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RESUMO

TROMBETE, Felipe Machado. Avaliacio da qualidade e pesquisa de aflatoxina M; em
queijo parmesao ralado. 2012. 45p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) -
Instituto de Tecnologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2012.

O queijo parmesdo ralado ¢ um alimento popularmente consumido no Brasil e, na ultima
década poucos trabalhos objetivaram estudar sua qualidade. Esta pesquisa objetivou avaliar a
adequacdo do queijo parmesdo ralado comercializado na Regido Metropolitana do Rio de
Janeiro em relagdo ao preconizado pela legislacdo atual e também pesquisar os indices de
aflatoxina M; (AFM,) no produto. Para tal, foram analisadas 30 amostras representativas das
10 principais marcas comercializadas na regido. Na pesquisa da qualidade, foram analisados
os teores de umidade, atividade de agua, pH, acidez titulavel, conservante acido soérbico e
microrganismos indicadores da qualidade higiénica e sanitdria. J4 a pesquisa de AFM; foi
realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecc¢do por fluorescéncia (CLAE-
DF), precedida de purificagdo por Cromatografia de Imunoafinidade. Apenas 14 amostras das
30 analisadas (46,7%) estavam em acordo com a legislagdo que regulamenta a qualidade do
produto. Além da falta de uniformidade na producgdo, as principais irregularidades constatadas
foram referentes ao excessivo teor de umidade e também pela adicdo abusiva do conservante
acido sorbico. Tais resultados sugerem a ocorréncia de falhas nas Boas Praticas de Fabricagao
pelas industrias responsdveis pelas marcas analisadas, o que representa além de fraude
econdmica, riscos a saude do consumidor, mesmo que de forma indireta. Com relagdo a
pesquisa de AFM|, todas as amostras se adequaram a legislagdo nacional. No entanto, o limite
existente para a presenga da toxina neste produto é excessivamente alto quando comparado
com os estabelecidos por outros paises. Se comparado com a regulamentagdo predominante
na Unido Européia, 8 amostras (26,7%) poderiam ser consideradas contaminadas.

Palavras chave: Micotoxina. Qualidade microbiologica. Andlises quimicas. Cromatografia
de Imunoafinidade. AFM;.
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ABSTRACT

TROMBETE, Felipe Machado. Quality assessment and survey of aflatoxin M; in grated
parmesan cheese. 2012. 45p. Dissertation (Master in Food Science) - Institute of
Technology, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2012.

The grated parmesan cheese is a food commonly consumed in Brazil and, in the last decade,
few studies evaluated their quality. The aim of this research was to evaluate the adequacy and
the levels of aflatoxin M; in the grated parmesan cheese marketed in the Metropolitan Region
of Rio de Janeiro in relation to the recommendations of current legislation. For this, were
analyzed 30 samples representing 10 major brands sold in the region. In the evaluation of
quality, were analyzed the levels of moisture, water activity, pH, acidity, sorbic acid and
indicator microorganisms of hygienic quality and sanitary. The research of AFM, was carried
out by high performance liquid chromatography with fluorescence detection (HPLC-DFL)
preceded by purification by immunoaffinity chromatography. Only 14 of the 30 samples
analyzed (46.7%) were in accordance with the legislation that regulates the product quality.
Beyond the lack of uniformity in production, the major irregularities were due to excessive
moisture content and also by the abusive addition of the preservative sorbic acid. These
results suggest the occurrence of faults on Good Manufacturing Practices by the industries
responsible for the brands tested, which represents beyond economic fraud, risks to
consumers health, even if indirectly. With relation to research of AFM;, all samples showed
satisfactory values with the national legislation. However, the existing limit for aflatoxin in
this product is excessively high when compared with those established by others countries. If
compared with the regulation prevailing in the European Union, 8 samples (26.7%) could be
considered contaminated.

Palavras chave: Mycotoxin. Microbiological quality. Chemical analysis. Immunoaffinity
chromatography. AFM;.
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1 INTRODUCAO

O queijo ralado industrializado ¢ um produto largamente consumido no Brasil e
utilizado tradicionalmente no preparo de alimentos como massas e¢ molhos, devido
principalmente as suas caracteristicas sensoriais, pre¢o acessivel e também por ser um
alimento pronto para consumo.

O queijo parmesdo ralado é aquele elaborado a partir do parmesdo, um queijo
caracterizado pela consisténcia compacta e granulosa, de cor amarelada e sabor picante. A
obten¢do do produto ocorre através do esfarelamento ou ralagem do parmesdo, seguido do
processo de desidratacao.

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA permite durante a
producdo do queijo parmesdo ralado a introducdo de queijos ndo adequados para venda ao
publico. No entanto, esta permissdo refere-se apenas aqueles imprdoprios para comercializagdo
por motivos morfolégicos ou de apresentacao.

A prética ilegal adotada por algumas industrias processadoras de queijo ralado ¢
incluir no processo de ralagem queijos ndo aptos ao consumo por outros motivos, e, ainda
nesta etapa do processamento, incorporar outros tipos de queijo de menor valor comercial,
ndo indicando esta mistura no rétulo, o que certamente constitui-se em fraude.

Esta adultera¢do do produto compromete sua qualidade final e caracteriza um risco a
satide do consumidor, ja que a qualidade da matéria prima torna-se questionavel. No entanto,
¢ um tipo de fraude dificil de ser percebida tanto pelo consumidor, ja que o produto apresenta-
se em pd, quanto por métodos analiticos.

O controle da qualidade do queijo ralado ¢ entdo realizado através da avaliacdo de
parametros quimicos intrinsecos do alimento, bem como pela pesquisa de microrganismos
indicadores da qualidade higiénica e sanitaria do produto.

Na pesquisa das caracteristicas quimicas, tais como pH, Atividade de agua (Aa),
umidade, acidez, dentre outros, o objetivo principal é a caracterizagdo e avaliacdo da
adequabilidade, ou ndo, do produto frente ao que € preconizado pela atual legislacdo. Valores
acima dos permitidos, como em pesquisas de conservantes, por exemplo, sdo limitantes ao
consumo do alimento, indicando comportamento abusivo e fraudulento do fabricante.

J& quanto ao risco da contaminagao microbiologica, este ¢ existente desde o momento
da obtencdo do leite, seguindo pelas diversas etapas da producdo até a aquisicdo e o
armazenamento do produto final pelo consumidor. Assim a industria de laticinios deve ter
preocupacdo constante com as Doencgas Veiculadas por Alimentos - DVAs, ja que as
oportunidades de contaminacdo sdo muitas e o leite e seus derivados apresentam
caracteristicas ideais para o desenvolvimento microbiano.

As falhas ao longo do processamento do queijo ralado podem favorecer o crescimento
de microrganismos patogénicos e formagdo de seus produtos toxicos. O desenvolvimento de
fungos filamentosos ¢ um agravante, pois, além de serem indicadores de ma qualidade
higiénica, podem através da oxidacdo dos dacidos organicos promover a formacgdo de
substancias que interferem no sabor e, ainda, reduzir a acidez do produto favorecendo o
desenvolvimento de bactérias patogénicas.

Além do problema da deterioragdo microbiologica, algumas espécies de fungos
filamentosos podem promover a formacdo de toxinas nos alimentos destinados ao gado
leiteiro, que apds o consumo, sdo metabolizadas pelo organismo animal e eliminadas nas
fezes, urina e no leite. Estas toxinas fungicas sdo denominadas micotoxinas e se tornaram um
problema de saude publica em todo o mundo devido aos efeitos toxicos que causam aos
animais e aos seres humanos.



Dentre as micotoxinas existentes, as aflatoxinas merecem maior preocupacao devido a
alta incidéncia em diferentes grupos de alimentos. Do grupo das aflatoxinas, a aflatoxina B,
(AFB)) ¢ considerada a de maior potencial téxico ao homem, e, quando o animal a ingere, ela
¢ eliminada no leite como um metabolito, denominado aflatoxina M; (AFM;).

AFM; quando presente em altas concentragdes no leite e derivados ¢ motivo de grande
preocupagdo em saude publica, principalmente para criangas e recém nascidos, ja que ndo ¢
um metabolito inativo, possuindo reconhecido efeito mutagénico para varias espécies,
inclusive humanos. Desta forma, o leite e seus derivados sdo considerados os veiculos para
introducdo da AFM; na dieta humana.

Outro fato preocupante ¢ que, a partir da concentra¢do da matéria prima, como ocorre
na fabrica¢do do leite em po, leite condensado, requeijdo e queijos, AFM; pode aumentar sua
propor¢ao no produto final, em fun¢do da reducdo do teor de dgua dos produtos.

A partir do ano de 2011, foi estipulado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
do Brasil (ANVISA) o limite méximo tolerado de AFM,; em queijo de 2,5 pg.Kg”, além dos
ja existentes para leite e leite em po (0,5 ¢ 5,0 ug.Kg”, respectivamente), sendo estes os
unicos alimentos de origem lactea com limites fixados.

Desta forma, pesquisar a qualidade do queijo ralado atualmente comercializado no
pais, incluindo a pesquisa e quantificacdo de AFM; ¢ de grande relevancia, podendo-se desta
forma, adquirir informagdes sobre a adequagdo dos produtos analisados em relagdo ao que
regulamenta a atual legislacdo, exercendo ainda um papel informativo a sociedade, e ao
mesmo tempo, incentivando a industria a melhorar continuamente a qualidade deste produto.

Ressalta-se que, no Brasil, importantes estudos sobre tais assuntos estdo sendo
realizados, onde pode-se observar grande interesse das instituigdes de pesquisa sobre o tema.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a qualidade quimica, microbiologica e
determinar os niveis de AFM; em amostras de queijo parmesdo ralado comercializadas na
Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.

Este estudo foi divido em trés capitulos, de acordo como exposto a seguir: No
CAPITULO 1 ¢ apresentada uma revisdo de literatura sobre a contaminacdo de derivados
lacteos com aflatoxina M;, abordando os principais fatores da contaminagdo e prevencdo. No
CAPITULO II ¢ apresentado um estudo sobre diferentes metodologias de extracio de AFM, e
sua quantificagio em amostras de queijo parmesio ralado. O CAPITULO III refere-se a
avaliagdo da qualidade quimica e microbioldgica do queijo parmesdo ralado comercializado
no Rio de Janeiro.



CAPITULO 1

CONTAMINACAO DE DERIVADOS LACTEOS COM AFLATOXINA M;:
FATORES IMPORTANTES NA OCORRENCIA E PREVENCAO

CONTAMINATION OF DAIRY PRODUCTS WITH AFLATOXIN M;: IMPORTANT
FACTORS IN THE OCCURRENCE AND PREVENTION

Submetido para publicacio na REVISTA HIGIENE ALIMENTAR



RESUMO

No Brasil, muitas pesquisas tém objetivado avaliar a exposi¢do de AFM; em derivados
lacteos industrializados. A incidéncia desta toxina em alimentos € considerada uma questao de
satide publica devido sua capacidade mutagénica e alta estabilidade aos processos industriais
nos quais o leite ¢ submetido durante a fabricagdo de derivados. Nesta revisdo abordaram-se
os principais assuntos referentes a ocorréncia e prevencdo da contaminagdao por AFM; em
derivados lacteos. Foram discutidos os novos limites estabelecidos a partir de 2011 pela
ANVISA e os métodos de quantificagdo mais comumente utilizados. A partir da Teoria dos
Obstaculos de Leistner, foi elaborado um esquema ilustrativo das principais barreiras a
contaminacdo dos alimentos com aflatoxinas e consequentemente da prevengdo ao risco de
transmissdo de AFM; ao leite e derivados. Métodos convencionais e alternativos de
descontaminacdo e prevencdo da contaminagdo por aflatoxinas também foram abordados.
Conclui-se que a melhor forma de evitar a contaminagdo do leite e seus derivados por AFM;
ainda ¢ a redugdo do risco de formagdo de aflatoxinas na dieta animal. Desta forma, impedir a
prevaléncia das condi¢des ideais ao desenvolvimento do fungo sdo de extrema importancia,
principalmente aquelas relacionadas a estocagem do alimento.

Termos para indexacdo: Micotoxina, Aspergillus spp, aflatoxina B, leite, Teoria dos
Obstéculos.



ABSTRACT

In Brazil, many studies have aimed to evaluate the exposure of AFM; in dairy products. The
incidence of this toxin in food is considered a public health issue due to its mutagenic
capacity and high stability to the industrial processes in which the milk is submitted to the
manufacture of dairy products. In this review has addressed the main subjects related to the
occurrence and prevention of contamination with AFM; in dairy products. Were discussed the
new limits established in 2011 by ANVISA and quantification methods most commonly used.
Based on the Theory of Obstacles of Leistner, was constructed a schematic illustration of the
main barriers to prevent contamination of food with aflatoxins and consequently prevention of
the risk of transmission of AFM; in milk and dairy products. Conventional and alternative
methods for decontamination and prevention of aflatoxin contamination were also addressed.
The best way to prevent milk and dairy products contamination with AFM; is reduce the risk
of the contamination with aflatoxin in the animal diet. Prevent the prevalence ofideal
conditions for fungus development, are of extreme importance, especially those related
to food storage.

Index terms: Mycotoxins, Aspergillus spp, aflatoxin B, milk, Theory of Obstacles.



1 INTRODUCAO

A alta incidéncia de micotoxinas nos alimentos tem causado preocupacdes a nivel
mundial. A partir do ano de 2011, o Ministério da Saiude através da ANVISA, estabeleceu
novos limites para diversos grupos de micotoxinas em alimentos e matérias primas destinados
ao consumo humano, tais como aflatoxinas, ocratoxina, desoxinivalenol, fumonisinas,
patulina e zearalenona, até entdo inexistentes na legislacdo brasileira (BRASIL, 2011).

As micotoxinas se tornaram um problema de satide publica em todo o mundo devido
aos efeitos toxicos e mutagénicos que podem causar em animais e aos seres humanos (WHO,
2002). Estas substancias sdo produzidas por fungos filamentosos, principalmente os dos
géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium, sendo consideradas como metabolitos
secundarios de baixo peso molecular, formadas por uma série de compostos de diferentes
toxicidades (IHESHIULOR et al., 2011).

A contaminagdo pode ocorrer na fase agricola, durante o armazenamento ou no
processamento dos alimentos (RASFF, 2009). A sintese da micotoxina constitui uma forma
de reducdo da quantidade de nutrientes ndo mais requeridos pelo fungo, ocorrendo durante o
final da fase exponencial de crescimento, quando precursores de metabdlitos primarios sdo
acumulados (IHESHIULOR et al., 2011; JAY, 2000; FORSYTHE, 2000).

Atualmente, sdo reconhecidos centenas de fungos produtores de micotoxinas, com
mais de quatrocentas ja identificadas (DILKIN et al, 2002). As aflatoxinas sdo o grupo
considerado de maior relevancia, devido a ampla ocorréncia e importantes efeitos toxicos ao
homem ¢ animais (ARANA et al., 2011; RITTER; HOELTZ; NOLL, 2011; SANTURIO,
2000).

