ESCOLA UNIVERSITARIA VASCO DA GAMA

MESTRADO INTEGRADO EM MEDICINA VETERINARIA

Determinacédo de Aflatoxina M1 em leite e queijo dos Acores

Nuno Miguel Estrela Rego
Coimbra, julho 2021



ESCOLA UNIVERSITARIA VASCO DA GAMA

MESTRADO INTEGRADO EM MEDICINA VETERINARIA

Determinacédo de Aflatoxina M1 em leite e queijo dos Acores

Coimbra, julho 2021

Nuno Miguel Estrela Rego

Aluno do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria

Constituicéo do Juri Orientador Interno

Professora Doutora Sofia Alexandra

Presidente do Juri: Professora Doutora Anabela Giestas Cancela Duarte
Maduro de Almeida Francisco Coorientador Interno
Arguente: Professora Doutora Angelina Pena Professora Doutora Maria Eduarda
Orientador: Professora Doutora Sofia Alexandra Moreno da Silveira
Giestas Cancela Duarte Orientador Externo

Dr. Joéo Vidal

Associacao Agricola de Sao Miguel



Dissertacao do Estagio curricular

dos ciclos de estudo conducentes ao Grau de Mestre em Medicina Veterinaria da EUVG



Agradecimentos

Comeco por agradecer a Professora Doutora Sofia Duarte por ter aceite ser minha orientadora, pelo
auxilio prestado ao longo destes meses, pela enorme ajuda na realizagdo da parte experimental do

estudo e pelos esclarecimentos de duvidas. Tudo isto foi fundamental a elaboracdo desta
dissertacgao.

A minha coorientadora, Professora Doutora Eduarda Silveira, que sempre esteve disponivel para me

auxiliar.

A Professora Doutora Anabela Aimeida, pelo tempo que despendeu para me ajudar na realizagéo da
parte experimental do estudo.

A Associacéo Agricola de S&o Miguel por me acolher durante 6 meses de estagio, bem como, a todos
os veterinarios que tive a oportunidade de acompanhar e por todo o conhecimento que me
transmitiram, nomeadamente Dr. Jodo Vidal, Dr. Pedro, Dr. Nelson e em especial ao Dr. Francisco e
a Dr. Joana, que me ajudaram e motivaram.

A todos os meus colegas que me acompanharam ao longo destes 6 anos.

Aos meus amigos, em especial a Sofia Ramos, a Inés Santos, a Barbara Ferreira, a Carla Azevedo, a

Mariana Pinheiro e a Maria Jodo por terem tornado estes anos mais faceis.

A minha irm3, pela forca e incentivo durante todos estes anos.

Aos meus sobrinhos que séo agora a alegria da casa.

E finalmente aos meus pais, pelo apoio incondicional, que tudo fizeram para que hoje esteja a realizar
um sonho de sempre.



indice

AGrAAECIMEBINTOS ... iv
O e v
o [ToT=Ye [N 1o U i LR Vi
o [ToT=Yo [N = o =1 TR Vi
RESUIMO ..ot e ettt e e e ettt e et e e e e e et e e e e e et e e e e e e eenrnaaas 2
PalAVIAS CNAVES ... 2
A DSETACT .. 3
K Y O S e 3
Lo INEOAUGEO. ... 4
2. Material € MELOUOS. .........eeieiiiiee ettt e e ettt e e e e e e ettt eeaeeeeaneteeeeeaeeeeaanseaesaeeeeeeesannsnneeeeaeeens 6
A N 4 01 = To [T o APPSR PPPTTTTN 6
2.2 Materiais € procedimento O tESLE .........ceuuuuuiiii e e e e e e e e e e e 6
2.2.1 Preparacdo de amostra de leite e soro para pesquisa de AFM1........cccoooeevvvvviiiiineeeeeeeennnnn, 6
2.2.2 Preparacdo de amostra de queijo para pesquisa de AFML .........ooooviiiiiiiiiiieeiiiiiee e 6
2.2.3 Determinacé@o de AFM1 NO |€ite, SOr0 € QUEIJO ... .uuvveeeeriiiiieiiieieieeieieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeee 7

2.3 Quantificac8o da AFML . ... 7
2.4 Célculo da ingestao didria eStimada ............ciiiiiiiiiiiiiiii e 7

2.5 Calculo dos valores extrapolados da concentragcdo de AFB1 na alimentagdo dos bovinos e

(o= 1] 1 0 8
3. RESUITAAOS € AISCUSSEO .....veeiiieeiiiiiiiieiit e e ettt e ettt e e e e s s e e e e e e s e s b e e e e e e e e e aannnrnneeeeeeeas 8
3.1 Desempenho analitico do MELOUO ..........ouuuiiiiii i e e e e e e e aaeaaas 8
3.2 Resultados das amostras analiSA0aS. .........uuviie i 10
3.3 Estimativa da ingestéo diaria da AFM1 pelos humanos ..., 17
3.4 Extrapolacéo da concentracdo de AFB1 na alimentac@o dos bovinos e caprinos..................... 18
I Ofo] o Tod [V - Lo F PP PP PP PPPPPPPRPTPRN 19
L = 1101 [T o = L= PP PPPPPPIRS 19
AANEBXOS ..ttt et e e et e e e e e et e e e e e e e e e r e I



indice de Figuras

Figura 1: Curva padrdo considerada para determinagéo de AFM1 nas amostras de leite e soro......... 9

Figura 2: Curva padrdo considerada para determinacdo de AFM1 nas amostras de queijo................. 9

indice de Tabelas

Tabela 1: Resultados da determinacdo de AFM1 nas amostras analisadas de leite, soro e queijo
L1 o TSP 10

Tabela 2: Estudos publicados relativamente a contaminacdo de AFM1 em leite e productos lacteos

LT a T o] (0o = PP P PSP PPPPPPPPPTPPPIR 12
Tabela 3: Ocorréncia mundial de contamina¢@o por AFML NO 1€t ... 14
Tabela 4: Ocorréncia mundial de contaminag@o por AFM1 NO QUEIJO. .....uuuununnnmin s 16

Tabela 5: Distribuicdo de AFM1 em queijo fresco, soro de leite e leite, durante a producéo do Queijo

Tabela 6: Cenarios de avaliacdo de exposi¢ao e risco por consumo de queijo fresco de acordo com
L0 0 L= 18
Tabela 7: Extrapolacdo da concentracdo de AFB1 na alimentacdo dos bovinos e caprinos em 3

cenarios (melhor, INtEMMEIO € PIOK) ...cviieieieiiei e e e e e e e e e e e e e e e r e e e e e e eeerannneeas 18

Lista de abreviaturas e acrénimos

AF: Aflatoxina

AFB1: Aflatoxina B1

AFM1: Aflatoxina M1

CV: Coeficiente de variacdo

DOP: Denominacéo de Origem Protegida

ELISA: Ensaio imunoenzimatico (do Inglés Enzyme-linkedimmunosorbent assay)

FAO: : Organizacdo das Nac¢bes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (do Inglés Food and
Agriculture Organization)

IARC: Agéncia internacional para a investigacdo do cancro (do InglésThe International Agency for
Research in Cancer)

IDE: Ingestao Diéria Estimada

Vi


file:///C:/Users/nuno/Desktop/dc%20finais/Tese%20-%20Nuno%20Rego%20FINAL.docx%23_Toc76155498
file:///C:/Users/nuno/Desktop/dc%20finais/Tese%20-%20Nuno%20Rego%20FINAL.docx%23_Toc76155499

INE: Instituto Nacional de Estatistica

LM: Limite M&ximo

PDI: Ingestao Diaria Provavel (do inglés Probable Daily Intake)
TDI: Ingestdo Diaria Toleravel (do Inglés Tolerable Daily Intake)
UE: Unido Europeia

