua identificagdo e sua quantificagcdo geralmente
requerem amostragem especifica e métodos de extracdo e detecgdo sensiveis e
eficientes (WHO/FAO, 2017).

A amostragem pode ser considerada uma etapa critica no processo de
analise. Agéncias internacionais e nacionais, incluindo a Unido Europeia e o
CODEX, estabelecem planos de amostragem para uma variedade de commodities.
Cada plano de amostragem especifica o tamanho do lote (no caso de lotes muito
grandes, um sublote representativo é especificado), o tamanho da amostra agregada
€ 0 numero minimo de amostras incrementais (TURNER et al., 2015).

No laboratério, a amostragem desempenha um papel fundamental na
determinacédo exata do teor de AFM1, independente de como a micotoxina esta
distribuida nos lotes (COMISSAO EUROPEIA, 2006). Se a aliquota obtida da
amostra de ensaio ndo for representativa do material original, ndo sera possivel
relacionar o resultado analitico ao material original, ndo importando a qualidade do
método e nem o cuidado para realizagado da analise (ANVISA, 2004).

Segundo o Regulamento (CE) 401/2006, da Unido Europeia, o método de
amostragem para leite e produtos lacteos, férmulas para lactentes e férmulas de
transicao, incluindo leite para bebés e leite de transigcdo deve prever uma amostra
de, no minimo, 1 kg ou 1 litro, a menos que n&o seja possivel, como no caso de uma
Unica embalagem com menor volume, por exemplo (COMISSAO EUROPEIA, 2006).

A extracao é realizada na aliquota obtida da amostra de ensaio, da qual
varias substancias presentes na matriz sdo extraidas junto com o analito, sendo

necessaria uma etapa posterior de limpeza para remocdo dos possiveis
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interferentes. Os principais procedimentos para limpeza sado a particdo liquido-
liquido, a precipitagdo com adigdo de sais metalicos, o uso de cartuchos de EFS e
as CIA (TEIXEIRA, 2008).

Os cartuchos EFS como etapa de extracdo e purificagdo ou a CIA para
limpeza e isolamento das micotoxinas, associadas a CLAE seguida de detector por
fluorescéncia (CLAE-DFL) ou espectrometro de massa estdo entre as ferramentas
mais utilizadas para a determinagdo quantitativa de micotoxinas (JECFA, 2001;
OLIVEIRA, 2010; RAHMANI; JINAP; SOLEIMANY, 2010; WHO/FAO, 2017).

A CIA é muito utilizada para determinacdo de poucos ou apenas um analito,
particularmente em amostras complexas que podem conter potenciais interferentes.
Estas colunas sdo compostas por anticorpos monoclonais especificos para o analito
(antigeno) como, por exemplo, a AFM1. No entanto, quando se utiliza CIA, alguns
fatores devem ser observados para nao interferir na recuperacido do analito de
interesse, como a especificidade do anticorpo e a capacidade da coluna ou
quantidade de sitios de anticorpos, que deve ser considerada para nao ocorrer
sobrecarga nos sitios e menor recuperacgao (LI et al., 2011; OLIVEIRA, 2010).

Além desses fatores, a acessibilidade do antigeno ao anticorpo também pode
interferir na recuperacgao do analito, e esta relacionada ao fluxo da amostra através
da CIA. Altos fluxos n&o sdo recomendados, por dificultar a ligagdo do analito ao
sitio de ligacdo, comprometendo sua recuperacao (OLIVEIRA, 2010).

Mais recentemente, alguns pesquisadores tém realizado ensaios para
determinacdo multirresiduos utilizando o método para pré-tratamento da amostra
chamado QUECHhERS, abreviatura de “Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged e
Safe” (ANJOS et al., 2016; SARTORI et al., 2014; SIRHAN et al., 2014). O método
envolve a extragdo dos analitos com solvente (acetonitrila), seguida da adigdo de
sais (cloreto de sédio e sulfato de magnésio), que promovem a remogéo de
proteinas e outras substancias interferentes para a fase aquosa. Em seguida, ha
uma etapa de purificagdo com a utilizacdo de cartuchos de EFS dispersiva e a
injecao no cromatografo (ANJOS et al., 2016).

A cromatografia, por sua vez, € um meétodo fisico-quimico de separagéo,
fundamentado na migracéo diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre
devido a diferentes interagdes entre duas fases imisciveis, a fase movel e a fase
estacionaria. Com a reducdo do didmetro da particula de empacotamento das

colunas cromatograficas (fase estacionaria), foi possivel se obter uma melhor
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performance em termos de resolucdo, quantificacao e detecgdo em um menor tempo
de analise. Além disso, técnicas como a espectrometria de massa acoplada a CLAE
ou a cromatografia liquida de ultra-alta performance, melhoraram a sensibilidade e
seletividade para as micotoxinas, possibilitando ainda determinar multiplos analitos
na mesma matriz (HAN et al., 2010; SARTORI et al., 2015; TEIXEIRA, 2008).

Estudo colaborativo, conduzido por Dragacci e colaboradores (2001),
contando com 12 colaboradores em 12 paises europeus, avaliou a eficacia de um
método para determinagcdo de AFM1 em leite nos limites regulatérios propostos,
utilizando CIA para isolamento da aflatoxina e CLAE-DFL para sua identificacdo e
quantificacdo. Os resultados obtidos pelos autores possibilitaram a indicacdo do
método para analise de AFM1 em leite liquido, em concentragdes maiores que 0,02
Mg/L. O estudo se tornou bastante relevante, uma vez que o método AOAC existente
até entdo nao tinha sido testado em concentragées menores que 0,08 ug/L e desde
1999 o limite de AFM1 passou a ser de 0,05 ug/L (DRAGACCI; GROSSO;
GILBERT, 2001).

1.5 Procedimento para validagao de método analitico

1.5.1 Confiabilidade no desenvolvimento e aplicabilidade de métodos

O desenvolvimento e a aplicabilidade de métodos devem priorizar a
confiabilidade e a simplicidade, pois afetardo a qualidade e quantidade de dados
gerados, além da praticidade das medidas finais tomadas. A necessidade de se
mostrar a qualidade de medigcdes quimicas, através de sua comparabilidade,
rastreabilidade e confiabilidade, estad sendo cada vez mais reconhecida e exigida.
Dados analiticos nao confiaveis podem conduzir a decisdes desastrosas e a
prejuizos financeiros irreparaveis (RIBANI et al., 2004; VAN EGMOND;
SCHOTHORST; JONKER, 2007).

A confiabilidade dos dados pode ser obtida pelo uso de métodos validados,
como os da AOAC e os padronizados pelo CEN. Os requisitos para esses métodos
foram ditados pelas necessidades impostas pelas regulamentagdes ou para a
combinagao de micotoxinas e matrizes as quais ainda nao havia regulamentagao,
mas a comunidade cientifica viu a necessidade para fins de vigilancia. Os métodos

da AOAC séao referidos como meétodos oficiais na legislagdo sobre micotoxinas em
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muitos paises. Os métodos do CEN, embora n&o sejam obrigatérios, podem ser
usados na Unido Europeia para fins oficiais de controle de alimentos, pois suas
caracteristicas de desempenho atendem aos critérios estabelecidos para
amostragem e analise (VAN EGMOND; SCHOTHORST; JONKER, 2007).

O processo de padronizacdo das atividades dos laboratérios de ensaio e
calibragdo teve inicio com a publicacdo, pela Organizagdo Internacional para
Padronizacao (ISO) e Comissao Eletrotécnica Internacional (IEC), da ISO/IEC Guia
25 em 1978, revisado em 1992. Na Europa a norma utilizada para reconhecer a
competéncia dos ensaios e calibragdes realizados pelos laboratérios era EN
45001:1989, elaborada sob forte influéncia da norma ISO 9000 (IAL, 2008).

Tanto a ISO/IEC Guia 25 como a EN 45001 continham aspectos cujos niveis
de detalhamento eram insuficientes como, por exemplo, o conteudo minimo a ser
declarado na politica da qualidade do laboratério, a rastreabilidade das medicoes, as
operacgdes relacionadas as amostragens e o uso de meios eletrénicos (IAL, 2008).

Para suprir essas lacunas, a ISO iniciou em 1995 os trabalhos de revisdo da
ISO Guia 25, resultando na publicagdo da norma ISO/IEC 17025 — Requisitos gerais
para a competéncia de laboratérios de ensaio e calibragdo, oficialmente datada de
15 de dezembro de 1999 e publicada internacionalmente no inicio do ano 2000. No
Brasil, foi publicada pela Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) como
NBR/ISO/IEC 17025, em janeiro de 2001, atualizada em 2017 (IAL, 2008; ABNT,
2017).