Ja foram identificadas quatro espécies de Aspergillus produtores de aflatoxinas,
denominadas A. flavus, A. parasiticus, A. nomius e A. pseudotamarii. No entanto, apenas as
duas primeiras representam importancia econdmica (CORTYL, 2008).

Devido as condigdes propicias para o crescimento de todo tipo de fungos
aflatoxigénicos no Brasil, os produtos de origem animal, como carne, ovos e leite, podem ser
fontes indiretas de contaminagdes por aflatoxinas, visto que, varias ocorréncias foram
relatadas em diferentes tipos de alimentos, a maioria ainda sem legislagdo especifica quanto
aos limites aceitaveis (MAZIERO; BERSOT, 2010).

Na cadeia produtiva de queijos e demais derivados lacteos, a contaminag¢do por
aflatoxinas ocorre pelo uso do leite contaminado com AFM;. De acordo com Hussein e Brasel
(2001), quando um animal ingere um alimento contaminado com AFB;, de 0,5 a 5% da toxina
¢ biotransformada no figado em AFM,, e, em geral, mais de 90% da AFB,; ingerida ¢
eliminada pelo organismo em até 24 h. Este fato ¢, sem dividas, uma questdo de saude
publica e de preocupagdo mundial, ja que sdo alimentos intensivamente consumidos por
bebés, criangas ¢ adultos (SADEGHI, 2009).

A AFM, apesar de ser um metabolito, ndo ¢ um produto inativo, sendo cancerigeno
para vérias espécies. E classificada pela Agéncia Internacional de Pesquisas sobre Cancer —
IARC como agente carcinogénico com efeitos na saude pré e pos-natal em seres humanos
ainda nao totalmente esclarecidos (IARC, 2002).

Outro fator que deve ser ressaltado com relacdo a esta contaminagdo € o fato da AFM;
ser uma substancia bastante estavel aos processos em que o leite ¢ utilizado para fabricacao de
derivados (DEVECI et al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi realizar uma revisdo de literatura abordando os principais
assuntos referentes a ocorréncia e prevengdo da contamina¢do por AFM; em derivados
lacteos.



2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Contaminacio e ocorréncia de AFM; em leite e derivados

As aflatoxinas sdo estruturas policiclicas pertencentes a classe de compostos
denominados furanocumarinas e sdo produzidas pelos fungos do género Aspergillus, tais
como A. flavus e A. parasiticus. Atualmente sdo conhecidas mais de 17 com efeitos toxicos ao
homem ¢ animais (ANDRADE, 2004; DILKIN et al., 2002).

Em estado puro sdo extremamente estaveis em temperaturas de até 200°C e ndo sdo
afetadas pelo congelamento. Além disso, sdo incolores, inodoras e ndo alteram o sabor dos
alimentos.

Na Unido Européia, somente em 2010 foram notificados pelo stema RASFF (The
Rapid Alert System for Food and Feed) 679 casos de alimentos contaminados por
micotoxinas. Destes, 640 foram referentes as aflatoxinas (11 notificagdes foram relacionadas
com racdo para aves importadas do Brasil).

AFB; ¢ reconhecida como a micotoxina mais potente dentro deste grupo, sendo
produzida por todas as linhagens de fungos aflatoxigénicos (PADUA; SILVEIRA;
MARTINS, 2002).

AFM; ¢ um produto hidroxilado de AFB;. Esta ultima, apos ser ingerida pelo animal,
passa pelo processo de biotransformagdo priméria no figado. Neste processo ocorre a
hidroxilagdo da molécula, resultando entdo na formacdo de metabolitos toxicos, tal como a
AFM;. Estes compostos por conterem o grupo hidroxila sdo bastante soliiveis em 4gua, o que
possibilita sua rapida excre¢do através da urina, bilis, fezes ou leite, constituindo entdo um
processo de detoxificagio da AFB; (ARAUJO, 2008; HUSSEIN; BRASEL, 2001).

O consumo de alimentos contaminados com aflatoxinas ¢ considerado pelo Instituto
Nacional do Cancer (INCA) como um dos principais fatores de risco para desenvolvimento de
cancer em humanos (BRASIL, 2002). Esta capacidade mutagénica é caracteristica da dupla
ligagdo entre C,-C; na estrutura de hidrofurofurano da molécula (JAY, 2005). Na Figura 1 ¢
representada a estrutura molecular da AFM;
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Figura 1 - Estrutura molecular da AFM,. Extraido de NOGUEIRA (2009).

Aflatoxinas também sdo relacionadas com a ocorréncia de sindrome de Reye e
hepatite cronica (GREMMELS, 2008; DESHPANDE, 2002).

Nos paises da Unido Européia (UE), a Ingestdo Didria Aceitavel para AFM; ¢ de 6,8
ng.kg™, enquanto na América Latina (incluindo o Brasil) é de 3,5 ng.kg” e de 0,7 ngkg” na
Africa (CREPPY, 2002).

Nos tltimos anos observa-se um intensivo aumento nas publicagdes envolvendo AFM;
no mundo, com mais de 9.000 citagcdes do tema em bases cientificas, como apresentado na
Figura 2.
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Figura 2 — Citagdes em periodicos cientificos de diferentes regides do mundo envolvendo o tema
AFM;, ao longo dos anos. Fonte: Web of Knowledge (2012).

Diversos estudos ao redor do mundo tém objetivado quantificar os niveis de
contaminacdo por AFM; principalmente em queijos, podendo ser citados os realizados na
Asia (AMER; IBRAHIM, 2010; DASHTI et al, 2009; FALLAH et al., 2011), Brasil
(OLIVEIRA et al., 2011; PRADO et al., 2008; PRADO et al., 2001), ¢ Italia (ANFOSSI et al.,
2012; MONTAGNA et al., 2008; VIRDIS et al., 2008). Nestes estudos ¢ possivel observar
que a AFM; estd amplamente distribuida em diferentes tipos de queijos e por vezes em niveis
acima dos limites maximos estabelecidos nestes paises

Na Tabela 1 sdo demonstrados estudos recentes sobre pesquisa de AFM; em queijos
em diferentes paises, incluindo os estudos realizados no Brasil.

Tabela 1 — Contaminagdo de queijos por AFM, em diferentes regides do mundo

Pais Amostras n ?,:)I;?tsigi ss oltgglﬂg,(llgge'l M(:;.%‘;ll;) r Referéncia
Italia Queijos 102 83% (84) 1 (1%) 0,32 Anfossi
nacionais et al. (2012)
Iran Queijo branco 50 30 (60%) 3 (6%) 0,37 Tavakoli
et al. (2012)
Lebanon Queijos 111 67% (75) 13 (12%) 0,31 Elkak
nacionais et al. (2012)
e importados
Brasil Queijos 58 49 (89%) 4 (7%) 0,30 Iha, Barbosa ¢
nacionais Okada (2011)
Iran queijo Lighvan 75 65% (49) 7 (9,3%) - Fallah
et al. (2011)
Turquia white-brined 127 36 (28%) 13 (10%) 0,77 Kav et al.
Urfa cheese (2011)
Brasil Queijo Minas 48 13 (27%) 2 (4%) 0,31 Oliveira et al.
Padrao e Minas (2011)
Frescal
Iran Queijo branco 72 82% (59) 22 (30%) 1,2 Fallah (2010)
Egito Queijos 150 50 (33%) 0 (0%) 0,18 Amer ¢
nacionais Ibrahim
Brasil  Queijo parmesdo 88 40 (46%) 2 (2%) 0,66 Prado et al.
(2008)
Brasil Queijo prato e 23 22 (96%) 6 (26%) 0,54 Prado et al.
parmesao ralado (2001)




Na literatura internacional, estudos recentes relatam contaminagdes de leite e
derivados por AFM; (EL KHOURY et al,, 2011; ERTAS et al., 2011; SAKUMA et al., 2011),
e, no Brasil, muitas pesquisas também tém sido realizadas objetivando avaliar a exposi¢do
desta toxina em derivados industrializados.

Iha, Barbosa e Okada (2011) descrevem a contaminacdo em queijos, iogurtes e
bebidas lacteas consumidos no pais. Das 123 amostras analisadas, a toxina foi detectada em
84% dos queijos e em 95% das amostras de iogurtes e bebidas lacteas. Os autores
consideraram a ingestdo destes alimentos como um possivel risco a saude dos consumidores.

Shundo et al. (2009) observaram a contamina¢do em amostras de leite em po,
pasteurizado ¢ UHT, estimando a ingestdo diaria de AFM, por criancas em 1 ngkg’,
enquanto que para adultos seria de 0,188ng kg™

J& com relagao aos queijos, os indices de contaminacao por aflatoxinas sdo maiores do
que no leite e bebidas lacteas. Devido a afinidade da AFM; pela caseina, a concentragdo deste
micotoxina em queijos ¢ maior do que em outros derivados lacteos (ARDIC et al., 2009,
ORUC et al.,, 2007). Hassanin (1994) explica que a AFM, associa-se a fracdo protéica
(caseina), ficando nela retida mesmo apds a pasteurizagdo e o beneficiamento durante a
producdo de queijos.

Pesquisa realizada por Galvano et al. (1996) demonstra que de 0,5 a 6% da AFB,
presente na ragdo animal aparece no leite sob a forma de AFM;. De acordo com Manetta et al.
(2009) e Lopez et al. (2001), cerca de 40 a 60% da AFM, permanece no soro apos coagulacio
do leite.

Prado et al. (2008b), relataram a presenca da toxina em 40 (46,4%) de 88 amostras de
queijo parmesao avaliadas no pais. Entretanto, somente duas estavam contaminadas em niveis
acima do limite maximo permitido (0,25 pg.L") na UE.

Ressalta-se que mesmo sendo quantificada nos alimentos citados, ndo era possivel
classificar o produto como contaminado ou ndo por AFM;, devido a inexisténcia de uma
legislagdo nacional que estabelecesse os limites maximos toleraveis em derivados lacteos.

2.2 Legislacao atual sobre AFM; em alimentos

A presenca de AFM; em leite e produtos derivados ¢ considerado um risco potencial a
satide de recém nascidos e criangas por serem estes os maiores consumidores de tais produtos.
Consequentemente, diversos paises possuem limites regulatérios para a presenga de AFM,; em
leite e derivados lacteos. O U.S. FDA (2011) determina o limite maximo para leites de 0,5
ug.Kg', enquanto a EU estipula o limite de 0,05 0,5 pg.Kg'. A atual legislagio brasileira
determina o limite maximo de 0,5 pg.Kg"' (BRASIL, 2011).

Até 0 ano de 2010, vigorava no pais a Resolug¢do de Diretoria Colegiada (RDC) n° 274
de 15 de Outubro 2002, da ANVISA. Este regulamento estabelecia os limites maximos de
aflatoxinas admissiveis no leite fluido, em pd, amendoim e milho destinados ao consumo
humano (BRASIL, 2002). Outros grupos de micotoxinas ndo eram contemplados.

Somente a partir de fevereiro de 2011 foi criado pela ANVISA o Regulamento
Técnico sobre limites maximos tolerados para micotoxinas em alimentos (BRASIL, 2011), o
qual revogou a RDC n° 274 de 2002 e a Resolugdo CNNPA n° 34 de 1976 (BRASIL, 1976).
Esta nova legislacdo contempla ndo somente aflatoxinas, mas também estabelece limites
maximos para Ocratoxina A, Desoxinivalenol, Fumonisina B; e B, Zearalenona e Patulina
em diferentes alimentos.

No entanto, com relacdo a AFM|, os novos limites regulamentam apenas os queijos,
além dos ja existentes na legislagdo anterior. A Tabela 2 apresenta os limites maximos de
AFM; em alimentos estabelecidos pela legislagao vigente no pais.



Para os alimentos destinados ao consumo animal (matérias-primas e ragdes), a Portaria
n° 07 de 1988 do Ministério da Agricultura, estipula que, para matéria-prima destinada a
alimentacdo direta ou como ingrediente para ragdes, o limite maximo para aflatoxinas
(Bi+B2+G1+G,) é de 50 pg.kg” (BRASIL, 1996).

Tabela 2 — Limites maximos de AFM, admissiveis em alimentos nacionais de consumo humano

Alimento Aflatoxina Limite tolerado
Leite fluido M, 0,5 ug.L’
Leite em po M 5,0 ngkg!
Queijos M 2,5 ug.kg!

Adaptado de: ANVISA, RDC n° 07 de 2011 (BRASIL, 2011).

De acordo com a Organizagdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacio
(FAO, 2004), definir normas para micotoxinas ¢ uma atividade complexa, que envolve muitos
fatores e as partes interessadas. Estes incluem principalmente os fatores cientificos, tais como
dados sobre os efeitos na saide humana e animal, niveis de exposicdo humana, e ainda a
disponibilidade de métodos de amostragem e analise eficientes.

Percebe-se ainda uma falta de acordo entre paises sobre determinados aspectos da
avaliacdo e gestdo de riscos para micotoxinas, mas, nos Ultimos anos, muitas organizacdes
vém se deslocando no sentido da harmonizagdo entre paises (MAGAN; OLSEN, 2000).

No Brasil o limite de AFM; para leite (0,5 pg.L™") é dez vezes superior ao limite
predominante nos paises da Unido Europeia correspondente a 0,05 pg.L™" (EC, 2006) e, com
excecdo dos queijos, os demais derivados lacteos ndo possuem limites estabelecidos. A
Tabela 3 apresenta os limites de AFM; estipulados em diferentes paises.

Tabela 3 - Legislagdo Internacional para AFM; em leite e derivados

Pais Leite fluido (ug.Kg™) Alguns derivados Lacteos
contemplados (ug.Kg' ou L™
A{gentina 0,05 todos (0,5)
Austria 0,05 manteiga (0,02); queijos (0,25); leite em po
(0,4
Brasil 0,50 leite em po (5,0) 2 queijos (2,5)
EUA 0,50 todos (0,5)
Suica 0,05 soro e derivados (0,025); queijos (0,25);
manteiga (0,02); leite em p6 (0,1)
Turquia 0,05 queijos (0,25)

Fonte: Adaptado de Kaniou-Grigoriadou et al. (2005)

Existe uma grande discordancia entre varios paises sobre o nivel méaximo de
contaminagdo com AFM, de 0,05 pg.L” versus 0,5 pg.L"'. Os paises que defendem o nivel
méximo de 0,5 ug.L™ afirmam que poderiam provocar conseqiiéncias econdmicas negativas
se reduzissem este limite, e que, o nivel de 0,05 ug.L'1 seria dificil de ser alcangado em
diversas regides do mundo, ao contrario do primeiro que poderia ser atingido de forma
razoavel pela totalidade dos paises.