VHB: Virus da Hepatite B

vii



Determinacédo de Aflatoxina M1 em leite e queijo dos Acores

Nuno Rego?, Sofia Duarte®®¢, Eduarda Silveira®®

aDepartamento de Ciéncias Veterinarias,Escola Universitaria Vasco da Gama, Av. José R. Sousa
Fernandes 197, Campus Universitario- Bloco E, Lordeméo, 3020-210, Coimbra, Portugal (nuno-1996-
rego@hotmail.com; sofia.duarte@euvg.pt; eduardasilveira@euvg.pt)

PLAQV-REQUIMTE, Faculdade de Farméacia da Universidade de Coimbra, 3000-548 Coimbra,
Portugal

¢Centro de Investigacdo Vasco da Gama, Escola Universitaria Vasco da Gama, Av. José R. Sousa

Fernandes 197, Campus Universitario- Bloco E, Lordem&o, 3020-210, Coimbra, Portugal


mailto:nuno-1996-rego@hotmail.com
mailto:nuno-1996-rego@hotmail.com
mailto:sofia.duarte@euvg.pt
mailto:eduardasilveira@euvg.pt

Resumo

As aflatoxinas (AF) sdo metabolitos secundarios produzidos por fungos do género Aspergillus
caracterizadas pela sua elevada toxicidade para animais e humanos. No caso dos ruminantes,
gquando estes ingerem alimento contaminado com AFB1, esta sofre uma metabolizagdo
principalmente no figado originando outros metabolitos, nomeadamente AFM1, que é excretada no
leite. As AFs, segundo a Agéncia Internacional para a Investigagcéo do Cancro (IARC), estéo incluidas
no grupo 1 como agente carcinogénico humano. A AFB1, a micotoxina com a maior
carcinogenicidade conhecida, apresenta comprovada associacdo a ocorréncia de carcinoma
hepatocelular, bem como a existéncia de evidéncia da sua atuacdo sinérgica com o virus da hepatite
B (VHB). Sendo impossivel fazer a eliminagdo total da presenga das micotoxinas, torna-se essencial
garantir a implementacdo de estratégias que reduzam a sua concentracdo em produtos que se
destinam a alimentacdo humana e animal, bem como, controlar os teores presentes nos alimentos. O
objetivo do estudo foi avaliar a ocorréncia da AFM1 em leite (bovino e caprino) produzido nos Acgores,
destinado ao fabrico de queijo fresco. Pretendeu-se ainda determinar o teor de AFM1 no queijo e soro
resultantes, para avaliar a exposi¢cdo e risco dos consumidores. Para tal foram recolhidos 14
conjuntos de amostras de leite bovino, respetivo queijo fresco e soro resultantes e 6 conjuntos de
amostras de leite caprino, respetivos queijos e soro resultantes, perfazendo um total de 60 amostras.
Estas foram recolhidas nos meses de marco e abril de 2021 e analisadas através do método de um
imunoensaio competitivo (Ridascreen, R-biopharm). Verificou-se que, considerando todas as
amostras analisadas, a frequéncia de contaminacao e o teor de AFML1 foi superior nas amostras de
gueijo (65%; 159,3 ng/L) comparativamente as amostras de leite (15 %; 6,9 ng/L) e soro (5 %; 6,9
ng/L). No caso do queijo de cabra, a frequéncia de contaminacgéo foi superior e o teor de AFM1 foi
inferior (83,3 %; 116 ng/L) relativamente ao queijo de vaca (57,1%; 186,3 ng/L). Estes resultados sao
semelhantes aos registados em estudos prévios similares que descrevem um aumento da
concentracdo de AFM1 em queijos, apesar de ndo existir, na Unido Europeia nenhum limite maximo
aplicavel neste alimento. Na avaliac@o da exposicdo humana & AFM1 pelo consumo de queijo fresco
verificou-se que o consumo de queijo fresco de bovino representa um contributo superior,
relativamente ao consumo de queijo de cabra. O risco estimado no caso das criancas foi superior aos
adultos, sendo identificadas por isso como mais vulneraveis. A concentragcéo estimada de AFB1 na
alimentacdo animal dos bovinos foi de 0,35 pg/Kg, enquanto nos caprinos foi de 3,99 ug/Kg, e,
portanto, inferiores ao Limite Maximo em vigor (5 pg/kg). E recomendada a realizagio de estudos
adicionais, para garantir a monitorizagdo continua e diminuicdo do risco associado a exposicao
humana & AFM1, em particular dos grupos mais vulneraveis como as criangas.

Palavras chaves: Agores, AFB1, AFM1, ELISA, Leite, Queijo-Fresco, Bovino, Caprino.



Abstract

Aflatoxins (AF) are secondary metabolites produced by fungi of the Aspergillus genus characterized
by their high toxicity to animals and humans. When ruminants ingest AFB1- contaminated feed, it
undergoes metabolization mainly in the liver, originating other metabolites, namely AFM1, which is
excreted in milk. AF, according to the International Agency for Research on Cancer (IARC), are
included in group 1 as a human carcinogen. AFB1, the mycotoxin with the greatest known
carcinogenicity, has been shown to be associated with the occurrence of hepatocellular carcinoma,
besides the evidence of its synergistic action with the hepatitis B virus (HBV). Since it is impossible to
eliminate the presence of mycotoxins, it is essential to ensure the implementation of strategies that
reduce their concentration in products intended for human and animal consumption, as well as control
the levels present in food. The aim of the study was to evaluate the occurrence of AFM1 in bovine and
goat milk produced in the Azores, intended for the manufacture of fresh cheese. It was also intended
to determine the content of AFML1 in the resulting cheese and whey, to assess the exposure and risk
of consumers. For this purpose, 14 sets of samples of bovine milk, corresponding fresh cheese and
whey and 6 sets of goat milk samples, corresponding cheese and whey were collected, making a total
of 60 samples. These were collected between March and April 2021 and analyzed using a competitive
immunoassay method (Ridascreen, R-biopharm). It was found that, considering all analyzed samples,
the frequency of contamination and the AFM1 content was higher in cheese samples (65%; 159.3
ng/L) compared to milk samples (15%; 6.9 ng /L) and whey (5%; 6.9 ng/L). In the case of goat cheese,
the frequency of contamination was higher and the AFM1 content was lower (83.3 %; 116 ng/L)
compared to cow's cheese (57.1%; 186.3 ng/L). These results are similar to those reported in previous
similar studies that describe an increase in the concentration of AFML1 in cheese, although there is no
maximum limit applicable in this food in the European Union (EU). In the evaluation of human
exposure to AFM1 through the consumption of fresh cheese, it was found that the consumption of
fresh bovine cheese represents a greater contribution than the consumption of goat cheese. The
estimated risk in the case of children was higher than that of adults, which is why they are identified as
more vulnerable. The estimated concentration of AFB1 in animal feed for cattle was 0.35 pg/kg, while
in goats it was 3.99 ug/kg, and therefore below the current Maximum Limit (5 pg/kg) in force in the EU.
Additional studies should be carried out to ensure continuous monitoring and reduction of the risk
associated with human exposure to AFM1, in particular of the most vulnerable groups such as
children.

Keywords: Azores, AFB1, AFM1, ELISA, Milk, Fresh Cheese, Bovine, Goat



1. Introducéo

As aflatoxinas (AF) sédo metabolitos secundarios produzidos por fungos do género Aspergillus
nomeadamente das espécies Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e Aspergillus nominus
(Buszewska-Forajtaet al., 2020). As quatro principais AF com toxicidade mais elevada e ocorréncia
frequente sdo: AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 (Buszewska-Forajta et al., 2020).