Segundo a ISO/IEC 17025, normas internacionais, nacionais, regionais ou
outras especificagdes reconhecidas que contenham informagdes suficientes e
concisas sobre como realizar atividades laboratoriais ndo precisam ser
complementadas ou reescritas como procedimentos internos, caso estas normas
tenham sido escritas de forma que possam ser usadas pelo pessoal operacional em
um laboratério. No entanto, um laboratério deve validar métodos que ainda ndo séo
padronizados, métodos desenvolvidos e métodos utilizados fora do escopo

pretendido ou modificados de outra forma (ABNT, 2017).

1.5.2 Parametros para validacao

A validagdo € um estudo experimental e documentado que obijetiva

demonstrar que o procedimento analitico € adequado a finalidade proposta, de
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forma a assegurar a confiabilidade dos resultados obtidos. E essencial que a
validac&o seja realizada sobre o procedimento analitico exatamente da forma que
ele sera executado na rotina do laboratorio, observando a faixa de concentragao do
analito e matrizes aos quais ele é aplicado (BRASIL, 2011a; THOMPSON; ELLISON;
WOOD, 2002).

No Brasil, os dois 6rgaos que orientam a validagdo de métodos analiticos sao
a ANVISA e o Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO)
(RIBEIRO et al., 2008).

Segundo o INMETRO (2018), com o objetivo de confirmar que os métodos
sao apropriados para o uso pretendido, o laboratério deve validar métodos que nao
estejam normalizados, que foram criados ou desenvolvidos pelo préprio laboratério,
métodos normalizados, mas que foram usados fora dos escopos concebidos,
ampliacdes e modificacdes de métodos normalizados.

Devem ser realizadas algumas verificagbes, para garantir que as
caracteristicas de desempenho de um método sejam entendidas e para demonstrar
que o método seja cientificamente coerente, nas condi¢des em que sera aplicado
(ANVISA, 2004).

Durante a validacdo do método, para que as caracteristicas de desempenho
sejam atendidas dentro da faixa de concentragdo estabelecida, sdo utilizadas
amostras enriquecidas ou materiais de referéncia certificados. Isso deve incluir o
nivel mais baixo para o qual os resultados serdo relatados e os niveis maximos
legislativos. Além disso, deve ser observada a auséncia de resultados falso-positivos
para amostras em branco (COMISSAO EUROPEIA, 2016).

A AOAC (2016) preconiza para métodos quantitativos, aplicados a
contaminantes ou elementos trago, considerando a validacdo por um unico
laboratorio, a avaliagdo dos parametros relativos a faixa de trabalho, linearidade,
precisao, recuperacgao e limite de quantificagdo (AOAC, 2016).

Para a ANVISA e o INMETRO, os parametros de validagdo devem estar
claramente declarados no procedimento documentado e incluir, quando aplicavel:
seletividade, linearidade, faixa de trabalho e faixa linear, limite de detecgao, limite de
quantificacdo, tendéncia ou recuperagdo, precisdao (repetibilidade, preciséo
intermediaria e reprodutibilidade) e robustez (ANVISA, 2004; INMETRO, 2018).
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1.5.2.1 Seletividade

A Seletividade é o grau em que o método pode quantificar o analito na
presenca de outros analitos, matrizes ou de outro material potencialmente
interferente. Um método que produz respostas para varios analitos, mas que pode
distinguir a resposta de um analito da de outros, é chamado seletivo. Se a
seletividade nao for assegurada, a linearidade e a precisdo estardo seriamente
comprometidas. Experimentos para avaliacdo da seletividade descritos na literatura
sobre validagdo de métodos analiticos envolvem ensaios com padrdes ou materiais
de referéncia, amostras com e sem o analito, além da avaliagdo da capacidade de
identificacdo do analito de interesse na presenca de interferentes (INMETRO, 2018).

Segundo o INMETRO (2018), é necessario verificar a existéncia do efeito
matriz, onde componentes da amostra podem interferir no desempenho da medigéo
e consequentemente na seletividade do método (INMETRO, 2018).

Entretanto, no método proposto para o presente estudo a amostra é extraida
e limpa passando através de uma CIA contendo anticorpos especificos que se ligam
seletivamente com qualquer aflatoxina M1 (antigeno) contida no extrato, para formar
um complexo anticorpo-antigeno. Os demais componentes da matriz s&do entdo

lavados da coluna com agua.

1.5.2.2 Linearidade

A Linearidade de um procedimento analitico € definida pelo INMETRO (2018)
como a habilidade em se obter resultados diretamente proporcionais a concentragao
do analito na amostra. E obtida pela curva de calibracao, realizada por padronizagéo
interna ou externa e formulada como expressdo matematica, denominada equacéao
da reta (equagédo 1), utilizada para o calculo da concentragdo do analito a ser
determinado na amostra real (INMETRO, 2018).

y=a+ bx (1)

Onde:

y: resposta medida (sinal instrumental como absorbancia, altura ou area do pico, etc.);
X: concentragao;

a: coeficiente linear (intersegdo com o eixo y, quando x = 0);

b: coeficiente angular (inclinagao da curva analitica = sensibilidade).
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Segundo Thompson e colaboradores (2002), para realizar a curva de
calibracdo deve haver seis ou mais niveis de concentracdo do padrao,
uniformemente espacgados na faixa de concentragdo de interesse, cujo intervalo
deve abranger 0-150% ou 50-150% da concentragao provavel de ser encontrada. Os
padroes de calibracdo devem ser analisados pelo menos em duplicata e, de
preferéncia, em triplicata ou mais, em ordem aleatoria.

A ANVISA, por sua vez, preconiza que a relagao linear deve ser avaliada em
toda a faixa estabelecida para o método, devendo-se utilizar, no minimo, cinco
concentracdes diferentes do padréao de referéncia para as solu¢des preparadas em,
no minimo, triplicata (BRASIL, 2017).

A linearidade de um método deve ser avaliada por meio de testes estatisticos,
e ndo somente por meio do grafico dos resultados em fungdo da concentragao do
analito. Antes de concluir a regressao linear, deve ser verificada a auséncia de
valores aberrantes (em inglés, outliers), pelo teste de Grubbs ou com base nos
residuos padronizados Jack-Knife, para cada nivel de concentragdo. Outro teste
estatistico para avaliar a linearidade, o teste F, também conhecido como F-
Snedecor, permite a analise da variancia (ANOVA) da regressdo. Por fim, é
importante verificar a homocedasticidade, igualdade ou homogeneidade das
variancias dos residuos dos dados, pelos testes de Cochran, de Levene ou de
Brown-Forsythe (INMETRO, 2018).

Se o sistema for homocedastico, o céalculo da equacédo da regressao linear
simples se baseia no método dos minimos quadrados ordinarios nado ponderados.
Caso seja heterocedastico, o calculo utiliza o método dos minimos quadrados
ordinarios ponderados. Vale ressaltar que procedimentos analiticos inadequados ou
realizados com pouco rigor podem influenciar esse comportamento. O recomendado
€ investigar essa situagcado e aplicar agbes corretivas pertinentes, porque o método
pode apresentar comportamento homocedastico novamente (INMETRO, 2018).

Portanto, ao avaliar a linearidade, consideram-se os dados relativos a
representacao grafica das respostas em fungédo da concentragcao do analito; grafico
de disperséo dos residuos, acompanhado de sua avaliagao estatistica; equacao da
reta de regressdo, estimada pelo método dos minimos quadrados; avaliagdo da
associagao linear entre as variaveis por meio dos coeficientes de correlagao (r) e de

determinacgao (r?); avaliagao da significancia do coeficiente angular (BRASIL, 2017).
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1.5.2.3 Faixa de trabalho

A Faixa de trabalho é o intervalo entre a menor concentragdo e a maior
concentracao de analito na amostra para o qual se demonstrou que o procedimento
analitico tem um nivel aceitavel de precisdo, exatidao e linearidade. Faixa linear de
trabalho € por inferéncia a faixa de concentracdo do analito em que os resultados do
método sdo proporcionais a concentragdo do analito (INMETRO, 2018). No estudo
destinado a validagao de metodologia ganha relevancia o intervalo validado, ou seja,
parte do intervalo de concentragdo de um método analitico que foi submetido a
validacdo e, portanto, o intervalo de concentragdo do analito dentro do qual o
método pode ser considerado como validado. Embora a calibracdo possa cobrir uma
ampla faixa de concentragao, o restante da validagao (e geralmente uma parte muito
mais importante em termos de incerteza) podera cobrir um intervalo mais restrito
(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

1.5.2.4 Limites de deteccdo e quantificagcdo

O limite de deteccédo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) sdo parametros
chave, que caracterizam o desempenho de métodos que utilizam baixas
concentracdes. Cabe ressaltar que as estimativas de LD e LQ podem ser
influenciadas pelas matrizes cobertas pelo método analitico. Por isso, eles precisam
ser determinados para cada matriz. (WENZL et al., 2016).