De acordo com a EMBRAPA (2007), mesmo o Brasil possuindo limites para AFM;,
falta no pais maior rigor no cumprimento das legislagdes, ja que, as fiscalizagdes sdo
esporadicas e os laboratorios encarregados de realizar as analises encontram-se, em sua
grande maioria, desprovidos de material e de pessoal especializado.
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Deste modo, um fator complicador nas fiscalizagdes e na avaliacdo da exposicdo da
AFM; sao as metodologias de identificacdo e quantificacdo, que devem necessariamente ser
precisas, exatas, sensiveis, e que ao mesmo sejam rapidas e praticas. Porém, ainda sdo poucos
os laboratdrios brasileiros que possuem tais qualidades analiticas.

2.3 Métodos de quantificacio de AFM;

A maioria dos estudos para quantificacdo de AFM; em derivados lacteos ¢ realizada
por utiliza cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), cromatografia liquida de alta
pressdo (UPLC) ou ainda por cromatografia em camada delgada (TLC). A deteccdo ¢
comumente realizada por fluorescéncia (FLD) ou espectrometro de massa (MS) nas duas
primeiras técnicas (Oliveira et al. , 2011; REN et al., 2007; Cavaliere et al., 2006; Muscarella
et al., 2007, BELTRAN et al., 2011; RUBIO et al. (2011).

Para Fujii, Garcia e Hirooka (2004), a CCD apresenta a vantagem de ser simples e
possuir baixo custo e visualizagdo direta do perfil cromatografico baseado na cor,
fluorescéncia e aspecto da corrida. Entretanto, a baixa sensibilidade do método torna-o pouco
eficaz perante os limites permitidos de micotoxinas em alimentos.

Ainda assim ¢ uma técnica que tem sido utilizada em estudos recentes, como nos de
Fallah et al. (2011) e Fallah (2010).

Ja a HPLC apresenta melhor eficiéncia e sensibilidade, porém o custo restringe a
implantacdo na rotina laboratorial. Sdo inconvenientes ainda, a demanda considerdvel de
reagentes de alto grau de pureza, equipamento/manutengdo de alto custo, tempo de analise
significativo e supervisdo por técnicos especializados (FUJII; GARCIA; HIROOKA, 2004).

O sistema CLAE-DF ¢ cerca de 30-40 vezes mais sensivel que o sistema de detecgdo
por UV para aflatoxinas (AMARAL; MACHINSKI JUNIOR, 2006; TABARI et al., 2011),
sendo o mais aconselhavel para quantificacao.

Métodos imunoquimicos também sdo utilizados, como nos estudos de Tavakoli et al.
(2012); Kim et al. (2000); Lopez et al. (2001) e Pei et al. (2009), ELKAK et al. (2012), Turner
et al. (2009) com a desvantagem de possiveis resultados falso-positivos e necessidade da
realiza¢do de confirmacdo adicional do resultado (KAV et al., 2011).

Geralmente sdo usadas como procedimento de triagem na determinagdo de AFM,,
devido a sensibilidade, especificidade, rapidez e facilidade de manuseio.

J& o uso de colunas de imunoafinidade (IAC), recentemente aplicadas a técnicas
convencionais como HPLC, tém sido largamente utilizadas em pesquisa com AFM; devido a
alta sensibilidade e especificidade do método. Segundo Amado (1997), estas colunas possuem
anticorpos especificos (monoclonais) para isolar a toxina do alimento. A base deste método ¢
a interacdo entre os antigenos com anticorpos produzidos num organismo animal e fixados na
coluna.

A partir de um estudo interlaboratorial ocorrido na Itdlia e envolvendo diferentes
métodos de quantificagdo de AFM; em queijo, Cattaneo et al. (2011) concluiram que o uso de
colunas de imunoafinidade sd3o determinantes para se obter bons parametros analiticos,
principalmente aqueles relacionados com a sensibilidade do método.

Tal metodologia tem sido considerada indispensavel, devido a eficacia na remocao de
impurezas e concentragdo de toxinas no extrato bruto (FUJII; GARCIA; HIROOKA, 2004).

No entanto, de acordo com Ramos, Brasil e Geraldine (2008), a utilizagdo de colunas
de imunoafinidade apresenta a desvantagem de possuir um elevado custo, chegando a ser
aproximadamente seis vezes superior ao do método que utiliza somente CLAE.

Novas metodologias para quantificacio de AFM; em leite e derivados utilizando
biosensores e nanoparticulas sdo descritas nos trabalhos de Dingkaya et al. (2011).
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Ressalta-se ainda que, além da utilizacdo de metodologias confidveis, a validacao
continua destas ¢ extremamente recomendada (RAMOS; BRASIL; GERALDINE, 2008).

Portanto, o emprego de metodologias que sejam especificas e sensiveis sdo
indispensaveis em pesquisas de controle e/ou prevengdo de AFM; em derivados lacteos. A
escolha de qual utilizar ird depender da situacdo econdmica, objetivos da analise, equipe de
analistas, entre outros.

2.4 Prevencao e controle da contaminaciao de AFM; em alimentos

A presenca de AFM; em produtos lacteos elaborados a partir de leite contaminado ¢
um fendmeno ja descrito por diversos autores. Desta forma, evitar a contaminagdo do
alimento que seré fornecido ao gado leiteiro parece ser a unica maneira pratica para garantir a
segurancga do leite e de seus derivados, ja que, como reportado por FALLAH et al. (2010), a
AFM; ndo ¢ inativada pelos processos térmicos usados na industria de laticinios, incluindo a
pasteurizagdo HTST e tratamento por UHT, mostrando-se ainda estavel durante as diversas
etapas de processamentos, tais como pasteurizagdo, coagulacao do leite, fabricagdo de queijo,
acidificacdo, imersao em salmoura, dentre outros (MANETTA, 2009; DEVECI et al., 2007).

Formas de evitar a contaminagdo da dieta animal por aflatoxinas, tornando o leite
seguro a presenca de AFM,; sdo abordadas a seguir, através da aplicagdo da Teoria dos
Obstaculos e de métodos convencionais e alternativos na prevencdo e descontaminagdo da
dieta animal.

2.4.1 Aplicacio da Teoria dos Obstaculos de Leistner aos alimentos destinados ao gado
leiteiro

Ainda na fase agricola ou durante a estocagem do alimento, a produ¢do das aflatoxinas
somente ird ocorrer quando o fungo micotoxigénico encontrar condi¢des ideais de
temperatura, umidade e pH, além de outros fatores.

As condigdes relatadas na literatura cientifica indicam haver a necessidade de oxigénio
suficiente para o desenvolvimento do fungo, com temperatura ideal na faixa de 25 a 28°C e
teores de atividade de agua (Aa) no substrato de no minimo 0,86. O pH favorece o
crescimento quando em valores de 3,4 a 5,5, e, em geral, quando o alimento possui maior
quantidade de carboidratos, porém, a sintese ocorre muito bem em substratos ricos em
gordura e proteina, como no amendoim (IHESHIULOR et al., 2011; JAY, 2005; GARCIA,
2004).

Partindo da afirmativa que a prevencdo ¢ o melhor método de controle da
contaminacdo do alimento por AFM;, a aplicagdo da Teoria dos Obstaculos proposta por
Leistner (1994) seria uma forma de prevenir o desenvolvimento do fungo aflatoxigénico e
producdo da micotoxina em ragdes e silagens destinadas ao consumo animal.

A Teoria dos Obstaculos baseia-se na manutengdo da qualidade inicial do alimento. As
barreiras que podem ser aplicadas na prevengdo do desenvolvimento de Aspergillus spp
seriam aquelas relacionadas com os fatores inerentes ao alimento, principalmente o controle
da atividade de agua e umidade, através de um processo de secagem e armazenamento
adequado dos produtos destinados aos animais.

Fatores como a Umidade Relativa do ar (%UR) e o tempo de estocagem também
podem ser controlados, constituindo em importantes obstaculos ao desenvolvimento fiingico.
Por outro lado, fatores como pH, temperatura e potencial Redox, dificilmente poderiam ser
manipulados, e, portanto, ndo constituiriam em barreiras preventivas.

O controle biologico ainda na fase agricola também tém sido realizado. O método
ainda ¢ pouco aplicado no Brasil, e consiste em inocular no solo, esporos de espécies
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conhecidas de Aspergillus spp ndo produtores de aflatoxinas. Durante o desenvolvimento das
culturas, o fungo se reproduz dominando a populacdo de outras espécies aflatoxigé€nicas
através da competicdo microbiologica. Desta forma, mesmo apds colhido, o alimento ainda se
mantém protegido devido ao baixo risco de contaminagdo durante o armazenamento
(BIOSPHERE, 2011).

Estudo realizado por Prado et al (2008a), sugere o controle biologico através da
inoculagdo de leveduras Saccharomycopsis schoenii e S. crataegensis diretamente nos graos.
Decréscimo na concentracdo de AFB; atingiram cerca de 90% quando comparados com o
controle, demonstrando grande eficacia do método.

O uso de adsorventes naturais ou sintéticos como forma de reduzir a absorcdo da
aflatoxina presente em ragdes animais também tém sido utilizado como método de prevengao
(OGUZ et al., 2002). O principio se baseia na adesdo da aflatoxina ao adsorvente, impedindo
a absorcdo pelo trato gastrintestinal do animal, tornando-a inerte ao organismo. Dentre os
adsorventes mais utilizados estdo os aluminosilicatos de Na e Ca (BATINA et al., 2011;
KUBENA et al., 1990).

A eficiéncia do adsorvente depende ainda da sua propria estrutura quimica e também
das caracteristicas da aflatoxina. No entanto, a discussdo sobre o uso destas substancias deve-
se a compatibilidade em adsorver outros componentes da dieta, como promotores de
crescimento e coccidiostaticos, aumentando a susceptibilidade dos animais a micoplasmose e
coccidiose, restringindo sua aplicacdo (SHRYOCK et al., 1994).

Desta forma, a partir dos fatores ja citados, foi elaborado um esquema ilustrativo dos
principais obstdculos a contamina¢do do alimento com aflatoxinas e consequentemente da
prevengao ao risco de contaminacao por AFM; em leite e produtos lacteos (Figura 3).
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Figura 3 — Teoria dos obstaculos de Leistner aplicada a alimentagdo animal e prevencdo da
contaminacao de leite e derivados por AFM,. Sao representadas como barreiras o controle biologico,
uso de adsorventes, controle da umidade relativa do ar, Aa, armazenamento adequado e curto tempo
de armazenamento. Fonte: o autor.

Percebe-se na Figura 3 que, o obsticulo de maior importancia refere-se a Aa do
alimento. Valores abaixo de 0,78 e 0,86 sdo limitantes ao desenvolvimento dos fungos e
producao de aflatoxinas, respectivamente (GARCIA, 2004).

Quando a %UR do ambiente ¢ alta, ocorre o aumento de umidade do alimento e
conseqiiente aumento de sua Aa. Tém-se entdo o fendmeno demonstrado na Figura 4,
chamado de “efeito trampolim”, onde o fungo encontra condigdes de transpor facilmente as
barreiras posteriores. A estocagem dos graos em condi¢cdes de armazenamento inadequadas
permite a absor¢cao da umidade do ambiente, influenciando diretamente o crescimento fingico
e a produgdo das aflatoxinas no substrato.
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Figura 4 — Teoria dos obstaculos de Leistner aplicada a alimentagdo animal e prevencdo da
contaminacdo de leite e derivados por AFM,. Efeito trampolim ocorrido devido a elevada % UR do
ambiente. Fonte: o autor.

Desta forma, os métodos de prevengdo a contaminagdo por aflatoxinas devem resultar
do controle dos trés fatores basicos: desenvolvimento fiingico, substrato e meio ambiente
(GOURAMA; BULLERMAN, 1995). Outras metodologias alternativas para
descontaminagdo do alimento ja contaminado sdo apresentadas a seguir.

2.4.2 Métodos convencionais e alternativos de descontaminacio e prevencio da
contaminacio por aflatoxinas

Me¢étodos alternativos de elimina¢do da contaminagdo por aflatoxinas, tais como a
remocao de grios visivelmente contaminados por procedimentos eletronicos ou aplicagdo de
fungicidas ainda na fase agricola, reduzem os niveis de contamina¢do, porém, sdo pouco
aplicados e de baixa efetividade (ARAUJO, 2008).

Outros que podem ser citados sdo a degradacdo da molécula pela aplicacdao de agentes
oxidantes como agua oxigenada e hipoclorito de s6dio. Porém, a utilizacdo destas substancias
em alimentos ¢ impraticavel, uma vez que, certamente afetariam suas propriedades como
“flavor”, cor, textura, propriedades nutricionais e funcionais, além da possivel formagao de
residuos toxicos. O custo excessivo e a dificuldade de aplicacdo também sdo outros
inconvenientes (ARAUJO, 2008).

O emprego da amodnia, denominado amoniza¢do também possui certa eficiéncia na
degradacio das aflatoxinas. E um procedimento adotado em alguns paises, especialmente na
descontaminacdo de grdos e castanhas. No entanto, as principais desvantagens sdo a
ineficiéncia contra outras micotoxinas e possiveis efeitos toxicos a satide animal devido ao
excesso de residuos de amonia na racdo (HUIG et al., 2001).

Ja a aplicacdo do Ozo6nio (Os), ao contrario da amonizagdo ou de outros métodos
convencionais, ¢ uma técnica que vem sendo muito estudada recentemente por apresentar
algumas vantagens que permitem sua aplicacdo de forma eficaz na destrui¢do das aflatoxinas.
E um método de oxidagdo, capaz de reagir com grande variedade de grupos funcionais
constituintes da molécula de aflatoxina, degradando-os e originando uma grande variedade de
compostos carbonilicos como aldeidos e cetonas ou acidos organicos (BABLON et al., 1991).

O uso do O; tem sido recentemente estudado como controle da incidéncia de
aflatoxinas em castanha-do-Brasil. A ozoniza¢do da castanha ¢ capaz de promover uma
degradagdo eficaz das aflatoxinas do grupo B e G, com reducdo também na contagem total de
fungos (GIORDANO, 2009), sendo uma técnica ainda promissora no controle de diferentes
grupos de micotoxinas.
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O uso da radiacdo ionizante ¢ outra metodologia recentemente empregada no controle
e descontaminagdo de aflatoxinas. Ribeiro et al. (2009) avaliaram o efeito da radiagdo gama
(Césio"") sobre espécies de Aspergillus spp e outros fungos filamentosos presentes em
alimentos, eliminando a micobiota totalmente com niveis de radiacdo de 8KGy. As espécies
A. flavus e A. parasiticus mostraram-se mais radiorresistentes que as demais avaliadas e, em
amostras de milho, observou-se significativa diminuicdo dos fungos com a dose 2KGy e
completa inibi¢do a partir de 4KGy.