A aflatoxina B1 (AFB1) é a AF mais tdxica, com reconhecida teratogenicidade, poder
carcinogénico e mutagénico. Resulta consequentemente numa diminuicdo do sistema imunitario do
animal, aumentando a suscetibilidade a doencas e infe¢cBes secundarias (Buszewska et al., 2020).
Segundo a Agéncia Internacional para a Investigacdo do Cancro (IARC — do Inglés The International
Agency for Research in Cancer), a AFB1 é a micotoxina com a maior carcinogenicidade conhecida,
incluida no grupo 1 como agente carcinogénico humano, estando comprovadamente associada a
ocorréncia de carcinoma hepatocelular em humanos, bem como, a existéncia de evidéncia da sua

atuacao sinérgica com o virus da hepatite B (VHB) (IARC, 2012).

No caso dos ruminantes, apds a ingestdo de AFBL1, parte desta, sofre uma degradacdo
ruminal ndo existindo a passagem para a corrente sanguinea. A porcdo gque consegue resistir a
degradacéo e chegar a corrente sanguinea é metabolizada principalmente no figado dando origem a
outros metabolitos, homeadamente aflatoxina M1 (AFM1). Esta pode ser excretada pela via renal,

pela bilis ou pela glandula maméaria (EFSA, 2004)

Nos bovinos, estima-se que cerca de 1-2 % da AFBL1 ingerida serd excretada no leite como
AFM1. Contudo, existem estudos que ja evidenciaram uma excrecdo de 6,2 % (EFSA, 2004). A
ingestdo de alimento contaminado com AFB1 resultara na detecdo de AFM1 no leite dois a trés dias
apos a ingestdo desse alimento e serdo necessarios mais dois ou trés dias para que os niveis se
reduzam até zero, considerando que durante todo esse periodo o animal ndo ingeriu alimento

contaminado (Duarte et al., 2012).

No caso dos caprinos, a AFM1 pode ser detetada no leite uma hora ap6s a ingestdo do
alimento contaminado, sendo que, o pico surge trés a seis horas apés a ingestdo. Esta micotoxina
deixa de ser excretada no leite 84 horas ap0s a ingestdo de AFB1. A taxa de excre¢do de AFM1 no
leite € muito inferior & de bovinos, estimada em 0,17 % da dose Unica de AFB1 (Battacone et al.,
2012).

Sendo impossivel fazer a eliminagéo total da presenca destes contaminantes naturais, torna-
se essencial garantir que a sua concentragdo em produtos que se destinam a alimentacdo animal
seja reduzida. Devido a relacdo direta dos niveis de AFB1 ingeridos com os niveis de AFM1
excretados, esta estabelecido, na UE (Unido Europeia), um limite méximo (LM) de contaminagédo por
AFB1 na alimentagdo animal (EC, 2002). Foram igualmente fixados limites méaximos de AF em
diversos géneros alimenticios, incluindo em leite cru, leite tratado termicamente e leite para o fabrico
de produtos lacteos (50 ng/L; EC, 2010).



O arquipélago dos Acores representa cerca de 30% da producédo de lacticinios a nivel
nacional (de Almeida et al., 2020). Em 2019, o arquipélago apresentava um efetivo de bovinos que
rondava as 125 mil vacas adultas (73 % vacas leiteiras), principalmente da raca Holstein-Frisia e um
efetivo de de 8 mil caprinos, principalmente da raca Saanen (SREA et al.,, 2020). O sistema de
producdo leiteira é caracterizado pelo uso rotacional de pastagens tendo, nos Ultimos anos,
aumentado a pratica de utilizacao de silagens (milho e/ou erva) e suplementacdo com concentrado,
distribuido durante a hora de ordenha (de Almeida et al., 2020). Em 2020 foi produzido nos Agores
102 000 toneladas de leite de vaca e cerca de 32 000 kg de queijo (SREA et al., 2020). Em termos de
producdo leiteira caprina torna-se dificil quantificar, pois ndo possui a organizacdo nem a dimenséo
da producéo leiteira bovina, sendo que grande percentagem desse leite é para autoconsumo ou para
venda direta ao consumidor (Capela et al., 2017).

No arquipélago existem 2 queijos com Denominacdo de Origem Protegida (DOP) que sao:
gueijo de Sao Jorge (queijo curado, de pasta dura ou semi-dura obtido através de leite cru de vaca) e
gueijo do Pico (queijo curado de pasta mole amanteigado obtido através de leite cru de vaca).
Existem mais queijos produzidos nos Acores que ndo chegam ao mercado do continente devido a
algumas limitacdes, tais como, o volume de producéo ndo ser significativo, bem como, os custos de
transporte associados, 0 que torna dificil competir com os queijos no mercado do continente (de
Almeida et al., 2020).

No processo de fabrico de queijo, a AFM1 liga-se a caseina, logo os valores de concentracao
desta micotoxina séo inferiores no soro de leite comparativamente a coalhada. Estudos anteriores
demonstraram que a concentracdo de AFM1 é superior em gueijos de pasta mole (cerca de 3 vezes)
ou pasta dura (cerca de 5 vezes) comparativamente ao leite a partir do qual foram produzidos
(Prandini et al., 2009). Processos tecnologicos como a pasteurizacdo, esterilizacdo ou até mesmo a
congelacdo, realizado com o objetivo de reduzir os niveis de AF no leite e consequentemente nos
restantes produtos lacteos derivados ndo demonstraram ter eficacia na redugdo dos niveis de AFM1
(Igbal et al., 2015).

Segundo a Organizacgdo das Nacdes Unidas para a Alimentacéo e Agricultura (FAO), o leite
e pelo menos um producto lacteo representa 15 % da alimentacdo didria na Europa. Esta mesma
organizacdo refere que cerca de 6 bilides de pessoas consomem leite e lacticinios, o que revela a
importancia da regulamentacdo com o fim de reduzir a exposi¢do humana a esta micotoxina perigosa
para o homem, bem como, para o animal (FAO, 2020).

No presente estudo pretendeu-se determinar os teores de AFM1 no leite (bovino e caprino),
no respetivo soro e nos queijos frescos resultantes produzidos na ilha de S&o Miguel, através da
técnica de ELISA. Pretendeu-se ainda efetuar uma avaliacdo da exposi¢do e analise de risco dos
consumidores de queijo fresco. Com base nos dados de toxicocinética disponiveis para bovinos e
caprinos, pretendeu-se finalmente avaliar a exposi¢do dos animais produtores a AFB1.



2. Material e métodos

2.1 Amostragem

Foram recolhidos, em 4 queijarias da ilha de S&o Miguel, Acores, 20 conjuntos de amostras
de leite pasteurizado, respetivo soro e queijo fresco final (14 produzidos em bovinos e 6 em caprinos).
Todas as queijarias tém uma producdo artesanal, recebendo leite de varias exploracdes,
principalmente, com sistema semi-intensivo. O leite recebido foi tratado termicamente por
pasteurizacdo (65-67°C durante 30 minutos). No fabrico do queijo fresco, nas 4 queijarias, utilizou-se
cloreto de s6dio e promoveu-se a coagulacdo enzimatica, com coalho de origem microbiana (derivado
de Rhizomucor miehei, comercializado em po).

As amostras foram recolhidas durante os meses de marcgo e abril de 2021. Imediatamente

apos a sua recolha, todas as amostras foram congeladas até a respetiva analise.

2.2 Materiais e procedimento do teste

Para determinar os niveis de AFM1 nas amostras utilizou-se  um
ensaio imunoenzimatico competitivo  (ELISA) usando um  Kit  comercial (RIDASCREEN
® Aflatoxin M1 R-Biopharm AG®, Alemanha), seguindo todas as instrucdes fornecidas pelo

fabricante.