O LD de um procedimento analitico individual € a menor quantidade de analito
na amostra que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada sob as
condi¢des estabelecidas para o ensaio. O LQ é a menor quantidade do analito na
amostra que pode ser quantitativamente determinada com precisdo e exatiddo
aceitaveis (BRASIL, 2017; INMETRO, 2018).

Os dados gerados durante a validagao do desempenho do método, na faixa
de concentragao relevante para fins de controle, podem nao ser adequados para a
estimativa desses limites, pois a diferenga nas concentragdes entre eles e a faixa de
trabalho do meétodo poderia levar a estimativas pouco realistas. Portanto, os
experimentos para estimar LD e LQ devem ser conduzidos em niveis de
concentracdo proximos ao esperado, com base em conhecimento especializado e

experiéncias obtidas em experimentos anteriores (WENZL et al., 2016).
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Dentre os modos de se calcular o LD e o LQ estao a relagao sinal/ruido e as
estimativas a partir da curva analitica, pelo desvio padrao do branco e por meio de
curva de desvios padrao (INMETRO, 2018; WENZL et al., 2016).

A relagao sinal/ruido é frequentemente aplicada em métodos analiticos que
exibem ruido de linha de base. O ruido da linha de base préximo ao tempo de
retencdo do analito € medido e a concentragdo do analito que produziria um sinal
igual a um valor definido da relagao sinal/ruido é estimada. A poténcia de ruido pode
ser medida manualmente no cromatograma ou com um processo automatizado pelo
software do instrumento. Uma relagdo sinal-ruido de 3 é geralmente aceita para
estimar LD e de 6 a 10 para estimar LQ (WENZL et al., 2016).

Segundo a ANVISA, para a determinagao baseada em parametros da curva
analitica, o LD e o LQ podem ser calculados em funcédo do desvio padrdao (DP)
obtido de trés formas: a partir do intercepto com o eixo Y de, no minimo, 3 curvas de
calibracdo construidas, contendo concentragdes do analito proximas ao suposto
limite de detecgao; do desvio padrao residual da linha de regressao; da estimativa
de ruido proveniente da analise de um apropriado numero de amostras do branco,
através das equacdes 2 e 3 (BRASIL, 2017):

LD = (3,3xDP)/IC )
LQ = (10 xDP)/IC (3)
Onde:

DP — desvio padrao
IC — inclinagéo da curva

O Regulamento (UE) 333/2007 define o LD como 3 vezes o DP da média das
determinagées em branco e LQ como seis ou dez vezes o DP da média das
determinacdes em branco, ou de forma simplificada o LQ corresponde a 3,3 vezes o
LD (COMISSAO EUROPEIA, 2007; WENZL et al., 2016).

No campo dos elementos quimicos devem-se priorizar as estimativas com
base em amostras em branco, mas em alguns casos, como das micotoxinas, essas
amostras podem nem sempre estar disponiveis. Como alternativa, amostras com
baixa contaminagdo podem ser usadas. A homogeneidade das varidncias dos sinais
dessas amostras em branco e com baixa concentragao, € assumida. No entanto, as

concentragdes do analito em amostras com baixa contaminagao devem ser iguais ou
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na mesma faixa de concentragdo dos LD estimados, ndo excedendo 5 vezes o nivel
de seus respectivos LD estimados (WENZL et al., 2016).

Por outro lado, se houver evidéncia de que as analises ndo sdo afetadas nem
por efeitos de matriz nem por interferéncias, os padrdes de calibragdo puros em

solvente podem ser usados para o calculo do LD (WENZL et al., 2016).

1.5.2.5 Ensaio de recuperacgéo

O ensaio de recuperagao do analito, uma das formas de se avaliar a
tendéncia do método, pode ser realizado pela analise de amostras fortificadas com
quantidades conhecidas do mesmo. As amostras podem ser fortificadas com o
analito em pelo menos trés diferentes concentracdes (baixa, média e alta) da faixa
de uso do método. A recuperagédo é calculada segundo a equagédo 4 (INMETRO,
2018).

Recuperagéo (%) = (C4-C5) x 100 (4)
Cs

Onde:

C,4: concentragao do analito na amostra fortificada.

C,: concentragao do analito na amostra nao fortificada.

Cs: concentragao do analito adicionado a amostra fortificada.

E importante que os laboratdrios estabelecam critérios de aceitagdo para
recuperacéo (Quadro 1), seguindo as orientagdes normativas da legislagao aplicavel
as areas de atividades, como, por exemplo, meio ambiente. Normalmente, os

critérios estao atrelados ao nivel de concentragao (INMETRO, 2018).

Quadro 1 - Critério de aceitagao para o ensaio de recuperacao para AFM1.

Critério Concentragao Valor recomendado
Branco Todas Desprezivel
0,01 -0,05 pg/kg 60— 120 %
AFM1
> 0,05 pg/kg 70-110 %

Fonte: (COMISSAO EUROPEIA, 2006).
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1.5.2.6 Preciséo

A precisdo de um método €& a proximidade da concordancia entre os
resultados dos testes independentes obtidos em condicbes estipuladas.
Normalmente € determinada para circunstancias especificas de medicado e as trés
opcdes mais comuns de expressa-la sdao por meio da repetibilidade, precisao
intermediaria, ou reprodutibilidade intralaboratorial, e da reprodutibilidade (AOAC,
2016; INMETRO, 2018).

Repetibilidade é o valor obtido a partir de um conjunto de medigdes incluindo
o mesmo procedimento, a mesma amostra, 0 mesmo operador, 0S MesmMos
aparelhos, o0 mesmo laboratério e um intervalo curto. A repetibilidade pode ser
expressa pela caracteristica da dispersao dos resultados e ser determinada por meio
da analise de padrdes, material de referéncia ou adicdo do analito ao branco da
amostra, em varias concentragbes na faixa de trabalho (COMISSAO EUROPEIA,
2006; INMETRO, 2018).

A precisao pela dispersdo dos resultados pode ser obtida calculando-se o
desvio padréo relativo (DPR), também denominado coeficiente de variagdo (CV), da
série de medigdes conforme a equagao 5 (BRASIL, 2017):

DPR = (DP/CMD) x 100 (5)

Onde:
DP: desvio padrao
CMD: concentragao média determinada.

A determinagao da repetibilidade deve ser realizada com, no minimo, nove
determinagdes, contemplando o intervalo linear do método analitico, ou seja, trés
concentragdes (baixa, média e alta), com trés réplicas em cada nivel (BRASIL,
2017). E importante que os laboratérios estabelegcam critérios de aceitacéo, para o
DPR;, (desvio padrao de repetibilidade) conforme quadro 2 (AOAC, 2016; INMETRO,
2018).

A precisao intermediaria € avaliada considerando o mesmo procedimento de
medi¢do, mesmo local e medigdes repetidas no mesmo objeto ou em objetos
similares, ao longo dum periodo extenso de tempo, mas podendo incluir outras

condicdes submetidas as mudancas. E necessario definir exatamente quais
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condigdes sofrerdo variagdo (uma ou mais), como por exemplo: diferentes analistas,

diferentes equipamentos e diferentes tempos de analise (INMETRO, 2018).

Quadro 2 - Critério de aceitagao para a repetibilidade

Anatito % MéFsr;EZC;C) Unidade DPR, %
100 1 100% 1,3
10 10-1 10% 1,9
1 10-2 1% 2,7
0,1 10-3 0,1% 3,7
0,01 10-4 100 ppm (mg/kg) 5,3
0,001 10-5 10 ppm (mg/kg) 7,3
0,0001 10-6 1 ppm (mg/kg) 11
0,00001 10-7 100 ppb (ng/kg) 15
0,000001 10-8 10 ppb (pg/kg) 21
0,0000001 10-9 1ppb (pg/kg) 30

Fonte: (AOAC, 2016).

Embora a reprodutibilidade ndo seja um componente de validagdo de método,
quando executado por um unico laboratorio, é considerada importante quando um
laboratério busca a verificacdo do desempenho dos seus métodos em relagéo aos
dados de validagao obtidos por meio de comparacao interlaboratorial (INMETRO,
2018). E o valor da diferenca entre os resultados de dois testes determinados,
obtidos em condi¢cbes de reprodutibilidade e expressa pelo DPRr (COMISSAO
EUROPEIA, 2006).

A Robustez de um método analitico € a capacidade do método em nao ser
afetado por pequenas variagcbes nos parametros de execugao e, por isso, fornece
uma indicagdo da confianga do método durante uma aplicagdo rotineira. E um
parametro opcional dentro dos estudos de validagdo e esta geralmente mais
associado a estudos de otimizagao (INMETRO, 2018).