Prado (2005) avaliou a aplicagdo de radiagio gama (Cobalto®) e os efeitos provocados
em cepas irradiadas de Aspergillus flavus, bem como a degradacdo provocada em AFB,;
naturalmente presente em amostras de amendoim. Foi relatado que AFB; foi destruida com
doses de 15 a 30 KGy, na faixa de 49 a 72%. A micobiota natural foi eliminada nas doses de 5
e 10 KGy. Entretanto, doses de 25 e 30 KGy foram necessérias para completa inativacdo de
esporos de Aspergillus flavus.

Desta forma, o campo das tecnologias alternativas aplicadas no controle da
contaminacdo dos alimentos por aflatoxinas tém muito a ser explorado. Os métodos citados
neste estudo ainda sdo pouco utilizados na pratica devido principalmente ao alto custo e
necessidade de tecnologias ndo convencionais, o que restringe sua aplicabilidade.

3 CONCLUSOES

A partir desta revisdo, percebe-se que a incidéncia de AFM; em derivados lacteos tem
sido objetivo de diversas pesquisas recentes na area micotoxicoldgica, tornando-se atualmente
questdo de saude publica. Mesmo ja estando em vigor, a legislagdo atual ainda ¢ insuficiente
para fiscalizacdo de derivados lacteos, visto que contempla somente os queijos. Ainda assim,
para o seu cumprimento, faz-se necessario o uso de metodologias adequadas, a qual iréd
depender de fatores como custos, objetivos e capacidade dos analistas. A melhor forma de
evitar a contaminacdo por AFM; ainda ¢ a preven¢do da contaminagdo da dieta animal por
aflatoxinas. Desta forma, o controle das condi¢des ideais ao desenvolvimento do fungo sdo de
extrema importancia, principalmente os pardmetros relacionados a estocagem do alimento.
Metodologias alternativas para a descontamina¢do das aflatoxinas t€m sido utilizadas, porém,
ainda sdo muitos os fatores que restringem sua aplicabilidade pratica.
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CAPITULO 11

AVALIACAO DE DIFERENTES METODOS DE EXTRACAO DE AFM,; EM
QUEIJO RALADO E QUANTIFICACAO EM AMOSTRAS COMERCIALIZADAS
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RESUMO

Aflatoxina M; ¢ um metabdlito toxico, estavel aos processamentos industriais no qual o leite ¢
submetido a fabricacdo de derivados e esta amplamente presente em tais produtos. O objetivo
deste trabalho foi avaliar diferentes métodos de extragdo de AFM; e quantificar os niveis da
micotoxina em amostras de queijo parmesao ralado comercializadas na Regido Metropolitana
do Rio de Janeiro. Foram analisadas 30 amostras representativas das 10 principais marcas
comercializadas na regido através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detec¢ao
por fluorescéncia, precedida de purificagdo por coluna de imunoafinidade. Dos trés métodos
avaliados neste trabalho, apenas um demonstrou-se adequado para extragdo. A micotoxina foi
identificada em 18 amostras (60%), em concentragdes de até 0,69 pug.Kg"'. Todas as amostras
se encontraram abaixo do limite estipulado pela legislagdo brasileira (2,5 pg.Kg™), no entanto,
8 (26,7%) poderiam ser consideradas contaminadas se comparado com a regulamentacdo
predominante na Unido Européia.

Palavras-chave: micotoxina, derivado lacteo, cromatografia de imunoafinidade.
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ABSTRACT

Aflatoxin M; is a toxic metabolite and stable to the industrial processes in which the milk is
subjected to the manufacture of dairy products and is widely present in such products.
The objective of this study was to evaluate different methods of extraction of AFM,;, and
quantify the levels of mycotoxin in samples of grated parmesan cheese marketed in the
Metropolitan Region of Rio de Janeiro. Were analyzed 30 samples representing 10 major
brands marketed in theregion by High Performance Liquid Chromatography with
fluorescence detection preceded by purification by immunoaffinity chromatography. Of the
three  methods evaluated in  this study, onlyoneproved to be  suitable
for extraction. The mycotoxin was identified in 18 samples (60%) in concentrations up
t0 0,69 pgKg' All  samples were  below the limit established by  Brazilian
legislation (2,5 pg.Kg'), however, eight (26.7%) could be considered contaminated when
compared with the predominant regulation in the European Union.

Key words: mycotoxin, AFM;, immunoaffinity chromatography.

23



1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ um pais de clima tropical umido com condigdes propicias para o
crescimento de diversos géneros de fungos produtores de micotoxinas. As Aflatoxinas (AF)
Bi, B2, G; e G, produzidas principalmente por Aspergillus flavus e A. parasiticus sao o grupo
considerado de maior relevancia no pais devido a alta incidéncia e efeitos toxicos que podem
provocar ao homem e animais (ARANA et al. 2011; CARDOSO et al., 2011; RITTER;
HOELTZ; NOLL, 2011; MAZIERO, BERSOT; 2010).

Ao ser ingerida pelo animal, AFB; ¢ biotransformada no figado e eliminada no leite na
forma de AFM; (HUSSEIN; BRASEL, 2001). AFM; apesar de ser um metabdlito ¢
classificada pela Agéncia Internacional de Pesquisas sobre Cancer (IARC, 2002) como agente
carcinogénico do grupo 1. Este fato, sem duvidas, representa um sério problema de saude
publica, ja que o leite e seus derivados sdo intensivamente consumidos por bebés, criangas,
adultos e idosos (SADEGHI et al., 2009).

Estudos recentes abordam a contaminacdo de leites e derivados por AFM,,
demonstrando que a toxina, mesmo quando dentro dos limites aceitaveis, estd amplamente
exposta em produtos lacteos industrializados (IHA; BARBOSA; OKADA, 2011; SHUNDO
et al., 2009; PRADO et al., 2008), sendo bastante estavel aos processos em que o leite ¢
utilizado na fabricacao destes (DEVECI, 2007).

A partir de 2011 foi estabelecida pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do
Brasil (ANVISA) o limite méaximo tolerado para AFM; em queijo de 2,5 pg.Kg" (BRASIL,
2011). Pesquisar os indices de contaminagcdo por AFM; em queijos nacionais ¢ de grande
relevancia, pois tratam-se de alimentos largamente consumidos pela populagdo. Dentre estes,
encontra-se o queijo parmesdo ralado industrializado, um produto pronto para consumo e
elaborado a partir da ralagem ou esfarelamento de uma ou até quatro variedades de queijos
(BRASIL, 1997).

Para a andlise de AFM; em leites, ndo ha a necessidade de um processo de extragdo da
micotoxina. A amostra ¢ centrifugada e passada diretamente na coluna de imunoafinidade
para isolar a micotoxina (OLIVEIRA et al., 2010). J4 em analise de queijo, geralmente se
utilizam solventes organicos, tais como o cloroférmio ou diclorometano por ser um alimento
que apresenta elevado teor lipidico. No entanto, A TARC (1999) classifica tais solventes como
agentes carcinogénicos para humano.

Neste sentido, Sakuma et al. (2011) propuseram uma metodologia utilizando solugdo
de acentonitrila, metanol e 4gua, a qual consideraram ser confidvel e envolver menos riscos
aos analistas.

A AOAC (2000) recomenda a extragdo com cloroférmio e purificacdo em coluna de
silica gel, seguido de derivatizagcdo por acido trifluoracético. No entanto, ¢ um método
constituido por vérias etapas complexas, apresentando baixa seletividade, com limite de
quantificagio em torno de 0,56 pg.Kg"' (URBAN et al., 2009).

Dragacci et al. (1995) propuseram a extragdo com diclorometano e celite, seguido de
uma particdo com hexano, o qual é semelhante a extracdo proposta por Elgerbi et al. (2004).
Este método ¢ utilizado na maioria das pesquisas envolvendo AFM; em queijos.

Técnicas mais simples de extragdo, como métodos imunoenzimaticos (ELISA)
também usados na detec¢do e quantificagdo, tém sido amplamente utilizados em pesquisa de
AFM;, sendo considerado por vérios autores como uma técnica simples, rapida, sensivel e
confiavel (ERTAS et al., 2011, EL KHOURY; ATOUI; YAGHI, 2011; TRUCKSESS, 2001).

O uso de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) ainda ¢ empregado para tal
finalidade (KAMKAR, 2006), no entanto, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) com detecgdo por fluorescéncia e purificacdo por coluna de imunoafinidade ¢ a
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técnica mais recomendada por apresentar excelentes pardmetros analiticos (TABARI et al.,
2011, KAMKAR et al., 2008; MARTINS et al., 2007).

Tais estudos visando o desenvolvimento de novas metodologias de extracdo de AFM;
em queijos, que apresentem bons parametros analiticos e, principalmente, sejam possiveis de
serem reproduzidas em escala interlaboratorial, sdo de grande importancia nas fiscalizagdes
dos indices de contaminagao.

De acordo com Ramos et al. (2008), em pesquisa de tracos, os produtos de origem
animal sd3o mais dificeis de serem analisados devido a complexidade da matriz,
principalmente se tratando de queijos, visto que, ¢ um produto que apresenta elevado teor de
gordura, proteinas, minerais, aditivos quimicos e outras substancias que poderiam interferir
nos resultados.

O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes metodologias empregadas na extracdo
de AFM, em queijos e, a partir de entdo, quantificar os niveis da micotoxina presentes em
amostras de queijo parmesdo ralado comercializados na Regido Metropolitana do Rio de
Janeiro.

2 METODOLOGIA
2.1 Amostragem

Foram coletadas 90 unidades das 10 principais marcas de queijo parmesdo ralado
comercializadas na Regido Metropolitana do Rio de Janeiro (municipios de Niterdi, Rio de
Janeiro e Seropédica). O critério adotado para a coleta das mesmas constitui-se em retirar 3
unidades de cada um de 3 lotes expostos de cada marca avaliada (10 marcas x 3 lotes x 3
unidades por lote).

Realizou-se um pool das trés unidades de cada lote, perfazendo 30 amostras de
laboratério. Todas as marcas apresentaram selo de Inspecao Federal (SIF) e se enquadravam
dentro do prazo de validade estabelecido pelos fabricantes. Apds coleta, foram designadas
letras de A a J para cada uma das dez marcas, e numeracdo de 1 a 3 para cada lote, sendo
entdo armazenadas em caixa de poliestireno ao abrigo da luz e umidade.

2.2 Extraciao de AFM;

A extragdo e quantificacdo de AFM; foi realizada no Laboratorio de Micotoxinas do
Centro Nacional de Pesquisa de Tecnologia Agroindustrial de Alimentos — CTAA da
Embrapa Agroindustria de Alimentos, Rio de Janeiro-RJ.

Avaliaram-se trés metodologias de extragdo, procurando-se aquela que apresentaria os
melhores resultados obtidos nos ensaios de recuperacdo. Tal pardmetro foi estimado através
da andlise das amostras adicionadas com quantidades conhecidas de AFM; (BRASIL, 2003),
e calculado de acordo com a seguinte equagao:

Recuperacio (%) = [(Cy - C2/ C3)*100]

Onde: C,= concentracdo determinada na amostra adicionada,
C, = concentrac¢ao determinada na amostra ndo adicionada;
C; = concentragdo adicionada.

Para cada metodologia avaliada, foram realizados 3 ensaios de recuperagdo em
. .. -1
duplicata, sendo uma amostra branco e as outras duas adicionadas com 0,5 e 1 ug.Kg™ de
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AFM; (Sigma-Aldrich). As descrigdes dos métodos avaliados estdo apresentadas nos subitens
a seguir.

2.2.1 Metodologia A

A extracdo foi realizada seguindo as recomendagdes de Sakuma et al. (2011). Apds
homogeneizagdo, foram pesadas 10 g de amostra e adicionada em um mixer (Omnimixer
Homogeneizer, Omni) juntamente com 40 mL de solucdo de acetonitrila-metanol-agua (6:1:3,
v/v/v) e homogeneizada em alta velocidade por 5 min. A mistura foi centrifugada a 3000 rpm
por 5 minutos (Sorvall legend RT) e entdo recolhido 10 mL do sobrenadante, o qual foi
diluido em 30 mL de solu¢ao tampao (900 mL de 4gua, 8g de NaCl, 1.16 g de Na,HPO,).

A solugdo obtida foi filtrada em membrana de vidro e uma aliquota de 20 mL do
filtrado foi passado através de coluna de imunoafinidade (Aflaprep M:P04, R-Biopharma) em
fluxo aproximado de 3 mL.min"", utilizando um sistema de vacuo (Supelco Visiprep).

A coluna foi lavada com 20 mL de solucdo tampao e, para a elui¢do da toxina, foram
adicionados 2 mL de metanol: acetonitrila (2:3, v/v), mantendo em contato por 2 min,
recolhendo em vial sob fluxo de 2 a 3 gotas por seg. Em seguida, foram adicionados a coluna
mais 3 mL de metanol, sendo o eluato incorporado ao primeiro e levado a secura sob
atmosfera de nitrogénio. O residuo obtido foi reconstituido com 1000 pL de solucdo
acetonitrila: agua (20:80, v/v).

2.2.2 Metodologia B

Neste método, a extragdo foi conduzida de acordo com Prado et al. (2008), onde 10
gramas de amostra foram adicionadas ao mixer com 10 g de celite (Sigma-Aldrich) e 80 mL
de diclorometano, agitando-se em alta velocidade por 2 minutos. A mistura foi lavada com
mais 40 mL de diclorometano e entdo filtrada em membrana de papel com 14 pm de poro.

Toda a solugdo foi evaporada em evaporador rotativo (BUCHI RE120) sob
temperatura ambiente, e, o residuo obtido foi dissolvido em solugdo de metanol: 4gua: hexano
(1:30:50, v/v/v), transferindo quantitativamente para funil de separagdo, onde agitou-se
vigorosamente e coletou-se a fase aquosa. A fase hexanica foi lavada mais duas vezes com 10
mL de agua e a fase aquosa coletada e incorporada a primeira.

O coletado aquoso foi passado através de coluna de imunoafinidade, seguindo o
processo descrito no item 2.2.1.

2.2.3 Metodologia C

Esta extracdo ocorreu de acordo com metodologia proposta por Mayes ¢ MacDonalds
(1995) e Deveci (2007). Apos homogeneizacdo, 10 g de amostra foram adicionada ao mixer
com 10 g de celite (Sigma-Aldrich), 150 mL de cloroférmio e 2 mL de solugdo saturada de
NaCl (Tedia), agitando-se em baixa velocidade por 15 min. A mistura foi filtrada em
membrana de papel com 14 um de poro e todo o filtrado foi evaporado em evaporador
rotativo (BUCHI RE120) sob temperatura ambiente, dissolvendo o residuo obtido em 60 mL
de solucao tampao (900 mL de agua, 8g de NaCl, 1.16 g de Na,HPOy4) e 2 mL de metanol. A
solucdo obtida foi transferida quantitativamente para funil de separagdo e adicionados 100 mL
de hexano, agitando-se vigorosamente por 1 min e posteriormente recolhendo-se a fase
aquosa.