2.2.1 Preparacdo de amostra de leite e soro para pesquisa de AFM1

Apébs descongelacdo, as amostras de leite e soro foram centrifugadas (Sigma 3K15) para
remover a gordura a 3500 g a uma temperatura de 10 °C durante 10 minutos. Apos essa
centrifugacdo, removeu-se toda a camada de gordura por aspiracdo com uma pipeta de Pasteur. No
caso do leite, foi necessario repetir este procedimento de centrifugacdo e remocdo da camada
superior de gordura. Duzentos microlitros de amostra desnatada foram transferidos para um tubo

Eppendorf®, devidamente identificado com o cédigo da amostra.

2.2.2 Preparagdo de amostra de queijo para pesquisa de AFM1

Apos descongelacgdo, 5 g de cada amostra macerada de queijo num tubo de falcon (Deltalab)
foi sujeita a homogeneizacéo forte, com auxilio de um agitador vortex (Zx3 UniEquip), com 20 mL de
metanol a 70 %. Seguiu-se uma incubac¢édo (Heidolph® incubator 1000) a 50 °C durante 30 minutos,
sendo necessaria uma agitacdo vigorosa dos tubos no vortex a cada 5 minutos. Apés a incubacéo,
procedeu-se a uma centrifugacdo a 3000 g durante 10 minutos a 10 °C. De seguida, transferiu-se 2
mL da fase aquosa (sem gordura) para um tubo de falcon, no qual foi adicionado 2 mL de n-hexano
(Sigma-Aldrich) antes de uma agitacdo no vortex, a velocidade méxima, durante 10 segundos. Os
tubos foram novamente centrifugados (10 minutos/ 3000 g/ 10 °C) para a separacao de fases. Apos a
centrifugacgdo retirou-se 100 pl da fase aquosa inferior e diluiu-se a 1:5 com 400 pL de tamp&o de

diluico (incluido no kit) e transferiu-se para um tubo Eppendorf® devidamente identificado.



2.2.3 Determinacédo de AFML1 no leite, soro e queijo

Foram registadas todas as posi¢cfes (em pocos duplicados) das solu¢des padréo (0, 5, 10, 20,
40, 80 ng/L) e das amostras na microplaca. De seguida foi adicionado, 100 uL de anticorpo a cada
poco, agitou-se a placa manualmente e incubou-se a temperatura ambiente (20-25 °C) durante 15
minutos. Apds esse periodo de incubacdo, descartou-se o liquido dos pogos e sacudiu-se a
microplaca vigorosamente contra papel absorvente para garantir a sua remo¢do completa. Foram
adicionados 250 yL de tampédo de lavagem, a todos os pogos e removeu-se novamente o liquido.
Este procedimento de lavagem foi repetido duas vezes.

De seguida, adicionou-se 100 ul das amostras preparadas e solu¢des padrdao na placa,
agitando a placa manualmente e deixou-se incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente no
escuro. Apos esse periodo de incubacéo, repetiu-se o procedimento de lavagem, tal como descrito
anteriormente. Logo depois, adicionou-se 100 pl do conjugado enzimatico nos pogos, agitou-se a
placa manualmente e incubou-se por 15 minutos a temperatura ambiente no escuro. Apds esse
periodo de incubacdo, efetuou-se novamente o procedimento de lavagem, tal como descrito

anteriormente.

Adicionou-se 100 pl de substrato/cromogéneo em todos os pocos e agitou-se a placa
manualmente, antes do periodo de incubacdo de 15 minutos a temperatura ambiente, no escuro. Por
fim, adicionou-se 100 pl da solucéo stop a cada poco, agitou-se a placa manualmente e mediu-se a

absorbancia a 450 nm, no leitor de microplacas (OpticlvymenSystem 2100-C®)

2.3 Quantificacdo da AFM1

As absorbéncias obtidas foram inseridas num software especifico (RIDASOFT® Win.NET) do
mesmo fabricante e, através da funcéo spline cubica, foi calculado o teor de AFM1 em cada amostra.
De acordo com o fabricante, o limite de detecéo (LOD) correspondeu a 5 ng/L, no caso das amostras
de leite e soro. Relativamente as amostras de queijo, por utilizagdo da nota de aplicagcdo especifica

para esta matriz (associada a um factor de diluicdo de 22,5), o LOD correspondeu a 0,14 ng/L.

2.4 Célculo daingestao diaria estimada

A ingestéo diaria estimada (IDE) de AFML1 foi calculada com base na soma da concentragcédo
de AFM1 das amostras (>LOD) analisadas (2C), a estimativa de consumo anual de queijo em
Portugal (M), o total de amostras com teor superior ao LOD (N), o nimero de dias do ano (D) e por
fim o peso corporal médio (P). Com estes dados utilizou-se a seguinte formula IDE = (XC)(M.N1.D1.P-
1). Em 2019, o consumo humano de queijo per capita (kg/ hab.) em Portugal, segundo o Instituto
Nacional de Estatistica (INE), foi de 13,8 kg (INE, 2021). O peso corporal médio da populacdo adulta
foi considerado 69 kg (Arezes et al., 2006), enquanto o peso médio de uma crian¢ca de 10 anos foi
considerada 30kg (Ministério da Saude et al., 2009). Foram ainda considerados diferentes cenarios,
tendo em conta os teores minimos (melhor cenéario), médios (cenério intermédio) e maximos (pior
cenério) dos queijos frescos produzidos a partir de leite bovino e caprino. Para a avaliagdo de risco, a



percentagem de ingestéo diaria toleravel (TDI do Inglés Tolerable Daily Intake) do consumo de queijo
fresco foi calculada através da seguinte formula: %TDI = (IDE/TDI) x 100. Para AF, o TDI foi obtido
através do valor proposto por Kuiper-Goodman (1990; 0.2 ng/Kg, pc/dia).

2.5 Calculo dos valores extrapolados da concentracdo de AFB1 na alimentacédo dos bovinos e
caprinos

Ap6s a determinacé@o dos niveis AFM1 nas amostras de leite foi estimado o teor médio de
AFB1 presente no alimento consumido pelos animais. Para tal, considerou-se que a AFBL1 ingerida é
convertida em AFM1, excretada no leite, a uma taxa de 2 % no caso dos bovinos (EFSA, 2004) e
0,17 % no caso dos caprinos (Battacone et al., 2012). A férmula aplicada para esta estimativa foi a
seguinte (Duarte et al.,, 2013): AFB1 (ug/Kg) = (AFM1 (ng/Kg) x 100)/(T x 1000), na qual T

corresponde a taxa considerada para bovinos e caprinos

3. Resultados e discussao

3.1 Desempenho analitico do método

Uma vez que foram utilizadas duas microplacas para determinacdo do teor de AFM1, foram
obtidas duas curvas padréo pelas determinacfes (valor médio de poc¢os duplicados) de cada um dos
seis niveis de concentracdo (solucbes padrdo) de AFM1. No caso das amostras de leite e soro foi
obtida a curva padrdo n°1 apresentada na Figura 1 e, no caso das amostras de queijo, foi obtida a
curva n°2 apresentada na figura 2. Os coeficientes de variacdo (CV) calculados para os valores de
absorbancia obtidos em cada uma das solucfes padrédo foram inferiores a 4,7 % (no caso da curva
n°l) e 6,7 % (no caso da curva n°2). No caso das absorbancias das amostras, o valor médio de CV

foi 2,8 % no caso de amostras de leite e soro e 2,7 % no caso das amostras de queijo.
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3.2 Resultados das amostras analisadas

Os resultados obtidos sao apresentados na Tabela 1. Em relacéo a totalidade das amostras
de leite analisadas (n=20), apenas 3 apresentaram resultado superior ao LOD (5 ng/L), variando entre
6,8 ng/L e 7,0 ng/L, e, portanto, muito inferior ao limite maximo permitido na Unido Europeia (UE) (50
ng/L; EC, 2010). Quanto as amostras de soro, apenas foi determinado um valor superior ao LOD,
mas similar ao teor médio determinado no leite (6,9 ng/L). Quanto as amostras de queijo, observou-se
um ndmero superior de amostras positivas e no caso das amostras produzidas a partir de leite

bovino, um teor superior e com um valor maximo de 362,3 ng/L.