Portanto, os parametros de validacido s&do os indicadores quantitativos do
escopo e do bom desempenho das técnicas. A validacao, por sua vez, € uma forma
de assegurar a aplicabilidade e o alcance de um método durante as operagdes de
rotina de um laboratério, através do estabelecimento dos limites para os parametros
analiticos. Entretanto, o bom desempenho de qualquer técnica analitica depende

crucialmente de dois critérios: a qualidade das medidas instrumentais e a
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confiabilidade estatistica dos calculos envolvidos no seu processamento (RIBEIRO
et al., 2008).

1.5.2.7 Alguns critérios quanto a qualidade analitica

O método de escolha para a determinagdo de micotoxinas, segundo o
documento de orientagdo sobre a identificacdo de micotoxinas em alimentos e
ragcdes, SANTE/12089/2016, do Departamento de Saude e Seguranga Alimentar da
Comisséo Europeia, deve ser desenvolvido preferencialmente por cromatografia
combinada com espectrometria de massas. Alternativamente, a cromatografia
liquida com deteccdo de fluorescéncia pode ser aplicada, mas somente quando for
possivel a utilizacdo da CIA especifica para a micotoxina alvo (COMISSAO
EUROPEIA, 2016).

A qualidade das medidas instrumentais passa invariavelmente por um
programa de garantia de qualidade que inclui, quando possivel, 0 uso de materiais
de referéncia certificados. Os materiais ou padrdes de referéncia certificados sao
produtos homogéneos e estaveis contendo quantidades certificadas do analito de
interesse (JECFA, 2001).

Nas situagcbes em que se fizer necessaria a confirmagdo do analito de
interesse, caso o método preconize a utilizagcdo de um padrao interno apropriado,
este deve ser adicionado a amostra de ensaio no inicio do processo de extracao.
Quando nao se puder usar nenhum padrao interno adequado, a identificacédo da
substéncia deve ser confirmada através de co-cromatografia. Neste ultimo caso,
deve obter-se apenas um pico, cujo incremento na altura (ou area) devera ser
equivalente a quantidade adicionada. Além disso, a largura do pico, na regido da
metade da sua altura maxima, devera estar compreendida entre 90 % e 110 % da
largura inicial, e os tempos de retengao deverdo ser idénticos, com um desvio de 5
% (COMISSAO EUROPEIA, 2002).

O tempo minimo de retencdo, aceitavel para o analito examinado, deve ser o
dobro do tempo de retencao correspondente ao volume vazio da coluna. Além disso,
o tempo de retengdo do analito no extrato da amostra deve corresponder ao da
média dos padrbes de calibracdo medidos na mesma sequéncia, com uma
tolerancia de + 0,2 min ou + 50% da largura do pico a meia altura (o que for maior),
para cromatografia gasosa e cromatografia liquida (COMISSAO EUROPEIA, 2016).
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No caso de analises repetidas de um material de referéncia certificado, o
desvio entre o teor médio determinado experimentalmente e o valor certificado nao
deve ultrapassar o limite de + 10 %. Quando esses materiais de referéncia néo
estiverem disponiveis, se aceita que a veracidade das medigbes seja avaliada
através da recuperagdo de quantidades conhecidas do elemento adicionadas as
amostras com teor desconhecido. E importante destacar que, ao contrario do analito
naturalmente presente na amostra, quando adicionado ndo se encontra igualmente
ligado quimicamente a matriz, por conseguinte, os resultados obtidos com este
método sdo menos confiaveis do que os resultantes da utilizacdo dos materiais de
referéncia (COMISSAO EUROPEIA, 2002).

Alguns requisitos se aplicam a moléculas que exibem fluorescéncia nativa e a
moléculas que exibem fluorescéncia apds transformacao ou derivacdo. Nesse tipo
de deteccado, a selegcdo dos comprimentos de onda de excitagdo e emissdao em
combinagao com as condi¢gdes cromatograficas deve ser feita de modo a minimizar a
ocorréncia de componentes interferentes nos extratos de amostras em branco. O
pico maximo, mais préximo no cromatograma, deve ser separado do pico do analito
de interesse pelo menos a uma largura maxima a 10% da altura maxima do pico do
analito (COMISSAO EUROPEIA, 2016).

Outro importante componente para assegurar a qualidade do método analitico
€ a realizacao de ensaios de proficiéncia, considerados ferramentas de controle de
qualidade externo. Nestes ensaios, cujos procedimentos sao harmonizados entre
AOAC, ISO e IUPAC, os laboratérios participantes analisam o material distribuido
pelo organizador, utilizando o procedimento analitico adotado em suas rotinas de
trabalho. O principal objetivo do ensaio de proficiéncia é avaliar o desempenho de
um método analitico desenvolvido por um laboratério (OLIVEIRA, 2010).

Por fim, a confiabilidade estatistica dos calculos envolvidos no seu
processamento passa pelo uso de ferramentas, como softwares e planilhas, que
permitam a estimativa dos parametros de validagao, rapidamente e de forma segura,
cabendo ao usuario alimentar com as informacdes referentes ao procedimento de
validacdo, além dos dados referentes ao sinal analitico e as concentragdes, obtidos
nas analises (RIBEIRO et al., 2008).
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1.6 Justificativa

Os dados encontrados, em pesquisas realizadas no Brasil e no mundo,
revelam o risco para o desenvolvimento de cancer em individuos expostos a
alimentos contaminados com AFM1 em niveis acima dos limites maximos
permitidos. Estudos tém demonstrado também a evolugcdo nas técnicas analiticas
capazes de determinar a contaminagao dos alimentos por AFM1. Diante do exposto
e considerando a importancia da fiscalizagao sanitaria para a protecao da saude da
populagdo e a necessidade de se adotar procedimentos analiticos em conformidade
com 0s guias e normas nacionais e internacionais, torna-se imprescindivel a
validacdo de metodologia durante a implantacdo de uma rotina de analise de

contaminantes, como a determinacao de AFM1 em leite.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho € validar intralaboratorialmente um método
para analise de aflatoxina M1 em leite, por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detecgao por fluorescéncia, no Laboratério Municipal de Saude Publica (LASP)
da Subsecretaria de Vigilancia, Fiscalizacdo Sanitaria e Controle de Zoonoses
(SUBVISA) da Prefeitura da Cidade do Rio de Janeiro (PCRJ).

2.2 Objetivos especificos

e Estudar o método e verificar as modificacdes necessarias a sua validacdo e
implantacéo;

¢ Definir os parametros necessarios para a validagao do método;

e Elaborar planilhas para avaliagdo do processo analitico;

¢ Realizar a validagao do método.
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3 METODOLOGIA

A metodologia proposta, um estudo descritivo com abordagem quantitativa,
consiste na validacdo de método para determinacao de aflatoxina M1 em leite fluido,
referenciado, com adaptagbes, pelo método desenvolvido por Dragacci e
colaboradores (2001), aprovado pelo Comité de Métodos sobre Toxinas Naturais e
Alergénicos Alimentares, adotado pelo Conselho de Métodos Oficiais da AOAC
como método oficial 2000.08 (DRAGACCI; GROSSO; GILBERT, 2001).

Para a aplicacdo do método e execucdo das etapas da validacao, foi feito o
preparo e a determinagao da concentracdo do padrao primario de AFM1, conforme o
método oficial da AOAC 971.22 (NESHEIM; TRUCKSESS; PAGE, 1999).

Em seguida, o padrdao de AFM1 foi utilizado na aplicagao dos parametros de
seletividade, linearidade, limite de deteccéo e quantificagdo, recuperagao e precisao,
considerando as orientagbes do INMETRO e da ANVISA. Recomendagdes
constantes em Regulamentos e Diretivas da Unido Europeia também foram
consideradas na execucéao da validagao.

Os ensaios de recuperagao foram realizados com amostra de leite fluido
desnatado UHT, testada previamente nas mesmas condicbes do método e
fortificada com a solugdo de padréao de AFM1.

3.1 Descrigao do método utilizado para a determinagao de AFM1 em leite

O método utilizado nas analises, referenciado pelo método AOAC 2000.08,
consiste na extracao e limpeza de amostras de leite fluido por CIA e determinagao
por CLAE-DFL (Figura 3).

Além disso, ao aplicar o método, foram realizadas adaptagdes (Figura 4): na
aliquota da amostra, com redugao de 50 para 25 mL de leite fluido; no volume de
injecao, ajustado para 50 uL e no volume final, onde o extrato foi ressuspenso com 2
mL de fase modvel. Antes de proceder a injegdo no cromatégrafo, o extrato final foi
filtrado em filtro de seringa, com 0,22 um de poro.