Todo o coletado aquoso foi passado através de coluna de imunoafinidade, como
descrito em 2.2.1. A Figura 1 ilustra as principais etapas de cada metodologia.
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Metodologia A Metodologia B Metodologia C

10 g de 2mostra | | 10 g de 2mostra | | 10 g de amostra |

I : '
— —— | +30mL de diclorometano + 10g celie 150 oL de doroforio
Wul d-h a-.egﬁo.n*fq;'n}-metanel- —I - +2 ml zolugip zaturadz de WaCl
agua |. -2 | Homogensizar por 2 min. | I
I ; -

| Homogeneizar por 5 min. | Lzvar 2 mistura com mais 40 mL | Homogeneizar por 13 min. |

| de diclorometano | |

I Filtrar em filtro de papel |

Filtrar em filro de papel | I
| 1 Secar solucgo em

| Centrifugzr e recolher f2se aquosa | |
|

| Diluir com selugdo tampéo

Secar solugZo sm evaporador rotative
[ evaporador rotative I
| Filtrar em membrana de vidro | — - Diluir o residue com 60 mL de
Diluir o residuo com metanol: solugio tampdo + 2 mL de metanol
dguz: hexano (1:30: 300 1

I Trznsferir para fumil de separagio e
Transferir pra funil de separacio, zgiter com 100 mL de hexano,
zgiter 2 coletar fase aquosa coletande 2 fase aquosz

Passaro coletedo aquese através de Coluna
de Immeafmidade
|
Lavar com 20 mL de solugdo tampéo
I
Eluir com metanel 2 acetonitrila

Levar 2 secura sob atmosfera de N,
| |

Feconstimir com 1000 pl da f2s2 movel

Figura 1 — Exemplificacdo dos diferentes métodos de extracdo de AFM, avaliados em amostra de
queijo parmesao ralado.

2.3 Quantificacao de AFM,

AFM, foi quantificada por padroniza¢do externa utilizando um sistema cromatografico
com detector de fluorescéncia (HPLC-FLD) (autosampler Waters 717, Waters 600 Pump,
Waters On-Line Degasser, Waters 2475 Multi Fluorescence Detector - excitagdo em 360 nm e
emissdo em 430 nm, coluna C18 Waters X-Terra 5 pum — 4, 6 x 250 mm), fase movel
constituida por acetonitrila: agua (20: 80, v/v), volume de injecdo de 40 pl, vazao de 1
mL.min" e temperatura do forno em 40°C.

A identificacdo da AFM, foi feita por comparagdo dos tempos de retengdo dos picos
das amostras com os dos padrdes de referéncia na curva analitica, e, a partir do calculo das
areas dos picos foram obtidos os teores da toxina presente nas amostras analisadas. Todos os
solventes utilizados foram de grau CLAE (Tedia) e a dgua ultrapurificada pelo sistema
MILLI-Q.

2.4 Critérios de validagao

O método analitico foi avaliado através da linearidade, recuperagdo, repetibilidade e
limites de detec¢do e quantificagdo. A linearidade foi observada através do coeficiente de
correlacdo da curva de calibragdo construida por 7 pontos da solucdo padrio de AFM;
(Sigma-Aldrich) em concentra¢des variando de 0,1 a 3,75 ng.Kg™.
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A analise de recuperagio foi realizada em dois niveis de adi¢do (0,5 pgKg' e 1
ng.Kg") com duas repetigdes em cada nivel, obtendo-se a repetibilidade através dos desvios
padrdes relativos (% CV). Os Limites de Deteccdo (LD) e Quantificagdo (LQ) do método
foram estimados (em pg.Kg™') graficamente a partir da inclinagio e interse¢do da curva
analitica, como descrito por Frehse e Thier (1991) e INMETRO (2003).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Resultados dos ensaios de recuperagio

A porcentagem de recuperacdo variou entre os diferentes métodos de extragdo
avaliados. Os resultados encontrados estdo apresentados nas Tabelas 1, 2 e 3.

Tabela 1 — Valores de recuperagdo obtidos através da Metodologia A em amostras de queijo parmesao
ralado adicionados de 0,5 e 1,0 pg.Kg"' de AFM,

C;)(I]licc?:)l;l;g::o Replicata % Recuperacao*  Meédia = DP Cv
0,5 ugKg' ; gg’i 359%+50% 14,0 %
1,0 ng.Kg' ; jg’? 42,7%+3,4% 79%

* Média da quantificacdo em duplicata. DP = Desvio Padrdo CV = Coeficiente de Variagdo

Tabela 2 — Valores de recuperagdo obtidos através da Metodologia B em amostras de queijo parmesao
ralado adicionados de 0,5 e 1,0 pg.Kg"' de AFM,

C;);iccei:;:;l?:o Replicata % Recuperacao*  Meédia = DP Cv
0,5 ugKg' é ig’g 43.8% £59% 13,4 %
1,0 ng.Kg' ; gg’; 475%+45% 95%

* Média da quantificacdo em duplicata. DP = Desvio Padrdo CV = Coeficiente de Variagdo

Tabela 3 — Valores de recuperago obtidos através da Metodologia C em amostras de queijo parmesao
ralado adicionados de 0,5 e 1,0 pg.Kg' de AFM,

Concentracio

adicionada Replicata % Recuperacdo*  Meédia = DP Cv
0,5 ugKg" ; gg’g 724 %+79% 10,9 %
1,0 pgKg' ; 23’2 89,4 %+ 52 % 5,9 %

* Média da quantificacdo em duplicata. DP = Desvio Padrao CV = Coeficiente de Variagdo

Diversos autores e grupos de pesquisa concordam que os intervalos aceitavéis de
recuperacdo para analise de tracos, situam-se entre 70 e 120%, com CV de no maximo 20%
(COMUNIDADE EUROPEIA, 1998; GARP, 1999; RIBANI et al., 2004).

Desta forma, a Metodologia C, proposta por Mayes e MacDonalds (1995) e Deveci
(2007) pode ser considerada adequada para a extracdo de AFM; em amostra de queijo
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parmesao ralado, j4 que apresentou recuperagdo de 72,2 % e 89,4 % quando adicionado de 0,5
e 1 ngKg"', respectivamente, além do CV ter sido inferior a 20%. Em contrapartida, as
Metodologias A e B ndo se mostraram reprodutiveis.

Portanto, a quantificagdo de AFM,; nas amostras de queijo parmesdo ralado foi
realizada conforme Metodologia C, descrita no item 2.2.3. Esta melhor eficdcia no processo
de extracdo de AFM, pode ser atribuida a maior quantidade de solvente utilizado, bem como
ao tempo de extragdo mais prolongado quando comparado com as demais metodologias
testadas.

3.2 Quantificacao de AFM; nas amostras analisadas

Nas condigdes experimentais adotadas, o tempo de retengdo da AFM; foi de
aproximadamente 11 minutos e, a linearidade da curva analitica superior a 0,99 como
apresentado na Figura 1.
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Figura 2 — Curva analitica para quantificagdo de AFM; em queijo parmesdo ralado (padronizacao
externa). A — Sobreposi¢do dos cromatogramas de 7 pontos da curva em concentracdes variando de
0,1a3,75 pg.Kg". B — Linearidade da curva com valor R*= 0,9985.
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Os limites de detecgdo e quantificagio do método foram de 0,02 e 0,05 pg.Kg',
respectivamente. Pode-se observar pela Figura 3 a alta seletividade obtida, onde verifica-se a
inexisténcia de interferentes proximos ao tempo de retengdo da AFM;.
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Figura 3 — Cromatograma obtido por CLAE-DF em amostra de queijo parmesao ralado contaminado
artificialmente com 1 ng.Kg"' de AFM,.

Desta forma, o método utilizado neste estudo demonstrou ser sensivel, seletivo,
preciso e com valores de recuperacao de até 89,4%.
AFM; foi detectada em 18 amostras (60%), com valor maximo de 0,69 pgKg' e
média de 0,16 pg.Kg'. Nenhuma amostra ultrapassou o limite brasileiro de 2,5 pg.Kg”
estipulado pela ANVISA (BRASIL, 2011).
No entanto, se fosse avaliado de acordo com a regulamentacdo da maioria dos paises
da Unido Européia, que adotam o valor maximo de 0,25 ng.Kg"' de AFM; em queijos, 8
amostras (26,7%) estariam acima do limite permitido (EC, 2006).
A Tabela 4 apresenta os valores de A®M; encontrados nas amostras analisadas, os
quais estdo ilustrados na Figura 4.

Tabela 4 — Niveis de AFM;* encontrados em amostras de queijo parmesao ralado comercializadas na

Regido Metropolitana do Rio de Janeiro em 2011

Niveis de AFM,; em pg.Kg'*

Marcas Lote 1 Lote 2 Lote 3
A 0,42 £0,02 (4,8) 0,52+ 0,05 (9,0) ND
B 0,16 £0,01 (3,1) 0,14+0,01 (1,5 0,10+0,01 (3,9)
C ND ND ND
D 0,06 £0,01 (4,6) 0,69+0,01(0,3) 0,09 +0,01(0,7)
E 0,05+0,01(1,3) 0,07+0,01 (1,1) 0,61+0,03(5,6)
F 0,27 £0,01 (4,7) 0,06 +0,01 (4,6) ND
G ND 0,34 £ 0,03 (9,5) ND
H ND ND ND
| 0,23 +£0,02(7,3) 0,49+0,05(9,5 0,41+0,02(4,9)
J 0,08 £0,01 (3,3) ND ND

* Média da quantificacio em duplicata expresso em ug.Kg™ + DP (% CV)
ND = N#o Detectado. Limite de Detecgio: 0,02 pg.Kg', Limite de Quantificagdo: 0,05 ng.Kg"
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Figura 4 — Valores de AFM, (ug.Kg') encontrados nas amostras de queijo parmesio ralado
comercializadas na regido metropolitana do Rio de Janeiro em 2011. As linhas pontilhadas
respresentam: LI — Limite Internacional, nivel maximo para AFM,; permitido em queijos pela
legislacdo predominante nos paises da Unido Européia; LQ — Limite de Quantificagdo do Método
(0,05 ug.Kg"). Letras representam marcas analisadas e niimeros representam os lotes.

Os resultados deste trabalho sdo similares aos de outros estudos envolvendo
quantificagdo de AFM; em queijose. Prado et al. (2008) avaliaram 88 amostras de queijo
parmesdo comercializados no estado de Minas Gerais. Os autores encontraram valores da
micotoxina acima do limite adotado pela EU em duas amostras.

Contaminagdo em queijo Minas Padrdo e queijo Minas Frescal também foram
descritas por Oliveira et al. (2011), encontrando valores de AFM; variando de 0,04 até 0,31
ng.Kg'.

A presence de AFM; em derivados lacteos também ¢ descrita em outros paises. Na
Turquia, Ertas et al. (2011) reportaram a presence de AFM; em 135 (64%) de 210 amostras de
diferentes tipos de produtos lacteos analisados. Em queijos os indices variaram de 0,01 até
0,37 ugKg™'.

No Egito, Amer e Ibrahim (2010) analisaram 150 amostras de diferentes tipos de
queijos comercializados no pais, encontrando valores de contaminagdo de até 0,25 ug.Kg™ de
AFM;.

Na Italia, 41 amostras de queijos foram avaliadas e, cerca de 10% foram positivas para
AFM; com o maior valor encontrado correspondente a 0,39 pg.Kg' (VIRDIS et al., 2008).

No Ira, de 80 amostras analisadas, 66 (82,5%) foram positivas para AFM;. O valor
méaximo encontrado correspondeu a 0,52 pg.Kg' e aproximadamente 60% das amostras
positivas estavam acima do maximo permitido no pais (0,25 pg.Kg") (KAMKAR, 2006).

Esta contaminacdo também ¢ descrita em outros trabalhos envolvendo produtos
lacteos derivados, incluindo diferentes tipos de queijos, como apresentado nos trabalhos de
ELKAK et al. (2012), ANFOSSI et al. (2012), TAVAKOLI et al. (2012), FALLAH et al. (2011)
e ELZUPIR e ELHUSSEIN (2010).

Neste trabalho, os resultados indicaram que este constante monitoramento dos niveis
de AFM; em derivados lacteos comercializados no Brasil devem ser realizados com maior
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frequéncia, especialmente pelo fato do pais possuir atualmente um limite especifico para a
presenca desta micotoxina em queijos.

4 CONCLUSOES

De um total de 30 amostras de queijo parmesdo ralado analisadas, 18 (60%)
apresentaram niveis quantificaveis de AFM,. Todas as amostras estavam abaixo do limite
maximo para AFM; em queijos permitido pela atual legislacdo, entretanto, 8 (26,7%)
poderiam ser consideradas contaminadas se fosse considerada a legislacdo adotada pela
Unicao Européia. Apesar da legislagdo brasileira ter adotado um limite para a presenga de
AFM; em queijos, esta ainda ¢ insuficiente por ndo contemplar outros derivados lacteos.
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RESUMO

O queijo ralado ¢ um alimento popularmente consumido no pais e, na tltima década poucos
trabalhos objetivaram estudar sua qualidade. Nesta pesquisa procurou-se avaliar a adequagao
do queijo parmesdo ralado comercializado na Regido Metropolitana do Rio de Janeiro em
relagdo ao preconizado pela legislagdo atual. Foram coletadas trinta amostras de dez marcas
do produto e analisadas suas caracteristicas quimicas e qualidade microbiologica através de
metodologias oficias do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Os teores de
umidade encontrados variaram de 14,6 a 23,5 g.100g™, estando seis amostras (20%) acima do
limite maximo de 20 g.100g™". A Atividade de Agua variou de 0,703 a 0,829 e o pH de 4,34 a
5,36, com média de 4,90. Os valores de acidez titulavel apresentaram grandes variacdes entre
amostras de mesma marca, indicando falta de uniformidade na produgdo. J4 na pesquisa do
conservante acido soérbico, os teores encontrados variaram desde ndo detectavel até 1.285
mg.Kg", sendo que, dez amostras (33,3%) estavam acima do limite maximo de 1.000 mg.Kg”
'. Nas pesquisas microbioldgicas, foram constatadas contaminagdes por fungos filamentosos e
leveduras em cinco amostras (16,7%), uma destas com contagem de 3,0 x 10° UFC.g'l. Das
amostras analisadas, apenas quatorze (46,7%) estavam em acordo com a legislagdo que
regulamenta a qualidade do queijo ralado comercializado no pais. Desta forma, faz-se
necessario maior rigor nas fiscalizagdes pelas autoridades responsaveis.

