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Analisou-se a ocorréncia de aflatoxinas e ocratoxina A
em carcacgas, visceras comestiveis e processadas de aves
de empresas que representam diferentes regides de
producédo avicola do Brasil. Diferentes tipos de produtos
foram coletados, trimestralmente, sendo nove “in natura” e
oito processados para extracdo de micotoxinas e
guantificacao pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA).
Amostras positivas pelo método ELISA foram analisadas
por cromatografia em camada delgada (CCD). Do total de
amostras analisadas 12% foram positivas, sendo 10,8%
para aflatoxina total e 1,2% para ocratoxina A. Os resultados
obtidos pela CCD mostraram contaminacéo por aflatoxinas
(B,, B,, G, e G,) em concentragéo inferior a 5 pg/kg. O
ensaio imunoenzimatico (ELISA) mostrou-se mais eficaz
para produtos “in natura”, sendo isolada maior quantidade
de aflatoxinas e ocratoxina A no segundo trimestre (julho-
setembro). A ocorréncia de aflatoxina total foi mais
frequente em produtos oriundos das empresas avicolas
das diferentes regibes do estado de Pernambuco e
ocratoxina A das empresas produtoras das Regides Sul e
Sudeste do Brasil.
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1 INTRODUCAO

Micotoxinas sao substancias produzidas por grande nimero de espécies
fingicas, que afetam os animais e os seres humanos. Causam lesdes
organicas diversas e podem ser detectadas em carnes e ovos (SALLE et
al., 2000).

A carne de aves constitui uma das mais consumidas no Brasil e a
avicultura representa a segunda economia do estado de Pernambuco
(AVIPE, 2002/2003).

O impacto econdmico causado pelas micotoxinas ocorre em todas as
fases de producéo das aves, sendo proveniente de grédos contaminados.
Envolve, principalmente, o milho que representa 60% da composi¢éo
das racdes avicolas. A distancia entre a regido produtora de milho e as
granjas for¢a seu consumo, mesmo quando contaminado por micotoxinas
(VIEIRA, 1995). A contaminacéo freqiente dos graos provoca exposicao
crdnica da toxina via ragdo. Tal fato significa a diferenca entre lucros e
perdas nainddstria avicola, além de representar diminui¢do de toneladas
de carne no comércio (LAZZARI, 1997; SANTURIO,1995). De acordo
com a Organizacgao de Agricultura e Alimentos das Nag¢des Unidas (FAO)
mais de 25% da producdo mundial de alimentos encontra-se contaminada
com algum tipo de micotoxina (BENITEZ, 2002).

Residuos de micotoxinas tém sido relatados em carnes de aves
chamando a atencéo para a necessidade de controle do produto antes
de ser destinado ao consumo humano. O mecanismo de acdo da
aflatoxina (micotoxina mais pesquisada) consiste em ligar-se,
principalmente, as proteinas plasmaticas de forma irreversivel. As néao-
ligadas espalham-se pelos tecidos, especialmente no figado,
determinando palidez, consisténcia fridvel e aumento do tamanho do 6rgéo
(MAZZUCO, 2000; SANTURIO,1997).

A ocratoxina A (OA) destaca-se entre as micotoxinas por ser trés vezes
mais toxica que as aflatoxinas (HUFF, et. al., 1974). E encontrada em
rins, figado, musculo e tecido adiposo (SALLE et. al., 2000). Com exce¢éo
do primeiro, os demais tecidos séo comestiveis e ingredientes primordiais
dos processados avicolas. Segundo SCUSSEL (1998), essa toxina
normalmente ndo se acumula em musculo de aves naturalmente
contaminadas.

As aflatoxinas e a Ocratoxina A, quando encontradas juntas na racéo,
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ocasionam a¢do maléfica superior & acéo isolada devido ao sinergismo,
podendo provocar queda de 40% no peso corporal de frangos de corte
(SFOGGIA e SALLE,1998).

As carnes constituem alimentos dos mais relevantes para a nutricdo
humana. Os produtos processados apresentaram expansdo e alta
competitividade na dltima década, tornando-se habito alimentar de parcela
consideravel de consumidores brasileiros (MELO FILHO e
GUERRA,1998). Essa evolucédo decorre do preco acessivel, da
palatabilidade e do facil preparo. No processamento desses produtos
sdo utilizadas farinhas de cereais, bem como processos de fermentacéo
e maturacdo capazes de contamina-los. Na maturag¢ao ocorre
crescimento externo de fungos filamentosos que complementam as
mudancas bioquimicas envolvidas no processo. Muitos desses fungos
séo indesejaveis, podendo alterar as caracteristicas organolépticas do
produto final (como cor e odor) e a qualidade sanitaria pela possibilidade
da presenca de toxinas. No Brasil, Aspergillus ochraceus (produtor de
Ocratoxina) foi isolado em processado suino (salame nacional) por
LUCHESE (1998).

Nenhum nivel de micotoxina é considerado seguro. A quantificacdo de
aflatoxina abaixo de 20 pg/kg, limite maximo permitido pela legislagao
(BRASIL, 2002), pode provocar a ilusdo de seguranca de produtos avicolas.
Como dificilmente a micotoxina encontra-se sozinha no alimento, qualquer
falha em demonstra-las pode representar falso senso de segurancga.