As analises foram realizadas em ambiente com temperatura climatizada,
mantida em torno de 22°C e os solventes e padrbes manipulados em capela com

exaustao.
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Figura 3 - Fluxograma do método da AOAC para o preparo da amostra de leite.

Obter aliquota de leite fluido

Aquecer a 37°C com agitagdo magnética
Centrifugar
Filtrar em papel de filtro
Transferir 50 mL para a CIA
Eluir a um fluxo de 2 a 3 mL/min
Lavar a CIA com 20 mL de agua ultrapura
Secar a CIA com fluxo de nitrogénio
Eluir 4 mL de acetonitrila pela CIA
Coletar o extrato em um frasco com tampa
Evaporar o extrato em banho maria com fluxo de nitrogénio
Ressuspender o extrato evaporado com fase movel

Fonte: (DRAGACCI, 2001).

Figura 4 - Fluxograma do método adaptado para o preparo da amostra de leite.

Obter aliquota de leite fluido desnatado
Transferir 25 mL para a CIA
Eluir a um fluxo de 2 a 3 mL/min
Lavar a CIA com 20 mL de agua ultrapura
Injetar ar através da seringa para secar a CIA
Eluir 4 mL de acetonitrila
Coletar o extrato em um frasco com tampa
Evaporar o extrato em banho maria com fluxo de nitrogénio

Ressuspender o extrato evaporado com 2 mL de fase mével

Fonte: (Do autor, 2019).

Para as analises foi utilizado um cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia, com

sistema quaternario de solventes, modulo degaseificador, bomba binaria, injetor
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automatico de amostras, forno para a coluna cromatografica e detector por
fluorescéncia, conectados a um maodulo de controle. As condicdes operacionais do
meétodo estdo descritas no quadro 3. O equipamento fica localizado em uma sala

com temperatura climatizada, mantida em torno de 22°C.

Quadro 3 - Condigbes operacionais do método.

Condigao Descrigao

Shimadzu, modelo LC-20AT Proeminence, composto por
modulo de comando modelo CBM 20A, degaseificador
Equipamento de modelo DGU-20A, injetor automatico de amostras modelo
cromatografia liquida SIL-20A, forno de coluna modelo CTO-20A, detector por
fluorescéncia modelo RF-20A. A aquisi¢cédo e tratamento de
dados foram realizados pelo software LC Labsolutions.

Shimadzu, C18 (ODS) medindo 150 x 4,6 mm, tamanho de
particula 4,6 um, com pré-coluna.

Agua ultrapura (65%), Acetonitrila (25%) e Metanol (10%),

Coluna cromatografica

Fase movel . »
no modo isocratico.
Fluxo 1,0 mL/min
Volume de injegao 50 uL
Temperatura do forno da 40°C
coluna
Detector por fluorescéncia 365 nm de Excitagcado e 435 nm de Emissao
Tempo de corrida 10 minutos

Fonte: (Do autor, 2019).

Foram utilizados ainda outros equipamentos, assim como reagentes, vidrarias

e acessorios, conforme descrito a seguir:

Outros equipamentos utilizados:

e Agitador de tubos tipo vortex;

e Balanca analitica, marca Metller Toledo, modelo AB204-S;
e Capela de exaustao;

e Espectrofotdbmetro, marca Micronal, modelo AJX 3000PC;
o Freezer,

o Refrigerador;

e Sistema para filtracdo a vacuo;
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e Placa de aquecimento para banho-maria, com haste e sensor de temperatura;

Reagentes e solventes:

e Acetonitrila grau CLAE, marca Merck;

e Acido sulfurico P.A., marca ProQuimios;

e Agua destilada;

e Agua ultra pura ou com maior grau de pureza;

e Coluna de imunoafinidade com anticorpos monoclonais para AFM1: Afla M1,
marca Vicam;

e Detergente neutro concentrado;

e Dicromato de potassio, marca Merck;

e Etanol 70%;

¢ Nitrogénio com pureza = 99,99%;

¢ Hipoclorito de sodio;

e Metanol grau CLAE, marca Merck;

e Padrdo com pureza = 98%, marca Sigma Aldrich, contendo 5ug de aflatoxina M1

na forma de cristais.

Vidrarias e acessorios:

e Balbes volumétricos;

e Bastdes de vidro;

e Béqueres;

e Cubetas de quartzo;

e Erlenmeyers;

e Filtro de seringa com 0,22 um de poro;
e Frascos de vidro com tampa;

o Kitassatos;

e Membrana filtrante com 0,45 ym de poro e 47 mm de diametro;
¢ Microsseringas de vidro;

e Pipetador automatico com ponteiras;

e Pipetas Pasteur;

e Pipetas volumétricas;

e Provetas com tampa;



61

Seringas de vidro e de plastico;

Suporte com garra;

Tubos tipo Falcon com 50 mL;

Vials.

A descontaminacdo de vidrarias e materiais utilizados nas analises foi
realizada com etanol 70% e, posteriormente, com hipoclorito de sodio 5%. O
descarte de solventes e demais materiais seguiu os procedimentos adotados no
laboratério de contaminantes quimicos e biolégicos do LASP e no laboratério de
micotoxinas do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), da
Fundacéo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

3.2 Determinagao da concentragao e preparo de solugdes do padrao de AFM1

A determinacdo da concentracao do padrao de AFM1 foi realizada a partir do
padrao primario, contendo 5,0 ug de AFM1 na forma de cristais, em cujo frasco
foram injetados 5 mL de acetonitrila, com auxilio de seringa. Para a leitura da
concentracao foi utilizado espectrofotdmetro, com 1cm de caminho 6ético, cubetas de

quartzo, para o qual foi calculado o fator de correcao.

3.2.1 Fator de correcao do espectrofotobmetro

O fator de correcdo do espectrofotdbmetro foi calculado a partir de uma
solucdo de acido sulfurico 0,009M. A partir dessa solugdo foram realizadas as
diluicdes com dicromato de potassio (K.Cr,0O7) a 0,25 mM, 0,125 mM e 0,0625 mM e
determinadas suas absorvancias no comprimento de onda 350nm, em ftriplicata e
sem retirar as cubetas entre as leituras. A solucdo de acido sulfarico 0,009M foi
utilizada como branco.

Em seguida foi calculada a absortividade molar especifica (¢,) para cada uma
das solugdes pela equacgéo 6 e o fator de correcao (FC) através da equacgao 7, para
0 qual se considerou a média dos valores encontrados para a absortividade molar

especifica na equacao 6.
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&, = A x 1000 (6)
Ci

Onde:

A;: média das absorvancias

Ci: concentracao da solugao de K,Cr,O; em mM
1000: volume das cubetas

Onde:
& média dos valores encontrados para o coeficiente de absortividade molar especifica
3160: valor tabelado para a absortividade molar do K,Cr,O-

3.2.2 Concentracgao da solucéo padrao de AFM1

ApOGs preencher a cubeta com a solugédo padrao de AFM1, foi feita a leitura da
absorvancia, em ftriplicata, no comprimento de onda 350nm, tendo como branco a

acetonitrila, e aplicada a equacéo 8.

C (ug/mL) = A x MM x 1000 x FC (8)
£

Onde:

A: absorvancia média da aflatoxina.

MM: massa molecular da aflatoxina, correspondente a 328.

1000: fator de converséo da aflatoxina em pg/mL.

FC: fator de correcéo do equipamento.

&: coeficiente de absortividade molar especifico em acetonitrila, correspondente a 19000.

3.2.3 Preparo das solucdes do padrao de AFM1

Foram preparadas solugcdes intermediarias, a partir da solugdo estoque de
AFM1, para a construgdo da curva de calibragao e para a fortificagdo das amostras
aplicadas no ensaio de recuperagao. A solugao intermediaria foi preparada com a
diluicdo de 1 mL da solucdo estoque de AFM1 em 100 mL de acetonitrila e mantida
no freezer até sua utilizacao.

A partir dessa solugao, foram obtidas as aliquotas necessarias para o preparo
das solugdes destinadas a construcido das curvas de calibracao e a fortificagao das
amostras. Essas aliquotas foram evaporadas em banho maria, com fluxo de

nitrogénio. Logo apos, foram ressuspendidas com a fase moével para as curvas e
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com uma solugao de agua-acetonitrila (90:10 v/v) para a fortificagcdo das amostras. O
preparo dessas solucgdes foi realizado no dia em que foram utilizadas.

3.3 Parametros de validagao de método analitico

A avaliagdo dos parametros de validacao foi realizada com a utilizagcado de
planilhas elaboradas no software Excel ®. A linearidade foi avaliada pela planilha
(Anexo A) desenvolvida por Bazilio e colaboradores (2012) e os calculos de

recuperacao e precisao por uma planilha criada para o presente estudo (Anexo B).