Palavras-chave: umidade, Atividade de agua, acido sorbico, Escherichia coli, Salmonella,
fungos.
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ABSTRACT

The grated cheese is a food commonly consumed in the country and in the last decade few
studies have studied its quality. In this study was evaluated the adequacy of grated parmesan
cheese marketed in the Metropolitan Region of Rio de Janeiro in relation to the
recommendations of current laws. Thirty samples were collected from ten product brands and
analyzed their chemical and microbiological quality through methodologies official of the
Agriculture, Livestock and Supply Ministry. The moisture found ranged from 14,6 to 23,5
g.100g™, with six samples (20%) above the maximum limit of 20 g.100g". Water activity
ranged from 0,703 to 0,829 and pH 4,34 to 5,36, averaging 4,90. The acidity values showed
large variations between samples of the same brand, indicating lack of uniformity in
production. In the search of the preservative sorbic acid, the contents ranged from
undetectable to 1.285 mg.Kg™, and ten samples (33.3%) were above the maximum limit of
1.000 mg.Kg™. In microbiological research, fungal contamination was found in five samples
(16.7%), those with a count of 3,0 x 10° CFU.g"'. Of the samples analyzed, only fourteen
(46,7%) were in accordance with the laws regulating the quality of cheese market in the
country. Thus, is necessary tightening up inspections by the authorities.

Key words: moisture, Water activity, sorbic acid, Escherichia coli, Salmonella, molds.
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1 INTRODUCAO

Queijo ralado ¢ um alimento pronto para consumo e utilizado popularmente no
acompanhamento de massas e molhos. E definido como o produto obtido por esfarelamento
ou ralagem da massa de uma ou até quatro variedades de queijos aptos para o consumo
humano, parcialmente desidratado ou ndo. Quanto a denominacdo de venda, o “queijo
parmesdo ralado” podera apresentar como ingredientes, além do queijo parmesdo, até 25%
m/m de outras variedades de queijos de baixa umidade (BRASIL, 1997).

Por ser um produto perecivel, o queijo ralado estd susceptivel a contaminagdes de
diversas origens durante sua cadeia produtiva. Com relagdo a qualidade microbiologica, ¢
exigida para a variedade de baixa umidade (até 20 g.100g™) a determinagdo de coliformes a
35 °C e a 45 °C, estafilococos coagulase positivo, fungos filamentosos, leveduras e
Salmonella sp (BRASIL, 1997).

Tabela 1 — Critérios microbioldgicos de aceitagdo para queijo ralado elaborado com tinica variedade
de queijo de baixa umidade.

Microrganismo Critério de Aceitacio
Coliformes/g (30°C) n=5 ¢=2 m=200 M=1000
Coliformes/g (45°C) n=5 ¢=2 m=100 M=500
Estafilococos coag. pos./g n=5 c¢=2 m=100 M=1000
Fungos e leveduras/g n=5 c¢=2 m=500 M=5000

Salmonella sp/25g n=5 ¢=0 m=0

n = numero de unidades a serem colhidas aleatoriamente na analise representativa; ¢ = nimero
maximo de amostras com qualidade intermediaria aceitavel (entre m ¢ M) m = limite inferior
da qualidade marginal; M = separa o lote com qualidade intermediaria aceitdvel do lote
inaceitavel.

Fonte: BRASIL (1997).

A multiplicagdo de fungos filamentosos ¢ um agravante neste produto, pois, além de
serem deteriorantes e indicadores de mds condi¢des higi€nicas, podem reduzir a acidez do
alimento favorecendo o desenvolvimento de bactérias patogé€nicas e também promover a
formacao de micotoxinas (SOFOS & BUSTA, 1993; SALAVESSA, 2009).

Para a inibig¢do dos fungos em queijo ralado, além dos aditivos ja presentes na matéria
prima, ¢ admitido o uso dos conservantes natamicina e acido sorbico. Os sorbatos de sddio e
potassio sdo comumente utilizados, sendo permitido no produto concentracdes de até 1000
mg.Kg' (BRASIL, 1997). Tal limite segue as recomendagdes do Comité Conjunto de Peritos
em Aditivos Alimentares - JECFA, para uso seguro de aditivos em alimentos (WHO, 1997),
j& que, mesmo possuindo baixa toxicidade, o acido sorbico ¢ uma substancia que pode causar
efeitos toxicos ao organismo quando em altas concentragdes no alimento (FERRAND, 2000).

Desta forma, pesquisar a qualidade do queijo ralado atualmente comercializado no
pais ¢ de grande relevancia, pois trata-se de um alimento popularmente consumido, o que
conseqiientemente envolve questdes relacionadas a satide destes consumidores. Deve ainda
ser ressaltado que no Brasil, poucos estudos sobre o assunto foram publicados em periddicos
cientificos, podendo ser citados na ltima década, os estudos de Pimentel et al. (2002) e Justus
et al. (2011) que encontraram produtos fora dos parametros estabelecidos pela legislacdo
vigente e, também, imprdprios para o consumo devido a contaminagdes de origem microbiana
ou quimica.

Neste estudo, o objetivo foi avaliar a qualidade quimica, microbioldgica e adequagdo
do queijo parmesdo ralado comercializado na regido metropolitana do Rio de Janeiro em
relagdo ao preconizado pela legislagdo atual.
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2 METODOLOGIA

Foram coletadas entre janeiro e mar¢o de 2011 um total de 120 unidades de 10
diferentes marcas de queijo parmesao ralado comercializadas na regido metropolitana do Rio
de Janeiro (municipios de Niterdi, Rio de Janeiro e Seropédica). O critério adotado para a
coleta das mesmas constitui-se em retirar 4 unidades de cada um de 3 lotes expostos do
produto (10 marcas x 3 lotes x 4 unidades por lote).

Desta forma, das quatro unidades coletadas por lote, uma foi escolhida aleatoriamente
para a analise indicativa da qualidade microbioldgica, e para as andlises quimicas utilizaram-
se um pool das trés restantes, perfazendo 30 amostras de laboratorio em ambas as pesquisas,
quimicas e microbioldgicas.

Todas as marcas apresentaram selo de Inspecdo Federal (SIF) e se enquadravam
dentro do prazo de validade estabelecido pelos fabricantes. Apos coleta foram designadas
letras de A a J para cada uma das dez marcas, e numeracdo de 1 a 3 para cada lote.

Todas as analises foram realizadas em triplicatas e de acordo com metodologia
preconizada nos Métodos Analiticos Oficiais Fisico-Quimicos para Controle de Leite e
Produtos Lacteos (BRASIL, 2006). Determinaram-se os valores de umidade em estufa a
102°C, atividade de agua (Aa) por leitura direta em Aqualab modelo CX-2T, pH, acidez
titulavel e acido sorbico.

O 4acido sorbico foi extraido por destilagdo em arraste de vapor e convertido a aldeido
malonico, o qual formou com o acido tiobarbiturico um composto de coloragdo vermelha,
sendo quantificado por absorvancia a 532nm (BioSpectro SP-220) utilizando cubetas de
vidro de 2 mm de caminho 6ptico. O Limite de Detec¢dao (LD) do método foi estimado (em
mg.Kg™") graficamente a partir da inclinagio e intersegdo da curva analitica, como sugerido
por FREHSE & THIER (1991) e INMETRO (2003).

Os dados obtidos nas determinagdes quimicas foram submetidos a estatistica descritiva
e Analise de Variancia (ANOVA) com comparacdo das médias pelo Teste de Tukey ao nivel
de 5% de significancia.

Para as analises microbiologicas, utilizaram-se 25 g de amostra diluida em 225 mL de
solugdo salina peptonada 0,1%, e, para pesquisa de Sa/monella sp foi utilizada solucdo salina
peptonada 1% tamponada. A homogeneizagio das amostras ocorreu em Stomacher”
circulador 400.

Foram pesquisados os microrganismos exigidos pelo Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Queijo Ralado de “baixa umidade” (BRASIL, 1997), sendo:
coliformes totais e a 45 °C, estafilococos coagulase positiva, fungos filamentosos, leveduras, e
Salmonella sp., todas de acordo com a metodologia oficial do Ministério da Agricultura,
Pecuaria ¢ Abastecimento - MAPA (BRASIL, 2003c).

A partir do resultado positivo para coliformes a 45 °C foi realizada contagem de
Escherichia coli pelo método tradicional para alimentos, com identificacdo bioquimica pelas
provas tipicas da série IMViC (Indol, Vermelho de Metila, Voges-Proskauer e Agar Citrato de
Simmons) (SILVA et al., 2007).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com as descri¢des observadas nos rétulos dos produtos, o unico ingrediente
utilizado em todas as marcas foi o queijo parmesdo. Em apenas uma amostra (3,3%) foi
observada a indicacdo do uso do anti-umectante didoxido de silicio e, nas trinta (100%)
utilizaram-se como conservante o acido sérbico ou sorbato de potéssio. Esta preferéncia pelo
uso de sais do acido sérbico em queijos e derivados lacteos € relatada por varios autores e
comumente realizada pelos fabricantes, j4 que apresenta eficiente inibicdo de fungos com
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conseqiiente aumento na vida de prateleira do produto (THERON & LUES, 2007; COMA,
2008, SALAVESSA, 2009).

Ja a indicagdo do uso de natamicina ndo foi observada em nenhuma amostra como
aditivo utilizado. Apesar de ser autorizado para uso em queijo ralado, acredita-se que a
admissdo do uso deste conservante ndo ¢ aprovada pelos consumidores mais informados por
tratar-se de um antibiotico.

Com relacdo as determinacdes quimicas, os teores de umidade encontrados variaram
de 14,6 a 23,5 g.lOOg’l, com Coeficiente de Variagdo (CV) = 12,6% ¢ valor médio
correspondendo a 18,2 g.100g”. Conforme ilustrado na Figura 1, seis amostras (20%) nio se
adequaram ao limite maximo (até 20 g.100g™") permitido pela legislagio de “queijo ralado
desidratado com predominancia (> 50% m/m) de queijo de baixa umidade”.
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Figura 1 — Valores de umidade (g.100g") encontrados nas amostras de queijo parmesio ralado
comercializadas na regido metropolitana do Rio de Janeiro em 2011. A linha pontilhada respresenta o
limite maximo permitido pela legislagdo (BRASIL, 1997). Letras representam marcas analisadas e
nameros representam os lotes.

Estes resultados foram semelhantes aos descritos por Pimentel et al. (2002), que
encontraram cerca de 40% das amostras acima do limite maximo toleravel de umidade (20
g.100g™"). Também na avaliagdo feita pelo Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagio e
Qualidade Industrial - INMETRO (BRASIL, 2003a) em dezoito marcas de queijo ralado, sete
(38,8%) amostras estavam em desacordo com a legislacdo quanto aos teores de umidade.

Os valores de Atividade de dgua encontrados variaram de 0,703 a 0,829. Na literatura
cientifica diversos autores concordam que o valor de 0,800 ¢ Ilimitante para o
desenvolvimento da maioria dos fungos deteriorantes em alimentos (FORSYTH, 2010; JAY,
2005; FRANCO & LANDGRAF, 2004). Neste estudo, duas das seis amostras que se
encontravam acima do limite maximo de umidade, também apresentaram Aa acima de 0,800.

Tais condigdes podem favorecer o desenvolvimento de microrganismos deteriorantes
e/ou patogénicos, reduzindo a vida de prateleira do alimento e representando um risco a saude
dos consumidores. O consumidor ainda serd lesado por adquirir um produto com maior
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quantidade de dgua do que o permitido e, da mesma forma, os fabricantes comprometem a
concorréncia justa por estarem obtendo vantagens em seus produtos de maneira ilegal.

Os valores de pH variaram entre 4,34 a 5,36, com média de 4,90. A variacdo entre as
amostras das diferentes marcas analisadas foi pequena, com CV de 4,6%. Tais resultados sao
semelhantes aos descritos por Pimentel et al. (2001), porém, distintos daqueles apresentados
por Justus et al. (2011), que encontraram valores na faixa de 5,73 a 6,97, o que segundo os
autores, seria indicativo de fraude no produto.

Em relacdo aos resultados da acidez titulavel, estes apresentaram grandes variagdes
entre as amostras avaliadas (CV=47,4%), com valores de 0,5 até 2,0 g.lOOg'1 de acido latico, e
média de 1,09 g.100g". De acordo com o Regulamento Técnico, a acidez do queijo ralado
deveré ser semelhante a variedade de queijo do qual provenha. Pesquisa realizada por Barros
et al (2011), demonstra que os teores de acidez em queijo parmesdo variam ao longo do
periodo de maturagio, sendo relatados valores na faixa entre 0,56 g.100g™ e 1,77 g.100g™ de
acido latico, indicando que os resultados encontrados neste estudo podem ser considerados
adequados, ja que foram avaliadas diferentes marcas.

A partir dos valores de acidez, foi possivel ainda evidenciar a falta de padroniza¢do na
producdo, uma vez que, houve variagdes discrepantes entre amostras do mesmo lote,
encontrando-se CV na faixa entre 10% e 39%. De acordo com Yoon & Tran (2011), a falta
de homogeneidade em produtos de uma determinada marca ao longo do tempo prejudica a
relacdo consumidor/produto, ja que a uniformidade da produgdo ¢ um dos principais fatores
na fidelizacdo dos clientes. Desta forma, as empresas fabricantes dos queijos ralados
amostrados neste estudo ndo estariam atendendo as exigéncias atuais do mercado consumidor.

Na pesquisa do conservante acido sorbico, os valores obtidos variaram do ndo
detectado a 1.285 mg.Kg"'. Teores de até 1000 mg.Kg™ foram observados em 66,6% das
amostras, ¢ como ilustrado na Figura 2, dez amostras (33,3%) apresentaram-se acima do
limite maximo tolerado de 1.000 mg.Kg™ (BRASIL, 1997).
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Figura 2 — Teores do conservante acido sorbico (expresso em mg.Kg"' com barra de desvio padrio)
encontrados nas amostras de queijo parmesao ralado comercializadas na regido metropolitana do Rio
de Janeiro em 2011. As linhas pontilhadas respresentam: LD — Limite de Deteccdo do Método; LM —
Limité maximo de acido sérbico em queijo ralado permitido pela legislacio (BRASIL, 1997).
Colunas de tons diferentes distinguem lotes de uma mesma marca. Letras representam marcas
analisadas e nimeros representam os lotes.
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De acordo com Sofos & Busta (1993), a adigdo de acido sorbico em concentragdes na
faixa de 0,05 a 0,3% possui reconhecido efeito inibitorio no desenvolvimento de fungos,
inclusive em espécies micotoxigénicas. Neste estudo, a concentragdo do conservante variou
de ndo detectado a 0,19%. O valor maximo presente em uma por¢cdo do produto
(considerando 10 g) correspondeu a 12,8 mg.

A Organizagdo Mundial de Satde — OMS, estipula a Ingestdo Didria Aceitavel - IDA
de 4cido sorbico em 25 mg.Kg™ de peso corpéreo (WHO, 1997), e, portanto, os teores do
conservante encontrados nas amostras de queijo parmesdo ralado ndo podem ser considerados
suficientes para atingir a IDA, mesmo nas amostras onde foram ultrapassados o limite
maximo estabelecido pela legislagdo brasileira.

