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RESUMO GERAL

Um dos géneros de fungos de grande importancia agricola é o Aspergillus, por
contaminar varias culturas e produzir aflatoxinas. A aflatoxina M; é um metabdlito
toxico resultante da biotransformacédo da aflatoxina B; (AFB;) secretado no leite
de animais que ingerem alimentos contaminados, assumindo destacada
relevancia em saldde publica devido aos seus efeitos carcinogénicos e
mutagénicos. O consumo de bebida lactea UHT vem se destacando no mercado
como substituto do leite, devido as suas caracteristicas organolépticas e
praticidade. Existem pelo menos 16 marcas de bebidas lacteas UHT disponiveis a
venda, a maior parte no sabor chocolate. Sendo assim, o objetivo do trabalho foi
avaliar a contaminacao fangica e quantificar os niveis de aflatoxina M; de 10
marcas comercializadas em Macei6 - AL. A identificacdo fungos foi realizada de
acordo com o método descrito no Compendium of methods for the microbiological
examination of foods (1992). Para quantificacdo de aflatoxina M; por
cromatografia liqguida de alta eficiéncia (CLAE) o método utilizado foi do IAL
(2008) adaptado. Foram isolados 14 géneros de fungos, onde se destacam
Aspergillus flavus e Penicillium sp, e niveis de aflatoxinas M; com uma variagao
de 0,02 a 0,48 + 0,17 pg/L o que evidenciam a necessidade de boas praticas de
fabricagdo no campo e de armazenamento, afim de controlar o crescimento

fungico e a conseguente contaminacdo com seu metabolito toxico.

Palavras-chave: micotoxina, Aspergillus flavus, CLAE.



GENERAL ABSTRACT

The Aspergillus flavus is one of the main kinds of fungus, among those that
demand attention in the agricultural area, because it contaminates many
cultivation and produces aflatoxin. The aflatoxin M; is a toxic metabolite resultant
from the biotransformation of the aflatoxin B; (AFB;) co-secreted with milk from
animals that ingested food contaminated by AFB;. This fact is a relevant public
health issue due to the carcinogenic e mutagenic effects of the aflatoxin. The
increasing consume of UHT milky beverages, as a substitute for the milk, is a
result of their organoleptic characteristics. There are, at least, 16 non-fermented
milky beverages brands available for sale. Most of them are chocolate flavored.
Considering that, this essay’s objective is to analyze and quantify, in 10 UHT milky
beverages sold in Maceié-AL, the contamination levels by aflatoxin M;. The fungus
identification process was made according to the method described in the
Compendium of methods for the microbiological examination of foods (1992). For
the aflatoxin M; quantification, using the high performance liquid chromatography
(HPLC), the method used was the one of IAL (2008) adapted. 14 kinds of fungus
were isolated, it must be mentioned that the Aspergillus flavus and Penicillium sp.
were amoung the findings. The levels of aflatoxin M; ranged from 0,02 to 0,48 +
0,17 pg/L that suggests the necessity of better practices for production and
storaging. These “better practices” should control the fungus grownth and the

consequent contamination by their toxic metabolite.

Keywords: mycotoxin, Aspergillus flavus, HPLC



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

LISTA DE TABELAS

Legislacao para aflatoxina M; em leite e derivados.

Ocorréncia de aflatoxina M; (AFM;), em leite, registradas

no Brasil.

Valores médios em unidades formadoras de colbnias

(UFC) de fungos nas marcas de bebida lactea UHT.

Teores médios de aflatoxina M; nas marcas analisadas
de bebida lactea UHT comercializada na cidade de
Macei6-AL

Resultados de pesquisas sobre a ocorréncia de AFMy,

em leite, registrados no Brasil.

Pagina

28

31

62

63

64



Figura 01

Figura 02

Figura 03

Figura 04

Figura 05

Figura 06

Figura 07

Figura 08

Figura 09

LISTA DE FIGURAS

Estrutura do furano e da cumarina

Estrutura das aflatoxinas

Esquema do processo de quantificacdo de fungos em

superficie

Microcultura de Aspergillus sp. em meio BDA

Placa de Petri contendo colbnias de Penicillium sp. em

Agar Batata Dextrose (BDA) com amoxilina

Placa de Petri contendo colénias de Aspergillus sp. em

Agar Batata Dextrose (BDA) com amoxilina

Caracteristicas microscopicas de Aspergillus flavus.

