Ciéncia Rural, Santa Maria, v.34, n.1, p.171-174, jan-fev, 2004

171

ISSN 0103-8478

I ntoxicacdo devacasleteiraspor farelo dealgodao naturalmente contaminado
com aflatoxinas

Dairy cows poisoned with cottonseed meal natur ally contaminated with aflatoxins

EdlayneGoncgalezt MarinaMori Pinto? SilvioMangindli® JoanaD’arcFelicio*

RESUMO

Aflatoxina M1 é um dos metabdlitos toxico da
aflatoxina B1, excretada pelo leite de animais que ingerem
alimentos contaminados. O presente trabalho descreve o caso
de uma fazenda produtora de leite na regido de It(, Sdo
Paulo, onde os animais foram alimentados com farelo de
algod&o naturalmente contaminado com as aflatoxinas. As
aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 foram identificadas por CCD e
guantificadas por fotodensitometria nas concentragdes de
43,5; 15,2; 9,1 e 8,6ng.g* respectivamente. O leite destes
animais foi analisado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), e a aflatoxina M1 foi identificada e
quantificada (0,64ng.mL). As concentrac¢des encontradas
para as aflatoxinas no farelo de algod&o e no leite estdo
acima dos valores permitidos pela legislacdo brasileira,
representando um risco a saude publica.

Palavras chave: aflatoxinas, leite, farelo de algodéo,
contaminagdo, vacas lactantes.

ABSTRACT

Aflatoxin M1 is a toxic metabolic from aflatoxin
B1, which is excreted in milk after the cows receive
contaminated feed. The dairy cows in a farm in Ita city, S8o
Paulo state, Brazil, were fed with cottonseed meal naturally
contaminated with aflatoxin. The aflatoxins B1, B2, G1 and
G2 were identifiedby TLC and quantified by fotodensitometry
and the results were 43.5; 15.2; 9.1 and 8.6 ng.g* respectively.
The milk from these cows was also analyzed by higth performance
liquid chromatography (HPLC) and 0.64ng.mL* aflatoxin M1
was quantified. The aflatoxins concentration were higher than
the brazilian low permit, and this should be a damage to
public health.

Key words: aflatoxin, milk, cottonseed meal, contamination,
dairy cow.

INTRODUCAO

Aspergillus flavus e A . parasiticus so
fungos de grande importancia na agricultura, por
contaminar vérias culturas e produzirem afl atoxinas,
tanto na pré como pds colheita (STEINHART et al.,
1996). Dentreas afl atoxinas, destacam-seB1, B2, Gle
G2, que sd0 bem conhecidas e estudadas do ponto de
vistatoxicologico, (SHARMA & SALUNKE, 1991).
Quando um animal ingere um alimento contaminado
com aflatoxina B1, de 0,5 a 5% da toxinaingerida é
biotransformada, no figado, em aflatoxina M1
(HUSSEIN & BRASEL, 2001).

Assim, o cuidado com aalimentacdo animal
deve se estender ndo s6 ao valor nutricional e
econdmico, mastambém aqualidade do alimento, pois
semente de algodéo e farel o de algoddo sdo alimentos
normalmente utilizados na alimentacéo de vacas
lactantes e, assim como o milho, sdo muito susceptivels
a contaminagdo por aflatoxinas (APPLEBAUM et al.,
1982). A Organizagdo Mundial de Salide recomendaa
reducéo do consumo de aflatoxina M1 para um nivel
queminimize orisco potencial de suaingestio (LOPEZ
eta., 2001). NoBrasil, olimiteméaximo deaflatoxinaM 1
permitido segueadefinicdo do MERCOSUL,, GMC/RES.
n°e56/94, onde estipula0,5ug.L* (ppb) emleitefluido e
5,0ug.L* (ppb) para leite em pé. Para alimentos
destinados ao consumo animal, o limite maximo
permitido € 50ng.g* (ppb) paraasomadas aflatoxinas
B1,B2, GleG2 (PortariaMA/SNAD/SFA n¢ 07 de 09/
11/88).
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Neste trabalho, avaliou-se a concentragéo
de aflatoxina M1 no leite de vacas lactantes
alimentadas com farelo de algoddo naturalmente
contaminado com aflatoxinasB1, B2, G1e G2.