Entretanto, apesar do acido sorbico possuir baixa toxicidade e ser metabolizado por
caminhos semelhantes aos dos 4cidos organicos, o mesmo ¢ empregado em varios alimentos e
seu consumo constante e em niveis altos pode provocar efeitos adversos no organismo, tais
como acidose metabodlica, urticaria, asma, hiperpnéia e convulsdes (WHO, 1997; FERRAND,
2000).

Quanto ao valor encontrado para o Limite de Detec¢do do método, este correspondeu a
94 mg.Kg'. Ressalta-se que, apesar de existirem metodologias de quantificagdo de acido
sorbico mais sensiveis (TFOUNI & TOLEDO, 2002; LETH et al., 2010), o valor encontrado
pode ser considerado adequado pela finalidade na qual o método destinou-se, ou seja, a
verificagdo da conformidade dos produtos amostrados em relacdo ao preconizado pela
legislagdo. A metodologia oficial demonstrou ainda ser de facil execugdo e aplicabilidade,
possuindo baixo custo e ndo necessitando da aquisi¢do de materiais certificados.

Em relagdo aos resultados microbiolégicos, todas as amostras apresentaram contagem
de estafilococos coagulase positiva < 1,0 x 10" (estimado) e auséncia de Salmonella sp em 25
g. Duas amostras (6,66%) foram positivas para coliformes totais e a 45 °C, com niimero de
termotolerantes em até 4,0 x 10’ NMP.g’l, valor ainda abaixo do limite maximo permitido
pela legislagdo (5,0 x 10> NMP.g™"). Ressalta-se que, mesmo com esta qualidade marginal
aceitavel, estes resultados indicam a contaminac¢do de origem fecal direta ou indireta das
amostras onde foram identificados. Entretanto, dos tubos positivos para coliformes a 45 °C,
nao foram confirmadas a presenca de Escherichia coli.

Cinco amostras (16,7%) apresentaram contagem de fungos filamentosos e leveduras
acima do limite maximo permitido pela legislacao vigente (BRASIL, 1997), uma destas com
contagem de 3,0 x 10° UFC.g", indicando praticas higiénicas insatisfatorias durante o
processo de fabricacdo do queijo parmesdo ralado, o que inclusive pode representar ainda um
risco sanitario, j& que o desenvolvimento de alguns fungos pode ser acompanhado da
formag¢ao de micotoxinas no produto.

Nas amostras contaminadas por fungos, ndo foi possivel estabelecer uma associa¢ao
com os resultados encontrados nas determinagdes quimicas, tais como valores de umidade
acima do permitido ou Aa acima de 0,800 ou ainda, baixas concentragdes de 4cido sorbico.

Com excecdo da contagem de fungos filamentosos e leveduras, os resultados
microbiologicos deste estudo sdo semelhantes aos encontrados por Pimentel et al. (2002) e
pela avaliacdo realizada pelo INMETRO (BRASIL, 2003a), onde ndo foram observadas
contaminagdes de origem microbiologica acima dos limites maximos permitidos pela
legislagdo em nenhuma amostra analisada.

4 CONCLUSOES

Das amostras analisadas, apenas quatorze (46,7%) estavam em acordo com a
legislacdo que regulamenta a qualidade do queijo ralado comercializado no pais. Tais
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resultados evidenciam a ocorréncia de falhas nas boas praticas de fabricagdo do queijo
parmesdo ralado, e, ainda que ndo oferegam riscos diretos a saide do consumidor, faz-se
necessario maior rigor nas fiscalizagdes pelas autoridades responsaveis.

5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BARROS, J. J. C. Estudo in situ de culturas autdctones de Lactobacillus helveticus
autoliticos sobre a dinAmica bioquimica e sensorial do queijo Parmesao. 2009.106f. Tese
(Doutorado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos) - Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas, Universidade Estadual Paulista, Sdo José do Rio Preto, 2009.

BRASIL. Ministério da Agricultura e do Abastecimento. Portaria n® 357 de 04 de setembro de
1997. Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Queijo Ralado. Didrio Oficial da
Uniao. Brasilia, 08 set. 1997.

BRASIL. Instituto Nacional de Metrologia, Normaliza¢do e Qualidade Industrial. Programa
de Analise de produtos. Analise da conformidade das amostras de queijo ralado. 14 mar.
2003. Disponivel em: <http://www.inmetro.gov.br/consumidor/prodAnalisados.asp>. Acesso
em: 25 ago. 2011.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Instru¢do Normativa n° 62 de
26 de outubro de 2003. Métodos Analiticos Oficiais para Andlises Microbiologicas para
Controle de Produtos de Origem Animal ¢ Agua. Diario Oficial da Unido. Brasilia, 18 set.
2003c¢. Disponivel em: < http://www.agricultura.gov.br/legislacao>. Acesso em: 25 ago. 2011.
BRASIL. Instrugao Normativa n® 68, de 12 de dezembro de 2006. Métodos Analiticos Fisico-
Quimicos para Controle de Leite e Produtos Lacteos. Diario Oficial da Unido. Brasilia, 14
dezembro 2006.

COMA, V. Bioactive packanging techologies for extended shelf life of meat-based products.
Meat Science, v.78, n. 3, p. 90-103, fev., 2008.

FERRAND C.; MARC, F.; FRITSCH, P. et al. Mutagenicity and genotoxicity of sorbic acid-
amine reaction products. Food Additives and Contaminants, v.17, n. 11, p.895-901, dez.
2000.

FORSYTHE, S.J. The microbiology of safe food. 2* ed. London, Wiley-Blackwell, 2010.
476p.

FRANCO, B.D.G; LANDGRAF, M. Microbiologia dos Alimentos. Rio de Janeiro: Atheneu,
2004. 182p.

FREHSE, H.; THIER, H.P. Die ermittlung er nachweisgrenze und bestmmungsgrenze bei
ruck standanalysen nach dem neuen. DFG-Konzept, v.35, n.1, p. 285-91, 1991.

INMETRO - Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial.
Orientacdes sobre validacdo de métodos de ensaios quimicos. DOQ-CGCRE-008, mar.
2003. 35 p.

JAY, J.M. Modern Food Microbiology. Gaithersburg: Aspen, 2005. 854p

JUSTUS, A.; FERRARI, L.M.B.; RODRIGUES, L.R. et al. Caracterizacdo fisica e quimica
de queijos parmesdo ralado comercializados na Regido Sul de Minas Gerais. Revista do
Instituto de Laticinios Candido Tostes, Juiz de Fora, v.66, n.379, p. 16-24, mar./abr. 2011.
LETH, T.; CHRISTENSEN ,T.; LARSEN, I.K. Estimated intake of benzoic and sorbic acid
in denmark. Food Additives and contaminants, v. 26, n. 6, p. 783-792, mar., 2010.
PIMENTEL, E.F.; DIAS, R.S.; RIBEIRO-CUNHA, M. et al. Avaliacdo da rotulagem e da
qualidade fisico-quimica e microbiologica de queijo ralado. Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, v.22, n.3, p.289-294, dez. 2002.

SALAVESSA, J.J.S.M. Salsicharia tradicional da zona do Pinhal: caracterizagao e
melhoramento da tecnologia de fabrico dos Maranhos. 2009. 321f. Tese. (Doutorado em

43



Ciéncia e Tecnologia Animal) — Faculdade de Medicina Veterindria, Universidade Técnica de
Lisboa. Disponivel em: < http://hdl.handle.net/10400.5/2843>. Acesso em: 25 ago. 2011.
SALVADOR, M. CAMASSOLA, M.; MOSCHEN, E.S. et al. Avaliacdo da qualidade
microbiologica de queijo prato e parmesdo ralado. Boletim CEPPA, v. 19, n. 1, p. 65-74, jun.
2001.

SILVA, N.; JUNQUEIRA, V.C.A.; SILVEIRA, N.F.A. et al. Manual de métodos de analise
microbioldgica de alimentos. Sdo Paulo: Livraria Varela, 2007. 552p.

SOFOS, J.; BUSTA, F. Sorbic acid and sorbates. In: DAVIDSON, P. & BRANEN, A.
Antimicrobials in foods. Idaho: Marcel Dekker, 1993. p. 49-94.

TFOUNI, S.A.V.; TOLEDO, M.C.F. Determination of benzoic and sorbic acids in Brazilian
food. Food Control, v. 13, n.2, p. 117-123, mar. 2002.

THERON, M.; LUES, J. Organic acids and meat preservation: a review. Food reviews
international, v. 23, n. 2, p. 141-158, abr. 2007.

WHO - World Health Organization. Evaluation of certain food additives and contaminants.
In. WHO Technical Report Series, n. 868, 1997. Disponivel em:
<http://whqlibdoc.who.int/trssyWHO TRS 868.pdf> Acesso em: 25 ago. 2011.

YOON, K.; TRAN, T.V. Revisiting the relationship between consumer loyalty and price
sensitivity: the moderating role of deal-proneness. The Journal of Marketing Theory and
Practice, v.19, n.3, p.293-306, dez. 2011.

44



3 CONCLUSOES

Estudos visando monitorar a qualidade do queijo ralado comercializado, especialmente
aqueles relacionados com pesquisas de fraudes e adulteragdes do produto, ainda sdo
necessarios de serem enfatizados no pais. Neste trabalho, apenas 14 amostras das 30
analisadas (46,7%) estavam em acordo com a legislagdo que regulamenta a qualidade do
produto. Além da falta de uniformidade na producdo, as principais irregularidades constatadas
foram referentes ao excessivo teor de umidade e também pela adigdo abusiva do conservante
acido sorbico. Tais resultados sugerem a ocorréncia de falhas nas Boas Praticas de Fabricagdo
pelas industrias responsdveis pelas marcas analisadas, o que representa além de fraude
econdmica, riscos a saude do consumidor, mesmo que de forma indireta. Com relagdo a
presenca de aflatoxina M;, mesmo estando em vigor, a legislacdo atual ainda ¢ insuficiente
para fiscalizacdo de derivados lacteos, ja que contempla somente os queijos. Ainda assim, o
limite existente para presenca da micotoxina neste produto ¢ excessivamente alto quando
comparado com os estabelecidos por outros paises. Desta forma, todas as amostras se
adequaram a legislacdo nacional quanto a presenca de AFM;. Como forma de controle desta
contaminacdo nos queijos, sugere-se que, a prevencdo da contaminagdo da dieta animal por
aflatoxina B; ainda ¢ de extrema importancia, ja que, os métodos de descontaminagdo do
alimento ainda s3o inviaveis de serem aplicados em larga escala. Desta forma, o controle das
condi¢des ideais ao desenvolvimento do fungo, como aquelas relacionadas a estocagem do
alimento sdo decisivas a formag¢do da micotoxina e consequentemente a sua veiculagdo ao
queijo.
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4 APENDICES

APENDICE A — Sintese dos resultados das analises quimicas, microbiologicas e pesquisa de aflatoxina M;.

Amostra  Umidade (g/100g) Atividade de 4gua pH ﬁ;lt(llce‘fg% ggc_II(;O Ac(llﬁg'ig;-?;co Aﬂl;ltl::iln(;eMl Microbiologia
Al 16,68 + 0,24 0,721 +£ 0,001 4,84 +£0,01 1,05+ 0,03 504 £ 30 0,42 + 0,02 Dentro dos limites
A2 16,71 £ 0,07 0,721 £ 0,004 4,76 £ 0,02 1,08 + 0,03 438 £ 08 0,52 + 0,05 Dentro dos limites
A3 18,47 +£ 0,37 0,724 + 0,004 4,92 + 0,02 0,89 £ 0,02 514 + 34 ND Dentro dos limites
B1 16,83 £ 0,12 0,788 + 0,003 5,12 +£ 0,02 0,63 £0,01 1078 £37 0,16 £ 0,01 Dentro dos limites
B2 18,36 £ 0,18 0,793 + 0,003 4,89 +0,01 0,50 + 0,01 959 +£42 0,14 £ 0,01 Dentro dos limites
B3 17,19 +£ 0,24 0,805 + 0,004 5,26+ 0,10 0,61 +0,01 831 + 47 0,10+ 0,01 Dentro dos limites
C1 17,39 + 0,48 0,783 = 0,006 5,17+ 0,01 0,66 £ 0,02 <LQ ND Contam. Fungos
C2 19,53 £ 0,33 0,781 + 0,009 5,10+ 0,01 0,63 +0,01 <LQ ND Dentro dos limites
C3 22,55+ 0,25 0,829 £+ 0,005 4,61 £0,01 0,91 £0,01 <LQ ND Dentro dos limites
D1 17,94 +£ 0,27 0,705 + 0,004 4,85 +0,01 1,32 +0,03 817 + 47 0,06 + 0,01 Dentro dos limites
D2 19,10 £ 0,05 0,715 £ 0,002 4,81 £0,02 1,97 £0,07 775 £ 46 0,69 + 0,01 Dentro dos limites
D3 19,37 £ 0,46 0,714 + 0,001 4,85 +0,01 1,79 £ 0,08 811+29 0,09 + 0,01 Dentro dos limites
E1 16,80 + 0,25 0,789 £+ 0,002 4,61 £0,10 0,63 £0,01 1066 25 0,05 £0,01 Contam. Fungos
E2 15,04 £ 0,14 0,752 + 0,003 5,03 £ 0,06 0,65 £ 0,02 1073 £ 49 0,07+ 0,01 Dentro dos limites
E3 17,10+ 0,10 0,763 = 0,003 4,65 +0,01 0,51 +0,01 874 + 48 0,61 + 0,03 Dentro dos limites
F1 18,70 = 0,28 0,712 + 0,001 4,67 £0,02 1,82 + 0,02 1127 £ 106 0,27 £0,01 Dentro dos limites
F2 16,91 +£0,16 0,708 = 0,002 4,66 £ 0,00 2,00 £ 0,05 835+9 0,06 0,01 Dentro dos limites
F3 16,01 £ 0,34 0,716 + 0,001 4,75+ 0,01 2,00 £ 0,05 1148 + 90 ND Contam. Fungos
G1 23,46 £ 0,37 0,775 + 0,006 5,03+ 0,01 0,74 £ 0,02 414 £37 ND Contam. Fungos
G2 21,94 £ 0,28 0,760 = 0,004 4,88 £ 0,03 1,09 + 0,02 318+ 0 0,34 £ 0,03 Dentro dos limites
G3 22,84+ 0,16 0,744 + 0,003 491 +0,02 1,63 £ 0,03 366 £ 18 ND Dentro dos limites
H1 20,27+ 0,10 0,786 = 0,001 5,36 £ 0,01 0,74 £ 0,01 1066 £ 61 ND Dentro dos limites
H2 20,55+ 0,18 0,812 + 0,006 5,00 + 0,02 0,91 £ 0,03 1285 £ 104 ND Dentro dos limites
H3 19,26 + 0,38 0,761 + 0,003 5,12+ 0,02 0,71 £ 0,02 781 £52 ND Dentro dos limites
11 18,13 £ 0,20 0,721 £ 0,003 5,01 £ 0,04 0,65+ 0,01 <LQ 0,23 £ 0,02 Dentro dos limites
12 14,59 + 0,10 0,699 + 0,001 5,19+0,01 0,82+ 0,01 <LQ 0,49 + 0,05 Dentro dos limites
13 15,28 £ 0,02 0,713 = 0,002 5,02+ 0,01 0,66 £ 0,03 <LQ 0,41 +0,02 Contam. Fungos
J1 17,42 + 0,39 0,720 = 0,003 4,34 £ 0,01 1,68 £ 0,03 1010 <03 0,08 £ 0,01 Dentro dos limites
J2 16,73 £ 0,34 0,705 + 0,001 4,77 £ 0,01 1,93 £ 0,05 1031 £27 ND Dentro dos limites
J3 16,32 + 0,10 0,703 = 0,003 4,76 £ 0,01 1,89 + 0,05 1057 £ 45 ND Dentro dos limites