O objetivo deste trabalho consistiu em utilizar o0 ensaio imunoenziméatico
(ELISA) para a pesquisa de micotoxinas (alfatoxina total e ocratoxina A)
em produtos avicolas, “in natura” e processados, provenientes de
diferentes regides do Brasil.

2 MATERIAL E METODOS

Durante 12 meses foram coletados, trimestralmente, 17 tipos de produtos
avicolas (9 “in natura” e 8 processados) totalizando 54 amostras, que
foram divididas em 3 grupos de 18 amostras. Cada grupo originou uma
amostra coletiva para analise (separada) de aflatoxina total e ocratoxina
A, em 3 repeti¢cdes por produto.

Os produtos “in natura” representaram diferentes regifes da producéo
avicola do estado de Pernambuco (litoral, zona da mata norte e inicio do
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agreste), sendo classificados como A, B e E. Os processados
representaram 2 empresas das regides sul e sudeste do Brasil (C e D) e
uma empresa da zona da mata pernambucana (B).

Os produtos “in natura”, coletados em abatedouros industriais,
compreenderam figados (sem a vesicula biliar), coxas e sobre coxas,
divididos em integros e condenados. Os produtos condenados foram
coletados em supermercados (selecionados pela composi¢édo descrita
no rotulo), incluindo linglica de frango da empresa B, hamburgueres,
paté de galinha e nuggets da empresa C, paté de figado de frango,
salsicha, alméndega de frango, mini-chicken e chicken doré da
empresanD.

Foram estudados os produtos, as empresas, 0S trimestres e suas
interacdes. Devido as diferencas descritas na composi¢éo dos produtos
processados terem sido consideradas pequenas, esses também foram
comparados entre si.

Para a extragcdo das micotoxinas empregou-se a metodologia descrita
por SALLE et al. (1994), que utiliza metanol a 70% (diluido em agua
destilada). Na maceracédo do produto foram utilizadas 5 g da amostra
para 12,5 mL de metanol na extrag&o da ocratoxina A e 25 mL de metanol
na extracdo aflatoxina total. A mistura amostra e metanol foi
homogeneizada em Stomacher por dois minutos, em alta rotatividade, e
filtrada em papel de filtro quantitativo.

Na deteccdo de aflatoxina total e ocratoxina A utilizou-se o ensaio
imunoenzimatico (Enzime Linked Imunosorbent Assay - ELISA), conforme
recomendacao do kit comercial Ridascreen Fast (da empresa Alema
R-biopharm) que emprega anticorpos monoclonais. Para a execucéo da
prova, o filtrado de cada amostra foi diluido 1:1 em agua destilada e
retirados 50 mL para proceder a andlise quantitativa.

A prova ELISA é de competi¢do direta entre a micotoxinas extraida da
amostra e o conjugado. A toxina extraida da amostra foi misturada ao
conjugado e transferida para as cavidades sensibilizadas, nas quais a
toxina livre competiu com o conjugado pelos sitios de ligacdo. O
conjugado ndo-ligado e outras substancias produzidas nessa fase foram
eliminados mediante processo de lavagem. O conjugado ligado
desenvolveu cor, estabelecida com a adi¢do da solugdo bloqueadora,
que foi lida por densidade 6tica.
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A intensidade Otica da amostra foi comparada com a dos controles e
calculada a concentracéo em partes por bilhdo no kit aflatoxina total ou
em partes por milh&o na quantificacdo de ocratoxina A. Realizou-se a
leitura em leitor de ELISA com filtro de 450 nm.

O teste de recuperacao e sensibilidade do kit foi medido adicionando-se
50 pL da solucéo padréo de cada micotoxina, previamente, quantificada
em algumas amostras (in natura e processadas) escolhidas
aleatoriamente. Efetuou-se essa contaminacao artificial com padrdes de
micotoxinas produzidos pela Sigma Chering Co. (St. Louis, - USA),
submetidos ao processo de extracéo e quantificagcdo pelo método ELISA.

A curva-padréo (ou faixa 6tima de quantificacao) da aflatoxina total e da
ocratoxina A descrita pelo kit € de 1,7 pg/kg a 45,0 pg/kg e de 5,0 mg/kg
a 40,0 mg/kg, respectivamente. Os limites de 1,7 pg/kg e 5,0 mg/kg séo
0s mais baixos pontos da curva de calibragédo que o teste é capaz de
detectar nos respectivos kits. Abaixo de cada limite a margem de erro é
de 20% (R-BIOPHARMS, 2000) para mais ou para menos do valor
guantificado. Valores até 20% abaixo da curva-padrao dos kits em estudos
foram considerados como aceitaveis para o calculo da média quando
nas trés repeticdes havia, no minimo, dois niveis situados na curva-padréo
da micotoxina em estudo. Caso contrério, a micotoxina analisada nessa
amostra foi classificada como néo-detectada.

Como contra prova dos resultados positivos obtidos em figados pelo teste
ELISA, as mesmas amostras foram enviadas para a Divis&o de Toxicologia
do Laboratério Central de Saude Publica do Estado de Pernambuco.
Essas amostras foram analisadas por Cromatografia em Camada Delgada
(CCD), conforme método desenvolvido por SOARES e RODRIGUES-
AMAYA (1989) para extracdo e quantificacdo das micotoxinas. Foi
utilizada placa pronta de Silica Gel G 60 com 0,25 mm de espessura
(Wathaman) como fase estacionéria. Para eluicdo das toxinas empregou-
se o sistema solvente tolueno: acetato de etila: acido formico na proporcéo
de 1:1:1.