RELATODO CASO

Fazendalocalizadaem Itd, SP, produtorade
leite, com 40 vacas lactantes pertencentes ao rebanho
Jersey, apresentou quedanaproducdo deleite durante
seis meses do ano de 2001. O proprietério relatou a
morte de 2 novilhasde 8 a12 mesesdeidade e de duas
vacasde6 a7 anos, que apresentaram diarréiaintensa;
aindaforam relatados sinais clinicos como trés abortos
erepeticdo de cios sem causadeterminada. Osanimais
foram dimentadosem pastagem eracdo (5kg racdo.dia?)
composta por 30% de farelo de algoddo como
complemento. Amostra do farelo de algodéo foi
analisada quanto ao teor de aflatoxinas B1, B2, Gl e
G2 eoleitequanto aaflatoxinaM 1.

Andlisedofarelodealgodao

Amostra foi coletada em 05 pontos com
diferentes profundidades do lote suspeito e as
aflatoxinas analisadas pelo método BF (AOAC
970.45). Neste método, as aflatoxinas sdo extraidas
do substrato com cloroférmio e o extrato reduzido a
um volume conhecido. 40uL do extrato e dos
padrfes de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2! foram
aplicados em placa cromatografica? e eluida em
cloroférmio:acetona (9:1). Para confirmacgdo da
presenca das aflatoxinas, foi utilizada a
cromatografia bidimensional (AOAC 985.17), emque
0s padrdes de afl atoxinas foram aplicados em dois
angul os opostos da placa e aamostra, emum terceiro
angulo, o cromatograma foi desenvolvido com
clorofrmio:acetona (9:1) em um sentido. A placafoi
entdo retirada e seca e apds um giro de 90°, elafoi
desenvolvida em um segundo sentido com éter
etilico:metanol:agua (96:3:1). As aflatoxinas foram
guantificadas por fotodensitometria®, comparando-
se a érea do padréo com a da amostra.

Andalisedoleite
A amostra foi analisada através de dois
métodos:

1. Ensaio imunocromatogréfico deinterpretacdo
visual, com limite dedeteccdo 0,5ng.mL !

A amostrafoi centrifugadaa 1500rpm por trés
minutos, separando-se imediatamente a por¢éo
desnatada (inferior) para andlise. Foram pipetados
300uL deleite desnatado natirateste* aquecidaa55
°C por 8 minutos e efetuada ainterpretacdo visual.

2. Cromatografia de imunoafinidade com
deteccdo por CromatografiaL iquidade AltaEficiéncia
(CLAE)

O leite desnatado (50mL ) foi aplicado em uma
coluna de imunoafinidade para aflatoxina M1°%. A
amostrafoi eluidacom 1,25mL de acetonitrila:metanol
(3:2) e1,25mL de &gua, coletadas no mesmo frasco. A
solucéo foi agitadae 100uL daamostrafoi injetadano
cromatografo® em triplicata, tendo como fase mével
agua:acetonitrila:metanol (68:24:8), vazdo de
1,0mL.min* e detector de fluorescénciaem 360nm de
excitagdo e440nm deemissdo (DRAGACCI et d., 2001).
O método de quantificacdo das amostra foi padréo
externo, utilizando curvade calibragdo com 5 pontos
(0,161;0,322; 0,643; 1,287; 2,573ng.uL™*).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As aflatoxinas extraidas do farelo de
algodado, foram identificadas pela cor da
fluorescéncia que emitiram quando expostas a luz
ultravioleta, BleB2 azul e Gl e G2 verde (HARTLEY
et al., 1963; NESBITT et al., 1962). Devido a
possibilidade de ocorrerem falsos positivos, a
confirmacgdo do resultado obtido foi feita pela
cromatografia bidimensional, onde osinterferentes
sdo eliminados e as aflatoxinas presentes naamostra
podem ser observadas na diagonal da placa, pois
elas se movem na mesma disténcia em ambas as
direcdes (Figura 1). A placa bidimensional
confirmou apresencadas aflatoxinas B1(AFB1), B2
(AFB2), G1(AFG1) e G2 (AFG2) nofarelo deagodéo
(Figura 1), sendo que a concentracdo total de
aflatoxinas encontrada na amostra foi de 76,4ng.g%,
correspondente a43,5ng.g* de AFB1; 15,2ng.g* de
AFB2;9,1ng.g* deAFG1e8,6ng.g* deAFG2, acima
do permitido pelalegislacdo vigente (50ng.g* soma
das 4 aflatoxinas).