* Resultados expressos pela média + Desvio Padrao
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	1 INTRODUÇÃO
	CAPÍTULO I
	RESUMO
	ABSTRACT
	In Brazil, many studies have aimed to evaluate the exposure of AFM1 in dairy products. The incidence of this toxin in food is considered a public health issue due to its mutagenic capacity and high stability to the industrial processes in which the milk is submitted to the manufacture of dairy products. In this review has addressed the main subjects related to the occurrence and prevention of contamination with AFM1 in dairy products. Were discussed the new limits established in 2011 by ANVISA and quantification methods most commonly used. Based on the Theory of Obstacles of Leistner, was constructed a schematic illustration of the main barriers to prevent contamination of food with aflatoxins and consequently prevention of the risk of transmission of AFM1 in milk and dairy products. Conventional and alternative methods for decontamination and prevention of aflatoxin contamination were also addressed. The best way to prevent milk and dairy products contamination with AFM1 is reduce the risk of the contamination with aflatoxin in the animal diet. Prevent the prevalence of ideal conditions for fungus development, are of extreme importance, especially those related to food storage.
	1 INTRODUÇÃO
	2 DESENVOLVIMENTO
	CAPÍTULO II

	RESUMO
	ABSTRACT
	Aflatoxin M1 is a toxic metabolite and stable to the industrial processes in which the milk is subjected to the manufacture of dairy products and is widely present in such products. The objective of this study was to evaluate different methods of extraction of AFM1, and quantify the levels of mycotoxin in samples of grated parmesan cheese marketed in the Metropolitan Region of Rio de Janeiro. Were analyzed 30 samples representing 10 major brands marketed in the region by High Performance Liquid Chromatography with fluorescence detection preceded by purification by immunoaffinity chromatography. Of the three methods evaluated in this study, only one proved to be suitable for extraction. The mycotoxin was identified in 18 samples (60%) in concentrations up to 0,69 (g.Kg-1. All samples were below the limit established by Brazilian legislation (2,5 (g.Kg-1), however, eight (26.7%) could be considered contaminated when compared with the predominant regulation in the European Union.
	1 INTRODUÇÃO
	2 METODOLOGIA
	3 RESULTADOS E DISCUSSÃO
	3.1 Resultados dos ensaios de recuperação
	3.2 Quantificação de AFM1 nas amostras analisadas
	Nas condições experimentais adotadas, o tempo de retenção da AFM1 foi de aproximadamente 11 minutos e, a linearidade da curva analítica superior a 0,99 como apresentado na Figura 1.
	Os limites de detecção e quantificação do método foram de 0,02 e 0,05 g.Kg-1, respectivamente. Pode-se observar pela Figura 3 a alta seletividade obtida, onde verifica-se a inexistência de interferentes próximos ao tempo de retenção da AFM1.
	Desta forma, o método utilizado neste estudo demonstrou ser sensível, seletivo, preciso e com valores de recuperação de até 89,4%.
	AFM1 foi detectada em 18 amostras (60%), com valor máximo de 0,69 g.Kg-1 e média de 0,16 g.Kg-1. Nenhuma amostra ultrapassou o limite brasileiro de 2,5 g.Kg-1 estipulado pela ANVISA (BRASIL, 2011).
	No entanto, se fosse avaliado de acordo com a regulamentação da maioria dos países da União Européia, que adotam o valor máximo de 0,25 g.Kg-1 de AFM1 em queijos, 8 amostras (26,7%) estariam acima do limite permitido (EC, 2006).
	A Tabela 4 apresenta os valores de  encontrados nas amostras analisadas, os quais estão ilustrados na Figura 4.
	Marcas
	Níveis de AFM1 em g.Kg-1*
	Lote 1
	Lote 2
	Lote 3
	A
	0,42 ± 0,02 (4,8)
	0,52 ± 0,05 (9,0)
	ND
	B
	0,16 ± 0,01 (3,1)
	0,14 ± 0,01 (1,5)
	0,10 ± 0,01 (3,9)
	C
	ND
	ND
	ND
	D
	0,06 ± 0,01 (4,6)
	0,69 ± 0,01 (0,3)
	0,09 ± 0,01 (0,7)
	E
	0,05 ± 0,01 (1,3)
	0,07 ± 0,01 (1,1)
	0,61 ± 0,03 (5,6)
	F
	0,27 ± 0,01 (4,7)
	0,06 ± 0,01 (4,6)
	ND
	G
	ND
	0,34 ± 0,03 (9,5)
	ND
	H
	ND
	ND
	ND
	I
	0,23 ± 0,02 (7,3)
	0,49 ± 0,05 (9,5)
	0,41 ± 0,02 (4,9)
	J
	0,08 ± 0,01 (3,3)
	ND
	ND

	Neste trabalho, os resultados indicaram que este constante monitoramento dos níveis de AFM1 em derivados lácteos comercializados no Brasil devem ser realizados com maior frequência, especialmente pelo fato do país possuir atualmente um limite específico para a presença desta micotoxina em queijos.
	4 CONCLUSÕES

	De um total de 30 amostras de queijo parmesão ralado analisadas, 18 (60%) apresentaram níveis quantificáveis de AFM1. Todas as amostras estavam abaixo do limite máximo para AFM1 em queijos permitido pela atual legislação, entretanto, 8 (26,7%) poderiam ser consideradas contaminadas se fosse considerada a legislação adotada pela Uniçao Européia. Apesar da legislação brasileira ter adotado um limite para a presença de AFM1 em queijos, esta ainda é insuficiente por não contemplar outros derivados lácteos.
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	CAPÍTULO III
	RESUMO
	ABSTRACT
	The grated cheese is a food commonly consumed in the country and in the last decade few studies have studied its quality. In this study was evaluated the adequacy of grated parmesan cheese marketed in the Metropolitan Region of Rio de Janeiro in relation to the recommendations of current laws. Thirty samples were collected from ten product brands and analyzed their chemical and microbiological quality through methodologies official of the Agriculture, Livestock and Supply Ministry. The moisture found ranged from 14,6 to 23,5 g.100g-1, with six samples (20%) above the maximum limit of 20 g.100g-1. Water activity ranged from 0,703 to 0,829 and pH 4,34 to 5,36, averaging 4,90. The acidity values showed large variations between samples of the same brand, indicating lack of uniformity in production. In the search of the preservative sorbic acid, the contents ranged from undetectable to 1.285 mg.Kg-1, and ten samples (33.3%) were above the maximum limit of 1.000 mg.Kg-1. In microbiological research, fungal contamination was found in five samples (16.7%), those with a count of 3,0 x 105 CFU.g-1. Of the samples analyzed, only fourteen (46,7%) were in accordance with the laws regulating the quality of cheese market in the country. Thus, is necessary tightening up inspections by the authorities.
	Key words: moisture, Water activity, sorbic acid, Escherichia coli, Salmonella, molds.
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	De acordo com as descrições observadas nos rótulos dos produtos, o único ingrediente utilizado em todas as marcas foi o queijo parmesão. Em apenas uma amostra (3,3%) foi observada a indicação do uso do anti-umectante dióxido de silício e, nas trinta (100%) utilizaram-se como conservante o ácido sórbico ou sorbato de potássio. Esta preferência pelo uso de sais do ácido sórbico em queijos e derivados lácteos é relatada por vários autores e comumente realizada pelos fabricantes, já que apresenta eficiente inibição de fungos com conseqüente aumento na vida de prateleira do produto (THERON & LUES, 2007; COMA, 2008, SALAVESSA, 2009).
	Já a indicação do uso de natamicina não foi observada em nenhuma amostra como aditivo utilizado. Apesar de ser autorizado para uso em queijo ralado, acredita-se que a admissão do uso deste conservante não é aprovada pelos consumidores mais informados por tratar-se de um antibiótico.
	Estes resultados foram semelhantes aos descritos por Pimentel et al. (2002), que encontraram cerca de 40% das amostras acima do limite máximo tolerável de umidade (20 g.100g-1). Também na avaliação feita pelo Instituto Nacional de Metrologia, Normalização e Qualidade Industrial – INMETRO (BRASIL, 2003a) em dezoito marcas de queijo ralado, sete (38,8%) amostras estavam em desacordo com a legislação quanto aos teores de umidade.
	Os valores de Atividade de água encontrados variaram de 0,703 a 0,829. Na literatura científica diversos autores concordam que o valor de 0,800 é limitante para o desenvolvimento da maioria dos fungos deteriorantes em alimentos (FORSYTH, 2010; JAY, 2005; FRANCO & LANDGRAF, 2004). Neste estudo, duas das seis amostras que se encontravam acima do limite máximo de umidade, também apresentaram Aa acima de 0,800.
	Tais condições podem favorecer o desenvolvimento de microrganismos deteriorantes e/ou patogênicos, reduzindo a vida de prateleira do alimento e representando um risco à saúde dos consumidores. O consumidor ainda será lesado por adquirir um produto com maior quantidade de água do que o permitido e, da mesma forma, os fabricantes comprometem a concorrência justa por estarem obtendo vantagens em seus produtos de maneira ilegal.
	Os valores de pH variaram entre 4,34 a 5,36, com média de 4,90.  A variação entre as amostras das diferentes marcas analisadas foi pequena, com CV de 4,6%. Tais resultados são semelhantes aos descritos por Pimentel et al. (2001), porém, distintos daqueles apresentados por Justus et al. (2011), que encontraram valores na faixa de 5,73 a 6,97, o que segundo os autores, seria indicativo de fraude no produto.
	Em relação aos resultados da acidez titulável, estes apresentaram grandes variações entre as amostras avaliadas (CV=47,4%), com valores de 0,5 até 2,0 g.100g-1 de ácido lático, e média de 1,09 g.100g-1. De acordo com o Regulamento Técnico, a acidez do queijo ralado deverá ser semelhante a variedade de queijo do qual provenha.  Pesquisa realizada por Barros et al (2011), demonstra que os teores de acidez em queijo parmesão variam ao longo do período de maturação, sendo relatados valores na faixa entre 0,56 g.100g-1 e 1,77 g.100g-1 de ácido lático, indicando que os resultados encontrados neste estudo podem ser considerados adequados, já que foram avaliadas diferentes marcas.
	Na pesquisa do conservante ácido sórbico, os valores obtidos variaram do não detectado a 1.285 mg.Kg-1. Teores de até 1000 mg.Kg-1 foram observados em 66,6% das amostras, e como ilustrado na Figura 2, dez amostras (33,3%) apresentaram-se acima do limite máximo tolerado de 1.000 mg.Kg-1 (BRASIL, 1997).
	De acordo com Sofos & Busta (1993), a adição de ácido sórbico em concentrações na faixa de 0,05 a 0,3% possui reconhecido efeito inibitório no desenvolvimento de fungos, inclusive em espécies micotoxigênicas. Neste estudo, a concentração do conservante variou de não detectado a 0,19%. O valor máximo presente em uma porção do produto (considerando 10 g) correspondeu a 12,8 mg.
	A Organização Mundial de Saúde – OMS, estipula a Ingestão Diária Aceitável - IDA de ácido sórbico em 25 mg.Kg-1 de peso corpóreo (WHO, 1997), e, portanto, os teores do conservante encontrados nas amostras de queijo parmesão ralado não podem ser considerados suficientes para atingir a IDA, mesmo nas amostras onde foram ultrapassados o limite máximo estabelecido pela legislação brasileira.
	Entretanto, apesar do ácido sórbico possuir baixa toxicidade e ser metabolizado por caminhos semelhantes aos dos ácidos orgânicos, o mesmo é empregado em vários alimentos e seu consumo constante e em níveis altos pode provocar efeitos adversos no organismo, tais como acidose metabólica, urticária, asma, hiperpnéia e convulsões (WHO, 1997; FERRAND, 2000).
	Quanto ao valor encontrado para o Limite de Detecção do método, este correspondeu a 94 mg.Kg-1. Ressalta-se que, apesar de existirem metodologias de quantificação de ácido sórbico mais sensíveis (TFOUNI & TOLEDO, 2002; LETH et al., 2010), o valor encontrado pode ser considerado adequado pela finalidade na qual o método destinou-se, ou seja, a verificação da conformidade dos produtos amostrados em relação ao preconizado pela legislação. A metodologia oficial demonstrou ainda ser de fácil execução e aplicabilidade, possuindo baixo custo e não necessitando da aquisição de materiais certificados.
	Em relação aos resultados microbiológicos, todas as amostras apresentaram contagem de estafilococos coagulase positiva < 1,0 x 101 (estimado) e ausência de Salmonella sp em 25 g. Duas amostras (6,66%) foram positivas para coliformes totais e a 45 ºC, com número de termotolerantes em até 4,0 x 101 NMP.g-1, valor ainda abaixo do limite máximo permitido pela legislação (5,0 x 102 NMP.g-1). Ressalta-se que, mesmo com esta qualidade marginal aceitável, estes resultados indicam a contaminação de origem fecal direta ou indireta das amostras onde foram identificados. Entretanto, dos tubos positivos para coliformes a 45 ºC, não foram confirmadas a presença de Escherichia coli.
	Cinco amostras (16,7%) apresentaram contagem de fungos filamentosos e leveduras acima do limite máximo permitido pela legislação vigente (BRASIL, 1997), uma destas com contagem de 3,0 x 105 UFC.g-1, indicando práticas higiênicas insatisfatórias durante o processo de fabricação do queijo parmesão ralado, o que inclusive pode representar ainda um risco sanitário, já que o desenvolvimento de alguns fungos pode ser acompanhado da formação de micotoxinas no produto.
	Nas amostras contaminadas por fungos, não foi possível estabelecer uma associação com os resultados encontrados nas determinações químicas, tais como valores de umidade acima do permitido ou Aa acima de 0,800 ou ainda, baixas concentrações de ácido sórbico.
	Com exceção da contagem de fungos filamentosos e leveduras, os resultados microbiológicos deste estudo são semelhantes aos encontrados por Pimentel et al. (2002) e pela avaliação realizada pelo INMETRO (BRASIL, 2003a), onde não foram observadas contaminações de origem microbiológica acima dos limites máximos permitidos pela legislação em nenhuma amostra analisada.
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