O limite minimo de deteccé@o das Aflatoxinas B,, B,, G, e G, e da
Ocratoxina A foi de 5,0 pg/kg. A visualizag&o da presenca da toxina no
padrédo e nos extratos de amostras ocorreu sob luz ultravioleta de ondas
longas e curtas. Efetuou-se a quantificacéo da intensidade de fluorescéncia
por comparacgdo visual entre os padrdes de aflatoxinas e o extrato da
amostra (sempre na mesma cromatoplaca).

B.CEPPA, Curitiba, v. 23, n. 1, jan./jun. 2005 139



Os resultados obtidos foram analisados mediante delineamento
experimental inteiramente casualizado, sendo os tratamentos
organizados em arranjo fatorial: 2 (empresas) X 2 (produtos) X 4
(trimestres) X 3 (repeti¢des por tratamento), totalizando 48 parcelas. Apos
a analise de variancia (ANOVA), as médias foram separadas pelo teste F
e comparadas pelo teste Tuckey (ao nivel de 5% de significancia) usando-
se o0 programa SAS (1996).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Somente 12% das 918 amostras analisadas (Figura 1) foram positivas,
sendo 10,8% para aflatoxina total (médias variando de 1,4 pg/kg a
5,2 pg/kg) e 1,2% para ocratoxina A (médias de 4,0 mg/kg a 5,4 mg/kg).

FIGURA 1 - PERCENTUAL DE AMOSTRAS POSITIVAS DE
OCRATOXINA A E AFLATOXINA TOTAL EM RELACAO
AO NUMERO DE AMOSTRAS ANALISADAS

1.2%

oAflatoxina Total
B Ocratoxina A

Do total de amostras positivas (12%), os produtos in natura (figados e
coxas) apresentaram os maiores indices de contaminacao (57,2%),
conforme a Figura 2.

Detectou-se aflatoxina total em 88,9% das amostras de figado e
ocratoxinas em 11,1%. As médias de aflatoxina total variaram de
1,7 pa/kg a 5,8 pg/kg e de ocratoxina A de 5,1 mg/kg a 5,5 mg/kg.

Nos produtos processados (47 amostras positivas) verificou-se maior
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contaminacgdo por aflatoxina total (média variando de 1,7 pg/kg a
2,5 yg/kg). Em 42,9% dessas amostras a contaminag&o por ocratoxina
A foi de 5,1 mg/kg a 5,6 mg/kg.

Das 216 amostras de figado analisadas, 58% foram positivas pelo ensaio
imunoenzimatico e 42% pela CCD (Figura 3). Os resultados obtidos pela
CCD mostraram contaminagao por aflatoxinas (B,, B,, G, e G,) em
concentragdo inferior a 5 pg/kg (considerados como tragos) e a Ocratoxina
A ndo foi detectada. Resultado semelhante foi verificado por MILANEZ,
ATUI e LAZZARI (1998) utilizando os kits Veratox (Neogen Co.) e amostras
de milho. Obtiveram maiores valores pelo ELISA que pela CCD, mas os
resultados obtidos pelas duas técnicas foram concordantes de forma
geral. Amostras de fubd analisadas pelos mesmos autores apresentaram
baixa média de aflatoxinas pelo ELISA. Pela CCD, os valores foram
menores e proximos aos limites de detecc¢do das aflatoxinas. PRADO e
OLIVEIRA (1999) também encontraram resultado semelhante na deteccéo
de aflatoxina total em amostras de amendoim por esses dois métodos,
demonstrando maior sensibilidade dos kits em comparacdo com a CCD.
Em relagdo a cromatografia o liquido de alta eficiéncia (CLAE), MILANEZ,
ATUl e LAZZARI (1998) afirmaram que os métodos convencionais (CCD
e CLAE) apresentam boa correlagdo com o ELISA que tem mostrado
continuo avanco.

FIGURA 2 — PERCENTUAL DE AMOSTRAS POSITIVAS (DE
OCRATOXINA A E AFLATOXINA TOTAL) POR
PRODUTOS “INNATURA” E PROCESSADOS

B in natura
O processado
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FIGURA 3 - PERCENTUAL DE AMOSTRAS POSITIVAS EM FIGADO
COMPARANDO-SE OS METODOS CCD E ELISA

= ELISA
OCCh

Para testar os kits de aflatoxina total e de ocratoxina A calcularam-se o0s
indices de recuperacéo, cujos resultados variaram de 85 a 97%. PRADO
e OLIVEIRA (1999), utilizando CLAE em combinacdo com coluna de
imunoafinidade na quantificacdo de ocratoxina A em café soluvel,
encontraram indices superiores a 75%. LORENZINI (1997) utilizou kits
comerciais para detectar aflatoxina total em figado de aves, naturalmente,
contaminadas e encontrou indice de 116%.

Aflatoxina total foi isolada em todas as amostras de figado e ainteragcéo
trimestre vs produto demonstrou que as médias isolada nos figados
integros e nos condenados dependeram dos trimestres (interacéo
significativa). Porém, comparando-se o figado condenado com o integro
houve resposta diferente para cada empresa (interacao ndo-significativa),
conforme a Tabela 1.