3.3.1 Seletividade

A seletividade do método foi verificada pela analise do branco do método, ou
branco dos reagentes, uma vez que, apos a analise prévia de dez amostras de
diferentes marcas de leite, nas mesmas condicbes do método, nido foram
identificadas amostras isentas de AFM1. Assim, foram analisadas trés aliquotas
independentes de agua ultrapura, nas mesmas condi¢ées do método. A partir dos
cromatogramas obtidos foi verificado o ruido da linha de base e se havia algum pico
no tempo de retengdo da AFM1, correlacionado com o cromatograma da amostra

considerada branco no presente estudo.

3.3.2 Linearidade

A linearidade foi verificada pela utilizagao de curvas de calibragao, elaboradas
com solugao padrao de AFM1 em duas faixas de concentracido. A curva A em cinco
niveis, com concentracbes menores, para o calculo dos limites de detecgdo e
quantificacao teoricos e quantificacdo da amostra que seria utilizada como branco no
ensaio de recuperacdo. A curva B em sete niveis, com concentragdes que
incluissem os niveis aplicados no ensaio de recuperagao (Tabela 1).

Os pontos das curvas foram distribuidos de forma equidistante, respeitando a
faixa de 0 a 150% do LMT. Cada solugao foi injetada trés vezes.

Os valores extremos (outliers) foram verificados pelo teste de Jack-Knife, a
homocedasticidade nos resultados pelo teste de Levene, modificado por Brown &

Forsythe, e a significancia pela analise de variancia (ANOVA).
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Tabela 1 - Concentragdes utilizadas nas curvas de calibragdo de AFM1

Pontos da Curva A Curva B
curva ng/mL ng em 50 pL ng/mL ng em 50 pL
1 0,0161 0,0008 0,0402 0,0020
2 0,0804 0,0040 0,1608 0,0080
3 0,3215 0,0161 1,6075 0,0803
4 0,5626 0,0281 3,6169 0,1808
5 0,8038 0,0402 5,6263 0,2813
6 -—-- -—-- 7,6356 0,3817
7 - - 9,6450 0,4822

Fonte: (Do autor, 2019).

3.3.3 Limites de deteccao (LD) e quantificagéo (LQ)

Os LD e LQ foram obtidos a partir da curva de calibragdo com padrao de
AFM1. Em seguida, a concentragao correspondente ao LQ foi adicionada a amostra
em branco para confirmacgao.

Considerando que nao foram encontradas amostras isentas de AFM1, dentre
as testadas previamente, utilizou-se como branco amostras cujas concentragdes se
mostraram iguais ou na mesma faixa de concentragdo do LD estimado, ndo
excedendo 5 vezes o nivel do LD estimado.

A confirmacéo foi feita pela relacao sinal/ruido da amostra fortificada, onde LD

correspondeu a 3 vezes e LQ a 10 vezes a relagao sinal/ruido.

3.3.4 Ensaio de recuperagao

O ensaio de recuperacgao foi realizado considerando as analises aplicadas no
mesmo dia e em dias alternados, sendo todos os niveis analisados em triplicata e
injetados trés vezes no equipamento. Cabe destacar que as etapas de extragdo
foram realizadas no laboratério de micotoxinas do INCQS e as demais etapas, assim
como a injegdo no cromatodgrafo, realizadas no laboratério de contaminantes
quimicos e biologicos do LASP. O método foi aplicado pelo mesmo analista,

utilizando os mesmos solventes em todos os niveis analisados.
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No ensaio de recuperacao foram utilizadas 21 aliquotas da amostra branco,
as quais foram adicionadas aliquotas do padrdao de AFM1, em ftriplicata,
correspondentes a cerca de 75, 100 e 125% do LMT estabelecido pela Resolugéo
Anvisa RDC n° 07 de 2011, para leite fluido, bem como no LQ estimado e no valor
correspondente a 10 vezes a concentracdo da amostra branco, calculada nas
mesmas condi¢cdes estabelecidas para o método.

Os resultados das inje¢des, como areas e cromatogramas, foram obtidos pelo
software Labsolutions, conectado ao equipamento de CLAE-DFL. As areas foram
utilizadas para o calculo de AFM1 (ng) em 50 pL, aplicando-se a equagéao da reta, da
curva de calibragao, e os resultados inseridos na equagéo 9.

C (ug/L) =M x (Vi/Vi)x(1/Va) (9)

Onde:

C: concentragéo final em ng/mL ou pg/L
M: ng de AFM1 em 50 uL

V¢ volume final do extrato (2 mL)

V;: volume de injegao (50 yL)

V,: volume da amostra (25 mL)

A precisao foi calculada com base nos resultados do ensaio de recuperacao,
ja que o preparo das amostras e as analises atenderam aos critérios para
repetibilidade.

A repetibilidade foi verificada a partir do DPR, das analises correspondentes a
cada nivel de fortificagdo, realizadas no mesmo dia e a precisao intermediaria pela
analise do DPR das amostras fortificadas no LMT (0,5 ug/L) e no LQ, com variagéo

nos dias de analise.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A validacéao foi realizada dentro das condi¢cdes apresentadas pelo laboratorio
de contaminantes quimicos e biologicos do LASP, com algumas atividades sendo
desenvolvidas no laboratério de micotoxinas do INCQS.

Cabe ressaltar que o laboratério ndo dispunha de centrifuga no periodo em
que a validagao foi desenvolvida. Sendo assim, compreendendo que a centrifugacéo
seria recomendada para separar as fases, possibilitando obter uma aliquota isenta
de gordura, optou-se por realizar a validagdo somente na matriz leite desnatado.
Com isso, outras etapas também foram consideradas desnecessarias, como 0
aquecimento da amostra e a filtragéo.

O fator de corregao do espectrofotdbmetro foi de 0,97, estando de acordo com
o método oficial da AOAC 971.22, que recomenda valores entre 1,05 e 0,95. A
concentracido do padrao de AFM1, obtida no espectrofotdmetro, resultou em 1,6075
pMg/mL. A partir dessa solugao foi preparada a solugdo intermediaria a 16,075 ng/mL.

Nas condi¢cbes operacionais do método, considerando as orientagdes da
ANVISA e INMETRO a seletividade foi comprovada pela auséncia de interferentes
no tempo de retencdo da AFM1, quando comparados os cromatogramas do branco
do método, ou branco dos reagentes (figura 5) e do padrdo de AFM1 em fase mével
(figura 6). Além da correlagdo entre os tempos de retengdo do padrdo de AFM1 em
fase movel (figura 7) e na matriz (Figura 8), no LMT.

Figura 5 - Cromatograma referente a injegao de 50 uL do branco dos reagentes, nas

condicdes operacionais do método.
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Fonte: (Do autor, 2019).
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Figura 6 - Cromatograma referente a injecdo de 50 pL do padrédo de AFM1 (0,0787
ng/mL), em fase movel.
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Fonte: (Do autor, 2019).

Figura 7 - Cromatograma referente a inje¢cao de 50 pyL do padrao de AFM1, em fase
movel, no nivel de concentracdo correspondente ao LMT (0,2871 ng em 50 pL ou
5,742 ng/mL).
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Fonte: (Do autor, 2019).
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Figura 8 - Cromatograma referente a inje¢cao de 50 uL da amostra branco, fortificada
com o padrao de AFM1 no nivel de concentragédo correspondente ao LMT (0,2944
ng em 50 pL ou 0,4710 ug/L).
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Fonte: (Do autor, 2019).

Os cromatogramas das amostras branco e fortificadas, analisadas no
presente estudo, apresentaram tempos de retengdo 5,29 £ 0,02 minutos (Figura 9),
idénticos entre as repeticbes e maiores do que o dobro do tempo de retencao do

volume vazio da coluna, nao se verificando outro pico proximo da AFM1.

Figura 9 - Cromatogramas demonstrando a correspondéncia nos tempos de
retencdo da amostra branco, contaminada naturalmente, e as amostras fortificadas

com o padrao de AFM1 nos niveis do ensaio de recuperacgao.
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Os resultados das curvas de calibragao (Figuras 10 e 11) estdo descritos na
tabela 2. Apds retirar o unico valor extremo observado pelo teste de Jack-Knife,
verificou-se a homocedasticidade nos resultados, com homogeneidade da variancia,
pelo teste de Levene, modificado por Brown & Forsythe, e que a regressao é
significativa (p<0,001) pela analise da variancia (ANOVA), apesar do desvio de
linearidade (p<0,05).

Como os paréametros de regressdo estimados se comportaram de forma
homocedastica, os calculos das equacgdes da regressao linear simples se basearam
no método dos minimos quadrados ordinarios nao ponderados.