Foi detectadaaflatoxinaM 1 naconcentragdo
=0,5ng.mL* pelo ensaio imuno-cromatogréfico e
quantificadanaconcentracio de 0,64ng.mL* por CLAE,
com o tempo de retencdo de 4,025 minutos para a
amostra(Figura2) e 4,206 minutos parao padréo.

As concentracdes de aflatoxinas
encontradas no farelo de algoddo tiveram como
conseqliénciaaquedadaproducdo deleitede 14L.dia*
para 11L .dia" durante 0s6 mesesem quefoi utilizado
como complemento. Outraconsequénciabastante séria
foi acontaminagdo do leite, que foi comercializado e
consumido pelos empregados da fazenda, incluindo
criangas, mas ndo foi relatado nenhum quadro de
intoxicag@o aguda, entretanto a intoxicagéo crénica
ndo pode ser descartada.
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Figura 1 - Placa bidimensional. P = ponto de aplicagdo do padréo de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2; A= ponto de aplicagdo da amostra; 1 =
aflatoxinaB1; 2= aflatoxina B2; 3 = aflatoxina G1 e 4 = aflatoxina G2.

Sementedea goddo, seus derivadosemilho
s80 considerados por autoridades americanas como
0s produtos de maior risco de contaminagéo por
aflatoxinas utilizados na alimentacdo de vacas
lactantes, aumentando o risco de contaminagdo do
leite(APPLEBAUM et al., 1982), o quelevou Estados
e Federagdo restringirem aconcentragéo de aflatoxinas
para niveis inferiores a 20ug.g* nestes produtos
(PRICEetd., 1985).

Para prevenir a contaminacéo do leite
com AFM1 em niveis inferiores a 0,5ug.L™?, é
necessario estabelecer a taxa de converséo de
aflatoxinas em alimentos naturalmente

contaminados, pois a quantidade de AFM1
excretada pelo leite é diretamente proporcional a
quantidade de AFB1 ingerida, sendo detectada no
leite dois dias apds a ingestdo e desaparecendo 3
a 4 dias ap6s a retirada da AFB1 da dieta
(APPLEBAUM et al., 1982; FROBISH et al., 1986;
PRICE et al., 1985).

Boas préticas agricolas, de transporte, de
manufatura e de armazenagem continuam sendo a
mel hor formade prevenir acontaminagdo de alimentos
por aflatoxinas e, conseqlientemente a contaminacdo
do leite. Assim, estratégias e instrumentos legais sdo
necessarios naagriculturae naindustriade alimentos
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Figura 2 - Cromatograma da amostra de leite, no qual a aflatoxina M1 corresponde ao pico com tempo de retencdo 4,025 minutos com

concentragéo de 0,64 ng/pL.

CiénciaRural, v.34,n.1, jan-fev, 2004.



174 Goncalez et al.

- 0,02

T

et R
o o
=}
=3 2

a,_
.
w0
d
(=]

Figura 3 - Cromatograma do padré&o de aflatoxina M1, correspondendo ao pico com tempo de retencéo 4,206 minutos com concentracéo de

0,322 ng/pL.

para assegurar a qualidade de produtos de origem
animal.
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