A deteccédo da aflatoxina em figado foi atribuida ao mecanismo de agéo
das mesmas. Essa micotoxina, depois de absorvida, liga-se de forma
irreversivel a albumina e as ndo-ligadas espalham-se pelos tecidos
especialmente o figado (MAZZUCO, 2000; SANTURIO, 1997).

Verificando-se a freqiiéncia dos teores de aflatoxina total em figado integro
com relacdo as esta¢gdes do ano, as concentracBes variaram de
1,5 pg/kg (11l e 1V trimestre) a 2,5 pg/kg (I trimestre). Nos trimestres |
(abrilajunho) e Il (julho a setembro) foram encontradas as maiores médias
(2,5 e 2,2 pug/kg), as quais nao diferiram entre si. Os resultados obtidos
no | trimestre mostraram-se semelhantes aos encontrados por
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LORENZINI (1997) em figado de frango de corte naturalmente
contaminado, cuja maior concentracdo (2,41 pg/kg) ocorreu no outono.
Tal fato foi justificado pela maior freqiiéncia de contaminacgéo da racéo
nos meses de marco a junho, que correspondem a colheita. As praticas
de manejo (na pos-colheita) consistem em deixar os grdos no campo
para secar, sujeitos as chuvas e oscilagfes de temperatura (dias quentes
e noites frias), que proporcionam o desenvolvimento fungico (SCUSSEL,
1998).

TABELA 1 - MEDIA DE AFLATOXINA TOTAL (ug/kg) EM FIGADO
CONDENADO E INTEGRO, POR EMPRESA, TRIMESTRE,
PRODUTO E SUAS INTERACOES

Figado

Variavels Condenado integro Weédia
Trimestres | 249a A 2ha A 21 4
I 3f6a A 272 ab B 29 a
Il 17bA 15 bA 16 b
I 17 bA 15 bA 16 b
Empresa A 23a A 19a A 214a
B 26a A 19a B 23a

Media 25 A 19 E

Coeficiente de Varacao = 234 %
Valor de F (empresa) NS

Yalor de F (trimestre) ¥

Yalor de F (produto)  *

Yalor de F (empresax produta) NS
Yalor da F (trimestre x produto) ¥

NS = Nao-significativo.
* Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.
Valores seguidos pela mesma letra mindscula na vertical ou mailscula na

horizontal nédo diferem estatisticamente (p > 0,05) pelo teste Tukey.
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A diferenca entre os valores encontrados semestralmente pode ser
avaliada também pela variacao natural da contaminagdo ocorrida nos
gréos individualmente. Segundo SHOTWELL, GOLDEN e HESSELTINE
(1972) é possivel encontrar grdos com niveis de 0 a 300 pg/kg de
aflatoxinas em amostras de milho contaminadas, demonstrando a
variabilidade de sua distribui¢do no substrato. Vale salientar que o milho
€ 0 componente com maior participagdo na ra¢éo avicola (60 a 70%).

Em figado condenado, as médias de aflatoxina total obtidas no |
(2,9 pg/kg) e 1l (3,6 pgrkg) trimestres diferiram dos demais. Os figados
condenados (2,5 pg/kg) e os integros (1,9 pg/kg) apresentaram diferenca
significativa (P >0,01) em relagdo a média final. Tal diferenca foi proveniente
do Il trimestre, cuja média para o figado condenado (3,6 mg/kg) superou
a dos demais trimestres e a de todos os trimestres para o figado integro
(Tabela 1). Esse resultado sugere que as perdas financeiras por
condenacfes em abatedouros tiveram como causa principal as
micotoxinas.

Os figados classificados como condenados evidenciaram as
caracteristicas citadas por BATA et al. (1996) e SANTURIO (1997) como
efeitos primarios da aflatoxicose: alteragdo no tamanho (68% de
aumento), na coloracao e na consisténcia que os tornou amarelados e
fridveis. Tais caracteristicas devem-se a dificuldade na sintese hepatica
de gordura e seu transporte para outras areas do organismo pela agao
daAFB, (MIAZZO et al. 2000). O comprometimento do 6rgéo, atribuido a
absorcéo constante da aflatoxina, facilita sua deteccéo.

Nos meses de julho, agosto e setembro (Il trimestre), apenas ocratoxina
A foi detectada em figado integro. As médias obtidas para os demais
trimestres, produtos e empresas foram consideradas como néo-
detectadas (Tabela 2).

SALLE et al. (2000) utilizaram o método ELISA para detec¢cédo de
ocratoxina A em figado de frangos de corte aos 42 dias de idade
inoculados com dose Unica de 200 pg/kg de ocratoxina A diretamente no
inglavio. A ocratoxina foi detectada até 2 horas pos-inoculacao (66,24 +
16,59 pg/kg). Mesmo assim afirmaram que se pode monitorar a presenca
da ocratoxina A pelo ELISA em visceras de aves portadoras dessa
micotoxicose. A baixa deteccado da micotoxina em figado de aves
naturalmente contaminadas (Tabela 1) pode ser atribuida ao tempo entre
a Ultima ingestéo da ragdo contaminada e o abate das aves.
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TABELA 2 - MEDIA DA OCRATOXINA A (mg/kg) EM FIGADOS
CONDENADO E INTEGRO POR EMPRESA, TRIMESTRE,
PRODUTO E SUAS INTERACOES

Figado

Varavels Condenado integro Média
Trimestres | 26 hA 21 CA 24 b
I 32ab B 448 A 36 &
Il 37a A 32 b A 354
I 37a A 16 ¢ B 26 b
Ermpresa A 3ha A 26a B 314
B 3la A 298 A 30a

Meédia 33 A 28 B

Coeficiente de variagéo = 182%
Valor de F (empresa) N

Valor de F(trimestre) *
Valor de F (produto)

Yalor de F {empresa x produto] NS

NS = Nao-significativo.

* Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.

Valores seguidos pela mesma letra mindscula na vertical ou mailscula na
horizontal ndo diferem estatisticamente (p > 0,05) pelo teste Tukey.

Apenas 2 empresas (C e D) produzem e comercializam nacionalmente o
paté de figado de frango. Verificou-se interagdo empresa vs trimestre
significativa (P>0,01) na andlise da ocratoxina A, ou seja, 0s resultados
obtidos nas empresas dependeram dos trimestres. Em cada empresa, a
ocratoxina A foi isolada em dois trimestres, sendo o Ill comum as duas
empresas (Tabela 3).

Aflatoxina total isolada em paté de figado sé ocorreu, simultaneamente,
nas duas empresas (C e D) no IV trimestre, cujas médias néo diferiram
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(1,6 e 1,7 pg/kg). Deve-se salientar que as duas empresas localizam-se
na Regido Sul do Brasil (Tabela 4).

TABELA 3 - MEDIA DA OCRATOXINA A (mg/kg) EM PATE-DE-
FIGADO POR EMPRESA, TRIMESTRE E A INTERACAO
EMPRESA VS TRIMESTRE

Empresa
Variaveis C D Média
Trimestres | 16 hA 09 cA 12
I 14 b B 40 b A 27
Il 45a A H3a A 49
[ 42a A 34 bA 38
Media 29 34

Coeficients devariacdo = 153 %
Yalor de F [empresa) *
Yalor de F {trimestre) ™
Yalor de F [empresax trimestre) *

*  Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.

Valores seguidos pela mesma letra minlGscula na vertical ou mailscula na
horizontal ndo diferem estatisticamente (p > 0,05) pelo teste Tukey.

A metodologia usada para detec¢éo da aflatoxina total em paté de figado,
gue emprega metanol como extrator, pareceu adequada. ROSA et. al.
(1994), desenvolveram metodologia para a detecgéo de aflatoxinas B,,
M, e aflatoxicol (AFRO) em patés de figado industrializado, mediante
Cromatografia Planar e Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia.
Afirmaram que a metodologia para figado “in natura” descrita por SABINO
(1991) ndo se mostrou adequada, pois a pasta de figado geleifica diante
do cloroférmio utilizado como extrator. Apos substituicdo do cloroférmio
pelo metanol e inclusdo de acetato de chumbo como precipitante de
proteinas consideraram tal metodologia eficiente.

A empresa E, produtora de coxa com sobrecoxa temperada, apresentou
as maiores médias de aflatoxina total (5,2 pg/kg) e de ocratoxina A
(5,2 mg/kg) no | trimestre, diferenciando-se estatisticamente (p> 0,01)
das demais (Tabela 5 e 6). Nao se atribuiu esse resultado ao tempero,
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pois a diferenca ocorreu apenas no | trimestre.

TABELA 4 - MEDIA DA AFLATOXINA TOTAL (uG/kg) EM PATE-DE-
FIGADO POR EMPRESA, TRIMESTRE E INTERACAO
EMPRESA VS TRIMESTRE

Ermpresa
\araveis C D Média
Trimestres | 05 03 07 b
I 14 08 1.1ab
Il 1.1 15 13ab
Iy 16 17 174
Média 1.2 A 12 A

Coeficienta de Varacho = 424 %
Valor de F (empresa) NS

Valor de F (trimestre) *

Valor de F (empresax trimestre] N

NS = Nao-significativo.
* Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.
Valores seguidos pela mesma letra minlGscula na vertical ou mailscula na

horizontal ndo diferem estatisticamente (P> 0,05) pelo teste Tukey.

Na andlise de coxa integra, condenada e temperada, ocratoxina A foi
detectada apenas no | e no IV trimestres nos dois ultimos produtos
(Tabela 5). A baixa deteccdo da ocratoxina A em coxas foi atribuida a
rapida metabolizacéo que ocorre no figado. Sua meia-vida biolégicaem
aves é de mais ou menos 4 horas e a eliminacdo é quase total dentro de
48 horas. Os residuos persistem por somente curto periodo, 4 dias ou
menos, quando dietas toxicas sdo trocadas por alimentos livres de
ocratoxina A (HOERR, 1991). Os estudos de SCUSSEL (1998)
evidenciaram que apesar de ter sido isolada em musculo de frango de
corte, essa micotoxina normalmente ndo deixa residuo em tecidos quando
presente em racdes avicolas.

Analisando-se as empresas (A, B e E), aflatoxina total foi detectada
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apenas em coxa integra (1,4 pg/kg) da empresa A e coxas condenadas
(1,7 pg/kg) da empresa B (Tabela 6). A interacao trimestre vs produto foi
significativa (p > 0,01) demonstrando que os resultados obtidos em cada
produto dependeram do trimestre. Em coxas com sobre coxa temperada,
aflatoxina total s6 foi isolada no | e no IV trimestres com média final
(2,4 pg/kg) significativamente inferior a das coxas integras (2,9 pug/kg) e
condenadas (2,8 pg/kg). A deteccéo da aflatoxina em masculo torna-se
possivel pela lenta eliminagdo que dura de 7 a 10 dias ap6s a
administracéo (VIEIRA, 1995). A deteccéo da aflatoxina em coxas (tecido
muscular) corrobora os achados por MABE e CHIPLEY, apud MAZZUCO
(2000). Apos verificarem a distribuigéo tissular da aflatoxina B, marcada
com C, mediante cromatografia em camada delgada, obtiveram em
musculos peitorais (31,7%) e em coxas (30,6%) 0s maiores percentuais
da décima parte da dose administrada.