Verificou-se nas duas curvas a normalidade dos residuos da regressao (a =
0,05), pelo teste Ryan-Joiner, apesar de ter sido encontrada a dependéncia dos
residuos pelo teste de Durbin-Watson.

Figura 10 - Curva de calibragcdo AFM1 (curva A)
y = 884696x + 38,55
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Fonte: (Do autor, 2019).

Figura 11 - Curva de calibragcdo AFM1 (curva B)
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Fonte: (Do autor, 2019).
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Parametros Curva A Curva B Referéncia
Coeficiente angular 884696 866473 ---
Coeficiente Linear 38,55 1679,50 -

Coeficiente de correlagao (r) 0,9998 0,9997 >0,992
Coeficiente de determinagao (r?) 0,9997 0,9995 >0,99
Valores extremos Nao 01 (4,76%) Max 22%P
-0,079 (t,) -1,429 (t))
Homocedasticidade t, < tiap®
2,160 (tap) 2,101 (tap)
Normalidade dos residuos 09851 (Rea) 0.9539 (Rea) Req> Reri’
0,9383 (Rqri) 0,9503 (R.) (a 0,05)
Regresséao significativa 3,15 x 1024 4,82 x 1031 p < 0,001
Desvio de linearidade 2,03 x 102 2,89 x 10 p > 0,05¢

Fonte: (Do autor, 2019).
Notas: (a) ANVISA, 2017; (b) Horwitz, 1995; (c) INCQS, 2009, 2018.

Considerando os dados obtidos pela curva de calibracdo, confirmados pela
relagéo sinal/ruido, foram encontrados valores de 0,002 e 0,006 ug/L para o LD e
LQ, respectivamente.

Os resultados do ensaio de recuperacao (Tabela 3) demonstraram a exatidao,
pela concordancia entre os resultados obtidos apdés a aplicagdo do método de
extracdo e analise, com as concentracdes adicionadas, tendo sido encontrados
valores entre 80,67 e 97,56% de recuperacéo.

Segundo as orientagbes adotadas na Unido Europeia, caso a legislacdo do
pais nado exija métodos especificos para a determinagao dos niveis de micotoxinas,
os laboratérios podem selecionar qualquer método, desde que a sua recuperagao
seja de 60 a 120% para niveis de 0,01 a 0,05 pug/kg e 70 a 110% para
concentragdes maiores que 0,05 p/kg de AFM1 (COMISSAO EUROPEIA, 2006).

No que diz respeito a precisdo do método, o DPR; foi menor do que 5% em
todos os niveis estudados no ensaio de recuperagdo e o DPRg abaixo de 20%, ou
seja, dois tercos da precisdo esperada de até 30%, em fungdo da concentracéo,
como recomendado pelo INMETRO (2018). Além disso, os resultados ficaram abaixo
de 22% para DPRgr € 11% para DPR;, recomendados por Thompson (2000).
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Tabela 3 - Resultados do ensaio de recuperacao da AFM1.

Concentracao Concentragao

adicionada recuperada SECUF LS il DES: HFhe
(ug/L) (ug/L) (%) (ug) (%) (%)
0,0035" 96,6" 0,0002" .
0,0036° f f f 4,2173,929 3,79
0,003470,0035°  95,64797,56°  0,000270,0002°
0,0206° 0,0191 92,77 0,0008 3,08 -
0,3858° 0,352 91,24 0,0087 2,46 -
) 0,4379" 85,12" 0,0574" f
0,5144 f f f 18,270,46° 13,04
0,414970,4608°  80,67789,58°  0,076270,0020°
0,6430° 0,5515 85,77 0,0177 3,2 -

Fonte: (Do autor, 2019).

Notas: (a) LQ estimado na curva de calibragao; (b) dez vezes a concentracdo da amostra branco; (c)
77,16% LMT; (d) 102,88% LMT; (e) 128,60% LMT; (f) Resultados do 1°dia de analise; (g) Resultados
do 2°dia de analise; (h) Resultados dos 1° e 2° dias consolidados.

A excecgao se verificou no primeiro dia de analise das aliquotas que foram
adicionadas no LMT, quando ocorreu um erro no procedimento de extracdo em uma
das ftriplicatas, o que resultou em perda do analito e baixa recuperacdo. Esse
resultado influenciou a repetibilidade (DPR, 18,27%), mas ndo chegou a
comprometer a exatiddo e a precisado intermediaria (DPRgr 13,04%) nesse nivel de
concentracdo, uma vez que ocorreu em apenas uma das seis replicatas. Ao se
excluir o resultado dessa replicata, verifica-se um DPR, de 1,18% e DPRRg de 0,94%.
Da mesma forma, a concentragdo média recuperada é alterada de 0,4379 pg/L
(85,12%) para 0,4647 pg/L (89,96%).

No estudo colaborativo conduzido por Dragacci e colaboradores (2001), o
protocolo do método permitiu aos laboratérios participantes algumas adaptagdes,
conforme sua infraestrutura. Alguns participantes optaram por colunas
cromatograficas curtas, com 100mm, para reduzir a quantidade de solventes
utilizados, mas foram empregadas também colunas maiores, com 150 e 250mm. A
partir do comprimento das colunas foram selecionadas as fases moveis, sendo
utilizadas na maioria dos casos as compostas por agua e acetonitrila (75:25) e agua,
acetonitrila e metanol (65:25:10). O fluxo da fase movel variou de acordo com o
comprimento das colunas e os volumes de injegdo variaram de 10 a 500 yL. Vale
destacar que a recomendagéo para os laboratérios seria a injecdo de um volume

adequado, de acordo com a capacidade do sistema de injegao, equivalente a pelo
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menos 12,5 mL da aliquota inicial de leite. Os autores destacam que nao foram
observados efeitos analiticos particulares em relagdo a discrepancia nos
equipamentos dos laboratérios. Nas amostras fortificadas verificou-se RSD, de 18%
e uma RSDgr de 31%, com uma recuperagdao média de 74%. Apds a remogao de
resultados individuais de laboratérios, onde a recuperagao individual estava abaixo
de 70%, a recuperagcdo passou para 87% e gerou valores significativamente
melhores de RSD; e RSDg, 14% nos dois casos.

Outros pesquisadores, que avaliaram o desempenho desse método em suas
analises, apresentaram resultados semelhantes aos do presente estudo. Na
pesquisa realizada por Castro e colaboradores (2013), o procedimento consistiu em
passar 50 mL do leite na CIA. A AFM1 retida na coluna foi eluida com 2 mL de
metanol e o eluato, apds ter sido evaporado, foi ressuspendido com 1 mL da fase
movel, composta por acetonitrila, metanol e &agua ultrapura (30:15:55). Na
cromatografia, utilizou-se coluna cromatografica com 250 x 4,6 mm e 5 ym de poro,
a um fluxo de 1 mL por minuto e temperatura do forno de colunas de 35°C. O
volume de injecdo utilizado foi de 40 uL, equivalente a 2 g de leite. Nessas
condi¢cdes ou autores encontraram valores médios de 80 a 92% para a recuperagao
e de 4 a 11% para o DPRr, nos niveis de fortificagdo de 0,012 a 0,050 ug/L. Os
valores de LD e de LQ da foram 0,001 e 0,003 pg/kg.

Zinedine e colaboradores (2007) obtiveram uma recuperagcdo média de
84,6%, com um DPR; de 5,6%, em amostras de leite fortificadas a 0,1 ng/mL de
AFM1. Nos demais niveis, de 0,05 ng/mL e 1,5 ng/mL, os valores de recuperagao
foram 88,3 e 92,3%, com DPR; 5,8 e 6,8%, respectivamente. O LD encontrado foi de
0,0010 pg/L e o LQ 0,0039 ug/L. O tempo de retengcédo para AFM1 foi de 11,6
minutos. Os autores encontraram esses resultados utilizando uma aliquota de 20 mL
de leite, passada através da CIA, cuja AFM1 retida foi posteriormente eluida com 4
mL de acetonitrila. O eluato foi evaporado e reconstituido em 100 pyL de fase mével,
composta por acetonitrila e agua (25:75). Foi utilizada uma coluna cromatografica
com 150 x 4,6 mm e 5 ym de poro, a um fluxo de 0,8 mL por minuto e a aliquota do
extrato da amostra, injetada no sistema, foi de 20 uL, equivalente a 4 g de leite.

Hussain e colaboradores (2010) utilizaram uma aliquota de 50 mL de leite,
purificada através da CIA. A AFM1 retida foi eluida com 4 mL de acetonitrila e o
eluato evaporado e diluido com a fase moével, composta por acetonitrila e agua

(25:75). Foi utilizada coluna cromatografica com 150 x 4,6 mm e 5 ym de poro, a um
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fluxo de 0,8 mL por minuto. Nessas condi¢cdes, os autores verificaram uma
recuperacéo de 88%, 87% e 92%, para os niveis de fortificagdo 10, 20 e 50 pg/L,
respectivamente. O LD encontrado foi de 0,04 ug/L e o tempo de retencéo para a
AFM1 foi de 6,1 minutos.