Tabela 1: Resultados da determinacdo de AFM1 nas amostras analisadas de leite, soro e queijo

fresco
Amostra Espécie Frequénciade Média + Desvio Padréo (ng/L) Intervalo de
contaminacéo, n (%) contaminacéo (ng/L)

Leite Bovina 2/14 (14,3%) 6,9+0,1 [6,8-7,0]
Soro 1/14 (7,1%) 6,9

Queijo fresco 8/14 (57,1%) 186,3 £ 89,7 [100,2-362,3]
Leite Caprina 1/6 (16,7%) 6,8
Soro 0/6 (0%)

Queijo fresco 5/6 (83,3%) 116 £ 15,7 [104,9-142,9]

O grupo oriental do arquipélago dos Acores, onde as amostras foram recolhidas, tem um
clima do tipo Csb (clima temperado com verdo seco e suave), himido, com precipitacdo ao longo de
todo o0 ano e uma temperatura estavel que varia entre 15 e 25 °C (Almeida et al., 2021). Os fungos do
género Aspergillus apresentam uma ampla faixa de tolerdncia de temperatura (19-35°C) para
producé@o de AFs. A atividade da 4gua (aw) ou agua livre é outro fator essencial para o crescimento
de fungos e produgcdo de micotoxinas (Valencia-Quintana et al., 2020). Assim sendo, o clima dos
Acores s6 por si apresenta condi¢cfes favoraveis. E estas condigbes, poderdo estar na origem dos
elevados niveis de contaminacdo (superiores aos 50 ng/L) detetados nas amostras de leite UHT
produzidas nos Ac¢ores no estudo de 2013 (Duarte et al., 2013).

As amostras do presente estudo foram recolhidas na estacdo da primavera (margo e abril),
contudo a transferéncia/ carryover tende a variar ao longo do ano. Relativamente as variacdes
sazonais, é reconhecido um aumento de AFM1 no leite durante o inverno e estagédo seca, pois é
guando os animais recebem alimento com maior risco de estar contaminado ou uma alimentacao

mais incompleta. Sabe-se que uma diminuicdo de fibra efetiva na alimentacéo de ruminantes leva a
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um desequilibrio ruminal e consequentemente a flutuagcdes do pH ruminal que influenciardo no
crescimento de alguns grupos bacterianos de grande importdncia na degradacdo da AFB1
(Costamanga et al., 2019).

Numa tentativa de perceber a influéncia do clima e estacdo do ano na taxa de excrecdo de
AFM1 no leite de vaca, foi realizado um estudo no Brasil (Venancio et al., 2018), com o objetivo
comparar a excrecdo de AFM1 no leite durante o verdo e o inverno em clima temperado e clima
subtropical. Sera também importante referir que as amostras analisadas no estudo citado nao
apresentavam diferencas significativas na composi¢cdo do leite (teor de gordura e teor proteico). Os
resultados obtidos demonstraram a auséncia de diferengas significativas entre as duas zonas
climaticas, bem como, em ambas as estacdes do ano (Venancio et al., 2018).

O modo de producédo tem também uma grande importancia nos niveis de AFM1 no leite. As
amostras analisadas no presente estudo, tanto de bovinos como caprinos, provém de explora¢cfes
semi-intensivas, pois apesar dos animais terem acesso a pastagem, é adicionado concentrado bem
como silagem de erva e silagem de milho. Um estudo de determinacdo de AFM1 em amostras de
leite de cabra relacionando com o sistema de producdo dos animais, concluiu que amostras de
sistemas intensivos apresentavam niveis de AFM1 e taxas de incidéncia superiores as recolhidas em
sistemas extensivos (Virdis et al., 2008).

O leite recolhido nas queijarias corresponde ao leite de tanque das exploracfes o que torna
impossivel comparar por fases produtivas. Existe uma grande variabilidade individual no que diz
respeito a taxa de transferéncia de AFML1. O inicio da lactacdo tende a apresentar transferéncias mais
elevadas comparativamente a lactacdes mais avancadas. Acresce que as infecBes do Ubere podem
influenciar também na taxa de transferéncia (Prandini et al., 2009). Recentemente foi publicado um
estudo que avaliou o teor de AFM1 no leite de bovino comparativamente ao tipo de producéo (alta
producdo, média producdo, baixa producdo) e os resultados deste estudo indicaram niveis de
transferéncia mais elevados em animais de média e alta producdo comparativamente a animais de
baixa producéo (Costamagna et al., 2019)

Nos ultimos 21 anos em Portugal foram publicados diversos estudos de determinagfes de

AFM1 em produtos lacteos (Tabela 2).
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Tabela 2: Estudos publicados relativamente a contaminacdo de AFM1 em leite e productos lacteos