TABELA 5-MEDIA DE OCRATOXINA A (mg/kg) EM COXA INTEGRA,
CONDENADA E SOBRE-COXA TEMPERADA POR
EMPRESA, TRIMESTRE, PRODUTO E SUAS INTERACOES

Coxa
Variaveis Integra condenada com sobre coxa Média
temperada
Trimestres | 20 cB 20 ¢ B 52aA 31la
Il 3,0ab B 12 dA 13 b B 18 b
1 35a A 3,7 b A 12 bB 28a
v 2,8 bA 47 a B 18 b C 31la
Empresa A 23 bb; B 38a A 30a
B 34aaA 19 b B 2,7 b
E 24 by 24 ¢
Média 28 A 2,9 B 24 B

Coeficiente de Variacdo = 18,9 %
Valor de F (empresa) *

Valor de F (trimestre) *

Valor de F (produto) NS

Valor de F (empresa x produto) *
Valor de F (trimestre x produto) *

NS = N&o significativo.

* Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.

Valores seguidos pela mesma letra mindscula na vertical ou mailscula na horizontal
nao diferem estatisticamente (P> 0,05) pelo teste Tukey.

Valores seguidos pela mesma letra mindscula com numeral subscrito ndo diferem
estatisticamente (P> 0,05) pelo teste Tukey.
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Os niveis de residuos de aflatoxinas ou de outra micotoxina e seus
metabdlitos que ocorrem naturalmente em carnes séo inferiores a
1,0 pg/kg, porém ndo é recomendavel a comercializacdo de tecidos
contaminados com qualquer nivel de concentragéo (SABINO, 1991).

Amostras positivas simultaneamente para ocratoxina A (e” 4,0 mg/kg) e
aflatoxina total (e” 1,4 pg/kg) foram obtidas em: figado integro no Il
trimestre (Tabelas 1 e 2), paté de figado no Ill e no IV trimestres
(Tabelas 3 e 4), coxas temperadas e coxas condenadas nos trimestres
| e IV, respectivamente (Tabelas 5 e 6).

TABELA 6 - MEDIA DE AFLATOXINA TOTAL (ug/kg) EM COXA
INTEGRA E CONDENADO POR EMPRESA, TRIMESTRE,
PRODUTO E SUAS INTERACOES

Coxa
Variaveis Integra condenada com sobre Média
coxa
temperada

Trimestres | 20 ¢ B 20 bB 52a A 3,1la
Il 12 dB 30aA 13 b B 18 b
] 37b A 3,5aA 12 b B 2,8a
v 47a A 28a B 18 b B 3,lab

Média 29 A 28 A 2,4 B

Empresa A l4aaA 11 bA 12ab
B 12aa B 1,7a A 14a
E 1.0 a1 10 b

Média 1,3 A 14 A 1,0

Coeficiente de Variacdo = 40,1 %
Valor de F (empresa) *

Valor de F (trimestre) *

Valor de F (produto) NS

Valor de F (empresa x produto) **
Valor de F (trimestre x produto) **

NS = N&o-significativos.

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.

Valores seguidos pela mesma letra mindscula na vertical ou maidscula na horizontal
ndo diferem estatisticamente (P> 0,05) pelo teste Tukey.

Valores seguidos pela mesma letra minlscula com numeral subscrito ndo diferem
estatisticamente (p > 0,05) pelo teste Tukey.
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Os produtos processados apresentaram expansao e grande aceitacao
na ultima década (MELO FILHO e GUERRA, 1998) pela sua praticidade.
Desse grupo, aflatoxina total (Tabela 7) foi isolada apenas no nugget
(excetuando-se o | trimestre) e na salsicha (nos trimestres | e 1V). Também
foi detectada ocratoxina A em salsicha e nugget (Tabela 8) nos trimestres
I (5,3 e5,0mg/kg) e ll (5,4 e 5,0 mg/kg), respectivamente.

TABELA 7 - MEDIA DA AFLATOXINA TOTAL (ug/kg) EM NUGGET,
SALSICHA, HAMBURGUER E LINGUICA POR
PRODUTO, TRIMESTRE E A INTERACAO PRODUTO VS
TRIMESTRE

Produtos
Yariavel Mugget Salsicha hamblrguer linglica  Média

Trimestres | 11 15 06 04 09a
I 20 1.0 09 05 1
Il 20 08 12 06 1
Iy 16 15 11 13 1

Media 174  11AB  09B 078
Coeficiente de Variacdo = 42,7 %

Valor de F (produto) *

Valor de F (trimestre) NS

Valor de F (produto x trimestre) N&

NS = Nao-significativo.

* Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.

Valores seguidos pela mesma letra mindscula na vertical ou maidscula na horizontal
néo diferem estatisticamente (p > 0,05) pelo teste Tukey.