No método executado por Santili e colaboradores (2015), uma aliquota de 20
mL do leite foi passada através da CIA. A AFM1 foi eluida por trés vezes com 1 mL
de metanol cada. O eluato foi evaporado e ressuspenso em 1 mL de solugéo agua e
acetonitrila (3:1). Uma aliquota de 100 uL (equivalente a 2 g de leite) foi injetada no
cromatégrafo, cuja fase movel consistiu em agua, acetonitrila e metanol (65:23:12),
em uma coluna com 250 x 4 mm e 5 ym de poro, a um fluxo de 1 mL por minuto. O
forno da coluna foi mantido a 35°C. Nessas condi¢des, os autores encontraram uma
recuperagcao meédia de 90, 83 e 75%, com DPR; de 8,3, 6,3 e 8,7, para os niveis de
0,04, 0,1 e 0,2 pg/L, respectivamente. O LD encontrado foi de 0,003 pg/L e o LQ
0,010 pg/L.

Conforme demonstrado, os resultados obtidos no presente estudo se
assemelham aos demais. Comparativamente, verificou-se um tempo de retengao
menor, com uma economia significativa de solventes e de tempo de uso do detector
de fluorescéncia. Além disso, a utilizagdo de uma aliquota menor da amostra (25
mL) pode contribuir para a eficiéncia da CIA, com uma melhor purificacdo do analito.
A diluicdo do extrato final em 2 mL, contendo o equivalente a 0,6 mL da aliquota
inicial de leite, leva a uma menor proporgao de interferentes no volume injetado no
equipamento de cromatografia, o que possibilita ainda preservar a eficiéncia da

coluna cromatografica.
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5 CONCLUSAO

O método avaliado no presente estudo demonstrou ser valido para a analise
de residuos de AFM1 em leite fluido, de acordo com as orientagées do Inmetro e
Comisséo Europeia, considerando um limite de detecgédo de 0,002 pg/L e um limite
de quantificacdo de 0,006ug/L, para a faixa de trabalho de 0,0012 a 0,7715 ug/L de
AFM1. Com isso, evidencia ser apropriado para o controle de qualidade de leite
fluido, em atendimento a Resolugcdo ANVISA RDC n°07 de 2011, podendo ser
incluido na rotina do Laboratorio de Saude Publica da Prefeitura da Cidade do Rio
de Janeiro, para monitoramento da AFM1 em leite, considerando o limite maximo

tolerado de 0,5 ug/L, estabelecido na Resolugao.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

e Desenvolvimento e implementagdo dos Procedimentos Operacionais
Padronizados para a aplicagdo do método no LASP, com base na metodologia
descrita no presente estudo.

e Elaboragcdo de rotina de controle de qualidade dos resultados analiticos,
baseada em Carta Controle, ou similar.
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ANEXO A — MODELO DE PLANILHA UTILIZADA PARA A AVALIAGAO DA
LINEARIDADE DO METODO

Ministério da Saide =N
m FUNDACAO OSWALDO CRUZ S
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saide INCQs .
AVALIACAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA I
Dados da Curva Analitica
Analise: AFM1
Data de Confeccdo da Curva: 31/05/2019 Curva N°: 7
Replicatas por Nivel (k): 3 N° de Niveis (n) 7
Equipamento: HPLC-F R avel: Fabio Moraes
Tabela de dados originais
Nivel . Conc. iac@o de Valores
(k) ' ng /50 uL (Teste de Jack-Knife para avaliacio de valores extremos)
l 2 g g Os dados da tabela marcados em foram i e retirados do
0‘ 0 ]l de dados por se tratarem de valores extremos (outliers). Estes
v 'dados ndo serdo i na iacdo das p i
2 4 0.0080 -
05 0.0080
0.0080 Curva Analitica Final
3 7 0. 600000
0. 500000 |
= ] g 400000
o 380000 +
2 0. 260000
5 : 0.28 100000
4 0.28 o
0.28 0 0.1 02 03 04 05 08 07
6 0. Concentragao (ng / 50 pL)
0. 7
0.3817 Grafico de Residuos
7 9 0.4822
0 0.4822 10000
21 0.4822 5000 o g
Normalidade dos Residuos .sooz (o] L 8 4
(Teste de Ryan-Joiner)
_Reg ] 095 1000 o 01 02 03 0.4 05 06
ECT R} [ 095 Concentragdo (ng / 50 pL)
Autocorrelac@o dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson) isticas da Reg Linear Y=a+bX)
d (calculado) 0.65 Coeficiente Angular (b):| 8.66E+05 [ Coeficiente Linear (a): 1.68E+03
dL (Limite Inferior) & = 0.05 1.20 r 0.9997 R? 0.9995
dU (Limite Superior) o = 0,05 1.41 N 20 Graus de Liberdade 18
i da iancia dos i Limites de Detecc@o e Quantificacéo (LD e LQ)
(Teste de Brown-Forsythe) Limite de Deteccdo 9.43E-03 [ Limite de Quantificacdo | 2.82E-02
Variancia Combinada 1.45E+07
t lculado -1,43E+00 ANOVA da Regressao e Teste de Desvio de Lii i (Falta de Ajuste)
trapeiaco (o = 0,05) 2.10E+00 fonte G.L. sa mMQ F P
P 1.70E-01 regresséo 1 4. 73E+ 4.73E+11 | 3.49E+04 | 4.82E-31
residuos 18 2.44E .36E+07
Resumo da Avaliacdo Ajuste 4 2.38E+! 5.96E+07 | 1.47E+02 | 2.89E-11
Homogeneidade de variancia erro puro 14 .68E+06 4.05E+05
Ha t dasticidade p>0.05 total 19 4.73E+
Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade
A regresséo é significativa p < 0,001 Observacdes
Ha desvio de linearidade p <005
Autocorrelacdo dos Residuos (o. = 0.05)
Ha autocorrelacao d<dL
Teste de Normalidade (c. = 0.05)
Segue a Normal Req > Rerit
Ri a Data: __/_/_  Verifi por: Data: __ / [/
AVALIACAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA | Pag_1/1 |




ANEXO B — MODELO DE PLANILHA UTILIZADA PARA A AVALIAGAO DA

RECUPERACAO E PRECISAO DO METODO

Dados das Curvas (Planilha INCQS - ng/50pL)

[ 30/mai ] [ 3/mai
ng/mL ng/50pL ng/mlL ng/50pL
1 .0161 ,0008 0.04 .00
2 04 0040 0.16 .00
3 0160 .60 08
Niveis 4 2 0281 616! Al
5 0401 | 5.626! .2
6 635 ]
7 9.6450 4822
Coeficiente angular 885000 866473
Coeficiente linear 5 1679.5
LD 0.00064 0.00943
La 0.00193 0.0282
| Dados das amostras |
Datas Areas ng/S0uL  [AOAC pgll] ng/50uL [AOAC pg/L]
Amostra | 251044 0,28362 0,45380 0,28779 0,46047
0.5ppb 4 251382 | 0,28400 045441 0,28818 0,46109
) 252244 0,28498 0.4559% 0,28918 0.46268
) Amostra | 251438 0,28407 045451 0,28825 046120
18/jun 0,50pb 5 251846 0,28453 045525 0,28872 046195
: 262447 |  0.28521 0.45633 0.28941 0.46306
Amostra | 254392 | 0.28741 0,45985 0,29166 0,46665
0.5ppb 6 262832 | 0,28564 0,45703 0,28986 046377
§ 253403 0.28629 0.45806 0.29052 0.46482
Dados estatisticos |
Xi-X (- XP
x Areas pglL Areas [pgt] | Areas [pgl] |
251044 4604 -1292 .0024 1670412,64: 5.76E-06 |
Amostra 4 251382 4610 954 001 910964.197: 3.24E
252244 4626 92 .000: 8545975 (00E-08 |
25143 461 -898 001 | 8072024 . 56E-
Amostra 5 25184 461 -490 240535,7: A0E-07 |
26244 463 11 2,531 .00E-
254392 4666 2056 4225308 144E-05 |
Amostra 6 8 262832 4637 496 09 245575.31 8.10E-
9 253403 4648 1067 20 1137540.753 4,00E-06
| Média (x) I 252336 0,4628 (i - X2 9258308,222 3,17E-05
[S0x-X2(N-1) 1157288528 3,96E-06
DP 1075,77 1,99E-03
DPR (%) 043 043
Recuperagéo |
Am Bco 0,0020
Padréo ad 05144
Am 0,5ppb 0,4628
Rec % 89,58
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