em Portugal
Ano |Amostra (espécie| Metodologia |Frequéncia de| Frequéncia de contaminacéo (n, %) por intervalos de [Referéncia
animal produtora)| Analitica (LOD, | contaminag&o, contaminagao(ng/L)
ng/L ou ng/Kg) n (%) <5 5-10 11-20| 21-50 | >51
1999 Leite Cru HPLC (5) 25/31 (80,6%) | 6 (19,4%) 17 (54,8%) [2(6,5%) 6 0 (0%) [Martins et
(bovino) (19,3%) al.,(2000)
UHT — leite gordo| 17/18 (94,4%) | 1 (5,6%) 2 (11,1%) 8 6 |1(56%)
(bovino) (44,4%)|(33,3%)
UHT - Leite meio 20/22 (90,9%) | 2 (9,1%) 0 (0%) 1(4,5%) 18 [1(4,5%)
gordo (bovino) (81,9%)
UHT — Leite 23/30 (76,7%) | 7 (23,3%) 7 (23,3%) 16 | 0(0%) | 0 (0%)
magro (bovino) (53,4%)
Frequéncia de contaminagéo (n, %) por intervalos de |Martins et
contaminagao(ng/L) al.,(2004)
<10 10-35 36-50 | 51-65 | >65
2001 | logurte natural HPLC (10) 2/48 (4,2%) 46 (95,8%) 0(0%) |2 (4,2%)| 0 (0%) | O (0%)
(bovino)
logurte com 16/48 (33,3%) 32 (66,7%) 6 (12,5%) (4 (8,3%)[2 (4,2%)[4 (8,3%)
pedagos de
morango (bovino)
Frequéncia de contaminacé&o (n, %) por intervalos de [Martins et
contaminagao(ng/L) al., (2005)
<5 5-20 21-40 | 41-50 |51 -80
1999- |Leite cru (bovino) HPLC (5) 394/598 204 (34,1 %) (254 (42,5%) 78 13 49
2004 (65,8%) (13,0%)| (2,2%) | (8,2%)
Frequéncia de contaminagdo (n, %) por intervalos de |Duarte et
contaminagao(ng/L) al., (2013)
<5 5-10 11-20 | 21-50 | >51
2011 | Leite (bovino) ELISA (5) 11/40 (27,5%) 29 (72,5) 6 (15%) | 2 (5%) |1 (2,5%)| 2 (5%)
Frequéncia de contaminagédo (n, %) por intervalos de [Presente
contaminacéo(ng/Lou ng/kg) estudo
<5 5-10 11-20 | 21-50 | >51
2021 [ Leite (bovino) ELISA (5) 2/14 (14,3%) 12 (85,7%) 2 (14,3%) | 0 (0%) | 0 (0%) | 0 (0%)
Soro (bovino) ELISA (5) 1/14 (7,1%) 13 (92,9%) 1(7,1%) | 0 (0%) | 0 (0%) | 0 (0%)
Queijo (bovino) | ELISA (0,14) | 8/14 (57,1%) 6(42,9%) 0(0%) [0(0%)|0(0%)| 8
(57,1%)
Leite (caprino) ELISA (5) 1/6 (16,7%) 5 (83,3%) 1(16,7%) | 0 (0%) | 0 (0%) | 0 (0%)
Soro (caprino) ELISA (5) 0/6 (0%) 6 (100%) 0(0%) |0 (0%) | 0 (0%) | O (0%)
Queijo (caprino) | ELISA (0,14) | 5/6 (83,3%) 1 (16,7%) 0(0%) |0(0%)[0(0%)| 5
(83,3%)
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Através da Tabela 2 é possivel observar que todos os estudos similares de determinagéo de
AFM1 em leite, apresentaram niveis de AFM1 bem como de incidéncia muito superiores
comparativamente aos estimados no presente estudo. Também é possivel observar que, em todos os
estudos, determinaram-se teores que ultrapassavam o limite maximo (50 ng/L; EC, 2010) o que nao
se verificou no presente estudo. De facto, no estudo mais recente (Duarte et al., 2013), em que foram
analisadas 42 marcas comerciais de leite UHT comercializadas em Portugal continental, verificou-se
que os leites com os niveis mais elevados de AFM1 (acima do LM) eram provenientes dos Acores
ndo se tendo verificado no presente estudo, valores semelhantes. E importante sublinhar que
recentemente tem sido implementado um controlo numa das principais fabricas de alimentos
compostos, na ilha de Sdo Miguel, pela quantificacdo de AF do alimento final através de um teste de
imunocromatografia quantitativo (ROSA® FAST5 AflatoxinQuantitativetestFlowChart, CHARM). Tal
pratica apresenta resultados comprovadamente benéficos, uma vez que, comparando 0s teores
registados em 2013 (Duarte et al., 2013) com o0s registados no presente estudo, verifica-se uma
reducdo significativa dos teores de AFM1 no leite.

Ao observar a Tabela 3, que consiste huma compilacdo dos estudos publicados mais
recentes, a nivel mundial, acerca da contaminacdo do leite por AFM1, percebe-se que em todos os
paises foram detetados niveis que ultrapassam o LM europeu (50 ng/L; EC, 2010) estabelecido como
medida para reduzir a exposicdo humana a esta micotoxina carcinogénica. No caso do Iémen, o valor
maximo determinado foi superior ao LM estabelecido na Europa em cerca de 58 vezes (leite em pé;
Murshed et al., 2020) e no estudo do Paquistdo em cerca de 61 vezes (leite pasteurizado; Asghar et
al., 2018). De uma forma geral, o leite de vaca apresenta teores mais elevados de AFM1
comparativamente ao leite de cabra, como pode ser observado em ambos os estudos realizados no
Irdo (Rahimi et al., 2010; Bahrami et al., 2016). Nestes estudos, as amostras de leite de cabra
apresentam teores médios inferiores em cerca de 50% comparativamente as amostras de leite de
vaca. Observa-se adicionalmente que os leites tratados termicamente ndo demostram niveis
inferiores ao leite cru, confirmando a ineficicia dos tratamentos tecnolédgicos térmicos na reducéo dos

niveis de AFM1 em leite e produtos lacteos.
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Tabela 3: Ocorréncia mundial de contaminagdo por AFM1 no leite

Pais (Ano)

Brasil (2004-
2005)

Irdo (2010)

Brasil (2014)

Iréo (2015)

Paquistao
(2016-2017)

Bangladesh
(2019)

Egito (2016-
2017)

Iémen (2016-
2017)

Metodologia Amostra (espécie) Frequénciade Teor médio (ng/L)

analitica

(LOD, ng/L)

HPLC (10)

ELISA (5)

ELISA (5)

ELISA (5)

ELISA (5)

ELISA (5)

HPLC (12)

HPLC (2)

Leite pasteurizado
(caprino)

Leite UHT (caprino)

Leite em po6 (caprino)

Leite cru (bovino)

Leite cru (caprino)

Leite
pasteurizado(nd)

Leite UHT (nd)

Leite em po6 (nd)

Leite cru (bovino)

Leite cru (caprino)

Leite
pasteurizado(nd)

Leite cru (bovino)

Leite

pasteurizado(bovino)

Leite UHT (bovino)

LEITE cru colhido
em 2016 (bovino)

Leite cu colhido em
2017 (bovino)

Leite cru (nd)

Leite em p6 (nd)

contaminacao,
n (%)

7/12 (58,3)

10/12 (83,3)

8/12 (66,7)

59/75 (78,7)

19/60 (31,7)

7 (100)

28 (100)

7 (100)

54/64 (84,3)

25/56 (44.6)

143/156 (91,7)

35/50 (70)

13/25 (52)

5/25 (20)

13/60 (21,6)

11/60 (18,3)

26/38 (68,4)

40/60 (66,6)

72 £ 48

58 +44

56 +31

60,1+57,4

30,1+18,3

201

40 2

610+ 18

59,3+ 6,2

33,6 £4,7

346,2+12,3

699,1 + 469,6

99,8 £175,5

355+11,0

351+ 58

240 £ 40

85 +182

404+ 80

Intervalo de
contaminagao
(ng/L)

[10-200]

[10-200]

[10-100]

nd

nd

[10-30]

[10-80]

[33-810]

[6,1-188,2]

[8,9-81,7]

[20-3090]

[22,8-1489,3]

[18,11-672,18]

[25,07-48,95]

[50-660]

[50-510]

[21-418]

[21-2890]

Referéncia

Oliveira et al.,
(2007)

Rahimi et al.,
(2010)

Santos et al.,
(2015)

Bahrami et al.,
(2016)

Asghar et al.,
(2018)

Tarannum et al.,
(2020)

Ismaiel et al.,
(2020)

Murshed et al.,
(2020)