A composicdo do Nugget inclui farinha de rosca, farinha de arroz, farinha
de trigo, leite em pd e ovo em pg, ingredientes ndo existentes nos demais
produtos processados. Aflatoxinas tém sido constantemente isoladas
nesses ingredientes (CAMPOS, 1999; FRAGA et al., 1996). Mesmo sendo
produto pré-cozido, a detec¢é@o de aflatoxinas ocorre por tratar-se de
elemento quimico extremamente estavel (DOER, 1993) que néo é
destruido por coc¢do (BORETTI, 1998). Tais caracteristicas facilitaram
a deteccao das aflatoxinas no produto mais contaminado do grupo.
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Como os produtos chicken-doré, mini-chicken e almdndega (produzidos
pela empresa D) apresentaram pequena diferenca na composic¢ao foram
analisados apenas em dois trimestres. Como resultado final, chicken-
doré diferiu (p>0,05) dos demais produtos na andlise da ocratoxina A.
Apenas no IV trimestre essa micotoxina ndo foi detectada nesses
produtos. Na andlise final da aflatoxina total a média para esses produtos
foi semelhante. Essa micotoxina so foi detectada no Il (1,7 pg/kg) e Il
(1,4 pg/kg) trimestres (Tabela 9).

Positividade simultdnea para aflatoxina total e ocratoxina A em
processados avicolas ocorreu no Il (Tabela 7 e 8) e no Il trimestres
(Tabela 9).

TABELA 8 - MEDIA DE OCRATOXINA A (mg/kg) EM NUGGET,
SALSICHA, HAMBURGUER E LINGUICA POR
PRODUTO, TRIMESTRE E INTERACAO PRODUTO VS

TRIMESTRE
Frodutos
Variavel Nugget Salsicha hamblrguer linglica Média
Trimestres | 43 bB 93aA 15bC 15 bC 3]

[ bdah 468 B 30a C 13b D 36
Il 17ch 09 cB 24ah 08bB 15
A locB 20bB 30ah  328A 24

Wedia 3.2 32 25 117
Coeficiente de Variacho = 125%

Valor de F (produto) *

Valor de F (trimestre) *

Valor de F (produtox trimestre) *

* Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.
Valores seguidos pela mesma letra mindscula na vertical ou maidscula na horizontal
ndo diferem estatisticamente (p > 0,05) pelo teste Tukey.
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TABELA 9 - MEDIA DE OCRATOXINA A (MG/KG) E DE
AFLATOXINA TOTAL (uG/KG) EM CHICKEN-DORE,
MINI-CHICKEN E ALMONDEGA POR PRODUTO E
TRIMESTRE

Qcratoxina A (AQ)  Aflatoxina total {AFL)

Variavel frimestres Media

I L AD AFT

Chicken-doré |46 A 53 A 128 174 bla 144

Mini-chicken |53 A 168 128 174 34b 143

Ambndega 53A 098 14481548 3710 144

Media A9 53 A 53A12B 12B17A 144128

Coeficiente de Variacao = 5.7% 459 %

Walor de F (frimestre) i NS

Valor de F {procuto) ' NG

* Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.

NS = N&o-significativo.

Valores seguidos pela mesma letra mindscula na vertical ou mailscula na horizontal
nao diferem estatisticamente (P> 0,05) pelo teste Tukey.

A fabricagdo em embutidos, como a salsicha, envolve processos de
fermentacdo e maturacdo capazes de contaminar o produto por fungos
filamentosos (LUCHESE, 1998). A baixa deteccdo de micotoxinas nos
embutidos pode ser atribuida a metodologia escolhida, que se mostrou
mais eficaz para produtos “in natura”.

Dentre os produtos pesquisados, independentes da classificacdo in natura
e processados, o chicken-doré apresentou a maior média de ocratoxina
A (5,0 mg/kg) diferindo dos demais (Tabela 10).

A maior média de aflatoxina total (1,7 pg/kg) ocorreu no segundo trimestre
e entre todos os produtos analisados, os figados condenados e integros
apresentaram as maiores médias de aflatoxina total (2,5 pg/kg e

1,9 pg/kg).
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Os produtos da empresa D (Regido Sudeste do Brasil) apresentaram a
maior média de ocratoxina A (3,5 mg/kg) e as empresas A (Litoral de
Pernambuco) e B (Zona da Mata Norte de Pernambuco) as maiores
médias de aflatoxina total (1,7 pg/kg e 1,6 pg/kg, respectivamente).

Os resultados encontraram-se muito abaixo do permitido pela Resolucdo
n° 274 /04 do Ministério da Saude, que estabelece 20 pg/kg para aflatoxina
em alimentos (BRASIL, 2002), e pela Portaria n°® 183 do Ministério da
Agricultura do Abastecimento e da Reforma Agraria (BRASIL, 1999), cujo
limite maximo é de 20 ug/kg para o somatdrio das aflatoxinas B,, B, G,
e G, (MERCOSUL, 1994).

O Joint FAO / WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA)
reavaliou a toxicidade da ocratoxina A e estimou como nivel seguro
aceitavel dessa micotoxina 100 ng / kg de peso corpéreo / semana (PATEL
et al.,, 1997; STEGEN et al., 1997). Assim, uma pessoa com 60 kg
poderia consumir 857 ng / kg / dia de ocratoxina A. A média de ocratoxina
A (4,0 mg/kg a 5,4 mg/kg) encontrada em produtos avicolas situou-se
muito além do nivel seguro estimado. Além disso, quando associada no
mesmo produto com até 20 pg/kg de aflatoxinas total (nivel permitido
pela legislacéo) certamente causaria danos irreparaveis a salide humana.
Isso sem contar com o sinergismo aditivo existente entre essas duas
micotoxinas. Tal fato pode ocorrer pela existéncia de fontes desconhecidas
de aflatoxinas na dieta e/ou pelo alto nivel de tolerancia permitido nos
alimentos (CARVAJAL, 1994).

A ocratoxina A néo foi detectada pela CCD, inviabilizando a comparagéo
efetiva entre as duas técnicas estudadas. Resultado semelhante foi
encontrado por MILANEZ, ATUI, LAZZARI (1998) com relag&o & ocratoxina
A em fuba e milho em gréo. Afirmaram que o limite de deteccao dessas
micotoxina é de 7,0 pg/kg na maioria dos laboratérios que trabalham
com CCD. Portanto, resultados abaixo desse nivel ndo serdo detectados
pela metodologia (CCD) oficial da AOAC (FURLANI, SOARES e
OLIVEIRA, 1999). Desta forma, café contendo 7,0 pg/kg de Ocratoxina
A podera ser considerado de excelente qualidade por essa metodologia
e ser consumido varias vezes ao dia.

A técnica ELISA foi indicada para triagem de aflatoxinas B e G em edicéo
mais recente dos métodos analiticos da AOAC, mas com aplicabilidade
limitada em termo de tipo de amostras. Apenas quatro métodos
guantitativos foram aprovados, sendo dois aplicaveis na deteccdo de
aflatoxinas B e G em pasta de amendoim e em milho e um para aflatoxina
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total em milho, trigo e racéo (SCOTT, 1997). Tais limitagGes obrigam os
analistas a buscar ou desenvolver métodos para poder analisar produtos
ainda ndo cobertos pelos métodos oficiais (RODRIGUEZ-AMAYA, 2000).

TABELA 10 - ANALISE CONJUNTA DAS MEDIAS DE OCRATOXINA A
(mg/kg) E DA AFLATOXINA TOTAL (ug/kg) NOS
PRODUTOS AVICOLAS, INDEPENDENTE DA
CLASSIFICACAO (“IN NATURA” E PROCESSADOS)
POR PRODUTO, TRIMESTRE E EMPRESA

Variaveis Média geral dos trimestres
Ocratoxina A Aflatoxina total
Produtos
Chicken-doré 50a 1,4 bcd
Mine-chicken 34 b 1,4 bcd
Figado condenado 30 bc 25a
Nugget 32 bc 1,7 bc
Salsicha 32 bc 1,1 cde
Paté-de-figado 32 bc 12 cde
Almdndega 31bc 1,4 bcd
Coxa integra 29 bcd 13 bcde
Figado integro 28 bcd 19ab
Coxa condenada 2,8 «cd 14 bcde
Coxa temperada 24 cd 1,0 de
Hamburguer 2,5 d 0,9 de
Linguica 1,7 e 0,7 e
Trimestres
| 28 b 1,4 b
1] 3,1la 1,7a
1 3,1la 12 b
\Y 28 b 14 b
Empresas
A 31 b 1,7a
B 26 ¢ 16a
C 2,7 cC 12 b
D 35a 13 b
E 24 ¢ 10 b
Coeficiente de Variagdo = 143 % 35,4%

Valores seguidos pela mesma letra mindscula na vertical ndo diferem
estatisticamente (p> 0,05) pelo teste Tukey.
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4 CONCLUSAO

A ocorréncia de aflatoxina total foi mais freqiiente em produtos
procedentes de empresas avicolas de diferentes regides do estado de
Pernambuco e ocratoxina A das empresas das Regifes Sul e Sudeste
do Brasil.

As maiores médias de aflatoxina total e de ocratoxina A ocorreram no
segundo trimestre (meses de julho a setembro).

O figado “in natura” apresentou maior contaminacao por aflatoxina total e
o chicken-doré (processado) por ocratoxina A.

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) mostrou-se mais eficaz para a analise
de produtos “in natura”.

Abstract

MYCOTOXICOLOGICAL RESEARCH OF POULTRY “IN NATURE” AND
PROCESSED PRODUCTS

The occurrence of aflatoxins and ochratoxin A in carcasses, edible viscera and
poultry processed products purchased from different industries of various Brazilian
regions was evaluated. Different types of products were collected in a trimester
period being nine of them “in nature” and eight processed, for extraction of mycotoxins
and quantified through the immunoenzymatic assay (ELISA). Samples with positive
results for ELISA were analyzed using thin layer chromatography (TLC). From the total
analyzed samples 12% resulted positive, being 10.8% for total aflatoxins, and 1.2%
for ochratoxin A. The results obtained by TLC showed aflatoxins contamination (B,, B,,
G, and G,) inferior to 5ug/kg. The immunoenzymatic assay was more effective for “in
nature” products, and the second trimester (July - September) was the period when it
was isolated the highest quantity of aflatoxins and ochratoxin A. The occurrence of
total aflatoxins was more evident in the poultry industries from different regions of the
state of Pernambuco, and ochratoxin A from industries in the South and Southeast
regions of Brazil.

KEY-WORDS: POULTRY; AFLATOXIN; OCHRATOXIN A.
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