Nd: Informagé&o né&o disponivel
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Por consulta da tabela 4, que consiste numa compilacéo dos artigos mais recentes publicados
a nivel mundial, relativamente a contaminacao do queijo por AFM1, observa-se uma frequéncia de
contaminacdo que varia entre os 20% (Turquia; Temamogullari et al., 2014) e os 100% (Etidpia;
Tadesse et al., 2020). Estabelecendo a comparacdo com o presente estudo (65% no total de
amostras de queijo; 57,1% em amostras de queijo de leite bovino; 83,3% em amostras de queijo de
leite caprino), conclui-se que estda no intervalo das frequéncias de contaminacdo dos estudos
publicados. Quando se pretende comparar os teores de AFM1 no queijo com estudos prévios (Tabela
4), conclui-se que os valores apresentam algumas diferencas. E possivel observar valores maximos a
rondarem os 6000 ng/Kg, correspondendo a Etiépia (Tadesse et al., 2020) e ao lémen (Murshed et
al., 2020). Contudo, é de realcar que o teor médio de AFM1 no queijo poderéa variar entre estudos.
Essas diferencas devem-se ao tipo de queijo alvo de estudo, a composicdo do leite que serviu de
matéria-prima, os teores de AFM1 no leite, o tipo de fabrico (industrial ou artesanal), se existe ou ndo
maturacdo bem como os métodos analiticos usados na quantificagcdo das micotoxinas (Khaneghah et
al., 2021). Segundo Khaneghah et al. (2021), as amostras de queijo industrial apresentam teores de
AFM1 inferiores comparativamente as amostras artesanais, justificando esse facto com controlos
mais rigorosos na industria e também pelo facto de, a escala industrial, ser utilizada uma mistura de
leite de varias origens, o que ndo acontece a escala artesanal. Em relacdo a fase de maturacéo,
existem alguns estudos contraditérios. Os estudos que referem um aumento da concentracdo de
AFM1 durante esta fase justificam com a protedlise da caseina que liberta a AFM1 aumentando a sua
taxa de recuperacdo (Prandini et al., 2009). No presente estudo observou-se que o teor de AFM1 em
gueijo produzido a partir de leite de vaca era superior ao teor em queijo produzido a partir de leite de
cabra. De acordo com Khaneghah et al. (2021), o queijo fresco tende a reter numa maior
percentagem a AFM1 comparativamente ao queijo curado e o0 queijo fresco de vaca apresenta
geralmente niveis mais elevados de AFM1 comparativamente ao queijo fresco proveniente de leite de

mistura (vaca e cabra) ou de leite de cabra.

Na Tabela 5, é apresentada uma compilagcéo de artigos que tiveram como objetivo avaliar a
distribuicdo da AFM1 no queijo a partir do leite inicial. Em alguns dos artigos citados, nomeadamente
no Irdo (Kamkar et al., 2008), o leite foi artificialmente contaminado com AFM1. Os teores de AFM1
no soro sdo muito inferiores aos niveis de AFM1 presente no queijo e comparando com o0 presente
estudo, confirma-se a concordancia de resultados, pois das vinte amostras de soro obtidos durante o
fabrico do queijo fresco, apenas uma deu resultado positivo, sendo que as restantes tiveram resultado
abaixo do limiar de detecdo do teste (5 ng/L). Outra concordancia observada deve-se ao aumento dos
niveis de AFM1 no queijo final comparativamente ao leite inicial. Isto acontece porque AFM1 se liga a
caseina e permanece ligada durante o processamento de produtos lacteos, especialmente em
produtos com um alto teor proteico, como 0s queijos, pois AFM1 possui uma grande afinidade para as
zonas hidrofilicas da caseina ou proteinas do soro de leite, devido a sua natureza hidrofilica
(Khaneghah et al., 2021).

15



Tabela 4: Ocorréncia mundial de contaminagdo por AFM1 no queijo.

Pais
(Ano)

Costa
Rica (2012
e 2014)

Egipto
(2016-
2017)

Itélia
(2012)

Coreia do
Sul (2013-
2014)

Turquia
(2012)

Etiopia
(2020)

Itélia
(2005)
Iémen

(2016-
2017)

Metodologia
analitica
(LOD, ng/Kg)

HPLC (23)

HPLC 12)

HPLC (3)

HPLC (15)

ELISA (2)

ELISA (nd)

ELISA (50)

HPLC (2)

Amostra
(espécie)

Queijo fresco
(bovino)

Queijo fresco
recolhido em
2016 (bovino)

Queijo fresco
recolhido em
2017 (bovino)

Queijo (nd)

Queijo

(bovino)

Queijo branco

(bovino)

Queijo (nd)

Queijo

(caprino)

Queijo (nd)

Frequéncia de

contaminacéo, n

(%)

44170 (62,8%)

21/62 (33,9%)

25/56 (44,6%)

7/17 (41,2%)

16/61 (26,2%)

10/50 (20%)

82/82 (100%)

4/41 (9.8)

74190 (82,22%)

Teor médio ng/kg

85+72

1110 + 150

632 + 90

nd

37

103,2+ 29,1

2040 + 1268

257 + 145

567 + 110

Intervalo de

contaminagao
(ng/L)

[31- 276]

[50-2070]

[190-2120]

[3-18]

[15-136]

[40,4-130,9]

[80-5850]

[79,5-389]

[22-5920]

Referéncia

Chavarria et al.,
(2015)

Ismaiel et al., (2020)

Santini et al., (2013)

Yoon et al., (2016)

Temamogullari et al.,
(2014)

Tadesse et al.,
(2020)

Virdis et al., (2008)

Murshed et al.,
(2020)

Nd: Informagé&o né&o disponivel
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Tabela 5: Distribuicdo de AFM1 em queijo fresco, soro de leite e leite, durante a producéo do Queijo

fresco
Pais Metodologia Espécie  Teor médio de Teor médio de Teor médio da AFM1 Referencia
analitica AFM1 no leite  AFM1 no soro no queijo (ng/Kg)
(LOD, ng/L) (ng/L) (ng/L)

Irdo (2008) HPLC (nd) Bovino 875 430 1570 Kamkar et al., (2008)
Brasil (2010) HPLC (3) Bovino 104,8 37,6 186,5 lha et al., (2013)

Argentina ELISA (5) Bovino 15,2 13,2 84,2 Costamagna et al.,

(2016) (2019)
Itélia (2015) ELISA (3) Bovino 58,3 31,1 258,3 Pecorelli et al., (2019)

Nd: Informagao né&o disponivel

3.3 Estimativa da ingestéo diaria da AFM1 pelos humanos

O valor da ingestéo diaria estimada de AFM1 pelos humanos e crianc¢as foi calculado através
da férmula descrita no ponto 2.4., em diferentes cenarios (Tabela 6), tendo em conta os teores
minimos (melhor cenario), médios (cenario intermédio) e maximos (pior cenario) para queijos
produzidos a partir de leite bovino e caprino. Com base nos varios cenarios criados, a IDE no adulto
varia entre os 0,05-0,18 ng/kg pc/dia enquanto nas criangas varia entre os 0,12-0,46 ng/kg pc/dia.
Fazendo a comparacdo com um estudo no Irdo (Shahbazi et al., 2017), que apresentou uma IDE de
0,04 ng/kg pc/dia, conclui-se que os resultados do presente estudo estdo superiores. O presente
estudo obteve resultados similares com o Brasil (Shundo et al., 2009) que apresenta uma IDE de 0,18
ng/kg pc/dia. Estudos prévios em Franca (Leblanc et al., 2005) e Servia (Skrbi¢ et al., 2014)
apresentaram resultados da IDE superiores ao presente estudo com valores de 0,34 ng/kg pc/dia e
1,4 ng/kg pc/dia, respetivamente.

Segundo Abrunhosa et al., (2014), a ingestdo diaria provavel (PDIl) de AFM1 no caso da
populagéo Portuguesa é de 0,073 ng/kg pc/dia, e portanto inferior & IDE no presente estudo, apenas
considerando o consumo de queijo. Adicionalmente, considerando a TDI proposta por Kuiper-
Goodman et al. (1990; 0,2 ng/kg pc/dia), verifica-se que o consumo de queijo de vaca no pior cenario
considerado representa, no caso dos adultos, um risco superior. Independentemente dos cenarios
considerados, as criangas apresentam indices de risco superiores aos adultos, em particular pelo
consumo de queijo fresco de vaca. As criangas representam um grupo populacional mais vulneréavel

pela imaturidade fisiol6gica, maior taxa metabdlica e menor capacidade de desintoxica¢do (Cantu-
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Cornelio et al., 2016). Nos adultos, o risco é também superior quando € considerado o consumo de
gueijo de vaca, comparativamente ao queijo de cabra.

Tabela 6: Cenarios de avaliacao de exposi¢édo e risco por consumo de queijo fresco de acordo com
teor de AFM1

Melhor cenario Cenério intermédio Pior cenario
IDE (ng/kg %TDI* IDE (ng/kg %TDI* IDE (ng/kg %TDI*
pc/dia) pc/dia) pc/dia)
Queijo de Adulto (69 0,05 25 0,09 45 0,18 90
leite kg)
bovino
Crianca 10 0,12 60 0,23 115 0,46 230
anos (30 kg)
Queijo de Adulto (69 0,05 25 0,06 30 0,07 35
leite kg)
caprino
Crianca 10 0,13 65 0,15 75 0,18 90
anos (30 kg)

*conforme proposto Kuiper-Goodman et al., (1990; 0.2ng/kg pc/dia)

3.4 Extrapolacéo da concentracdo de AFB1 na alimentac&do dos bovinos e caprinos

Com base nos valores obtidos nas amostras de leite, calculou-se os valores extrapolados da
concentracdo de AFB1 na alimentac@o dos bovinos e caprinos através da férmula descrita no ponto
2.5. em trés cenarios diferentes tendo em conta os teores minimos (melhor cenério), médios (cenério

intermédio) e maximos (pior cenario) determinados no leite bovino e caprino analisado.

Tabela 7: Extrapolacdo da concentracdo de AFB1 na alimenta¢do dos bovinos e caprinos em 3

cenarios (melhor, intermédio e pior)

Valor de AFM1 no Leite

Melhor cenario

Cenario Intermédio

Pior Cenario

Bovino

0,34

0,35

0,35

Caprino”

3,99

* Como obteve apenas um resultado positivo, foi considerado um cenério Gnico

Como é possivel consultar na Diretiva 2002/32/CE (CE, 2002) o limite maximo na alimentacao
completa para o gado leiteiro é de 5 pg/Kg com isto poderd concluir-se que a alimentacdo dos
bovinos bem como dos caprinos respeitam os limites maximos ndo se observando, mesmo no pior

cenario, limites superiores ao estabelecido.
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4. Conclusao

Com os resultados obtidos no presente estudo comparativamente a outros estudos na
mesma regido (Acores), podera demonstrar um esfor¢o na reducao da AFB1 na alimentacdo animal,
pois o teor determinado de AFM1 no leite foi cerca de dez vezes inferior ao limite maximo Europeu
(50 ng/L). Seria interessante realizar um estudo semelhante, mas envolvendo uma recolha ao longo
de um ano completo, uma vez que as excrec¢des tendem a variar ao longo dos meses/estacdes do
ano, e assim poder-se-ia confirmar o controlo efetivo da reducdo da exposicdo a AFB1 na
alimentacéo das espécies animais produtoras de leite nos Agores.

Foi adicionalmente observado, no presente estudo, um aumento da concentracdo dos teores
de AFM1 nas amostras de queijo fresco recolhidas, demonstrando a afinidade da AFM1 pela caseina,
pois das 20 amostras de queijo fresco analisados, 13 deram resultado positivo.

Certas faixas etarias, nomeadamente criancas, foram identificadas como mais vulneraveis,
através da avaliacdo da exposicdo e andlise de risco associadas ao consumo de queijo. Por esta
razdo e com o objectivo de reduzir a exposicdo a esta toxina carcinogénica, deveria ser obrigatério
estabelecer limites maximos em produtos como o queijo, pois como demonstrado no presente estudo,
houve uma grande concentragcdo de AFM1 no queijo fresco comparativamente ao leite que deu
origem.

Relativamente & extrapolacdo da concentracdo de AFB1 na alimentacdo dos bovinos e

caprinos conclui-se que estas estavam dentro dos valores legais.
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Anexos

REGISTO DE CASUISTICA

Nome aluno (a): Nuno Miguel Estrela Rego

Local (ais) de estagio : Associaciio Agricola de S3o Miguel

Periodo estagio : 1 /10 / 2020 a 31/ 03 /2021

O estagio Curricular foi na area de Clinica de Espécies Pecudrias. Durante o estdgio a
Breve contextualizacdo | espécie bovina foi a mais observada.
do EC:
Casos clinicos Ovi Coelh
. Caninos Felinos Bovinos vm'os/ Suinos Equinos Aves oelhos/ TOTAL
presenciados Caprinos Outros
Aborto 4
Abcesso 6 1
Artrite séptica 12
Cetose 24
Clostridiose 17
Corpo estranho 32
Diarreia neonatal 89
Diarreia em adulto 73
Dermatofitose 3
Eutanasia 59
Fotossensibilidade 5
Fratura dssea 3
Ferida 7
Hipomagnesemia 1
Hipocalcémia 64
Hérnia Umbilical 2
Insuficiéncia Cardiaca 3
Luxagdo dos membros 36
posteriores
Lactdlito 2
Laceragdo da Vulva 2
Laceragdo do teto 1
Metrite 46




Mamite 149
Meningite 2
Orquite 1
Pneumonia 168 8
Problemas podais 27
Parasitismo gastrointestinal 19 1
Prolapso uterino 1
Prolapso Vaginal 2
Prolapso rectal 1
Parto 21
Reagdo Alérgica ao 1
medicamento
Retengdo placentaria 35
Toxémia de gestagdo 4
Timpanismo 19
Tumor ocular 4
Torgdo uterina 12
Ulcera do abomaso 1
TOTAL 0 0 890 12 2 0 0 0 0
Cirurgias presenciadas Caninos | Felinos | Bovinos Ovm'os/ Suinos Equinos Aves Coelhos/ TOTAL
Caprinos Outros
Deslocamento do Abomaso a 28
esquerda
Deslocamento do abomaso a 4
direita
Cesariana 2
Remogdo de quistos da
27
palpebra
Enucleagdo do globo ocular 1
TOTAL 0 0 62 0 0 0 0 0 0
Intervengdes em ovi coelh
sanidade e/ou produgdo | Caninos | Felinos | Bovinos vm'os/ Suinos Equinos Aves oelhos/ TOTAL
X Caprinos Outros
animal
Vacinagdo com Bovilis Bovipast 1296
RSP
Vacinagdo com Bravoxin 10 642
Vacinagdo com STARTVAC 196
Recolha de tronco cerebral 58
TOTAL (i} 0 2192 0 0 0 0 0 0




AgOes em Seguranga Ovinos/ Coelhos/

. . . . . vinos . . oelhos
A|’|m.entar e Saude Caninos | Felinos Bovinos Caprinos Suinos Equinos Aves Outros TOTAL
Publica
k%
TOTAL 0 0 0 0 0 0 0 0 0

;. . . . Ovinos/ , . Coelhos/

Necropsias Caninos Felinos Bovinos Caprinos Suinos Equinos Aves Outros TOTAL
TOTAL 0 0 0 0 0 0 0 0 0

*discriminar em linhas abaixo os casos clinicos observados, subdivididos ou ndo por especialidades de acordo com o critério do orientador

**nomear e quantificar as cirurgias assistidas nas diferentes espécies

***devem ser incluidas e nomeadas as diferentes agdes de profilaxia (ex: intradermotuberculinagdo, desparasitagdo, vacinagao, colheita de
sangue para rastreio sorologico)

****discriminar as agdes de seguranca alimentar (ex: inspe¢do carcagas). No caso de agdes em que a definigdo de especie ndo seja possivel ou
aplicavel deverdo apenas preencher o total na ultima coluna

OBS: os critérios de defini¢do e apresentagdo da casuistica devem ser discutidos com os orientadores interno e externo, sugerindo-se no
entanto a sua apresentagdo em folha de calculo ou modelo semelhante; os dados na tabela podem ainda, se a orientagdo interna e externa,
assim o entender, ser trabalhados graficamente, por especie, especialidade etc...
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