Cromatograma da bebida lactea UHT contaminada

com aflatoxina M; com concentragéo de 0,1 ug/L.

Cromatograma da bebida lactea UHT contaminada
com aflatoxina M; com concentragéo de 0,13 ug/L

Pagina

22

22

85

86

87

88

89

90

91



LISTA DE ABREVIATURAS

AFM; Aflatoxina M,

AFB1 Aflatoxina B;

AFB2 Aflatoxina B

AFG1 Aflatoxina G;

AFG2 Aflatoxina G

ANVISA Agéncia Nacional de Saude
BDA Agar Batata Dextrose

CCD Cromatografia em Camada Delgada
CLAE Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
DNA Acido Desoxirribonucléico

FAO Food Agriculture Organization

GSH Gama-L-glutamil-L-cisteinil-glicina
HACCP Hazard Analysis Critical Control Point
RNA Acido ribonucléico

UFC Unidades formadoras de colbnias
UHT Ultra High Temperature

UR Umidade Relativa

uv Ultravioleta

% Porcentagem

°C Graus Celsius

MO Micrograma

kg Quilograma

L Litro

ng Nanograma

g Grama

mg Miligrama

mL Mililitro

sp. Espécie

spp. Espécies

R? Coeficiente de determinagé&o



SUMARIO

INTRODUGAO GERAL ....oovonitiiciiieeeeteeee ettt ettt st 14

REVISAO DE LITERATURA - Fungos e aflatoxinas — revisdo sobre 18

ocorréncia, aspectos toxicologicos, métodos analiticos e controle .....................

FUNGOS et e 18
N F= 10D (] = L TP PPPPPPTPPRRRPR 20
Aspectos toxicoldgicos e biotransformacgéo da aflatoxina Byem My .................... 24
Métodos de analise para aflatoXina M1 .......ceeviiiieeeeeeiii e 28
Controle da aflatoXing My .....oooiiiiiiiii e 29
Pesquisas realizadas N0 BrasSil ... 30
REFERENCIAS 32

ARTIGO DE RESULTADOS: Ocorréncia de fungos e aflatoxina M; em bebida 39

lactea UHT comercializada na cidade de Maceid-AL. .........ccccceeevnviviiieeeeeeeennnn.

RESUIMO .. et e e e e e e e e e e s 40
Y 013 1 = Lo P PEPPPTRRRPRR 41
T (oo [1 o> o J USSP 42
Material € MELOUOS ......vveiiiiiiieieeee et e e e e e e e e e e s e s e e nreeeeeee e 44
ReSUItadOs € AISCUSSAO .......cceevviiiiiiiiieiiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e e e eee e e e e eeeeees 49
(@] [ 11 153- T L PRI 55

REFERENCIAS ..o ettt et e e e e e e e e e e, 56



Anexo A — Normas para publicacdo na Revista Ciéncia e Tecnologia de

AN BNEOS oo e s

APENDICE ..o e ettt ettt

Apéndice 01 - Esquema do processo de quantificacdo de fungos em
SUP I ICIE. weiiiiii it e e e e e et e e e e e e e e e aaaaaaaann

Apéndice 02— Microcultura de Aspergillus sp. em meio BDA. ............cccceeeees

Apéndice 03 — Placa de Petri contendo colonias de Penicillium sp. em Agar

Batata Dextrose (BDA) COM amOXiliNG. .........ceeeviiiiiiiiiiiiiiiiiaiiiiiieeeeeeeeee e

Apéndice 04 — Placa de Petri contendo colonias de Aspergillus flavus em
Agar Batata Dextrose (BDA) com amoxilina. ............ccceeviiiiiiiiinieeeeeieeeeeeeeveiiiienns
Apéndice 05 — Caracteristicas microscopicas de Aspergillus flavus...................
Apéndice 06 — Cromatograma da bebida lactea UHT contaminada com
aflatoxina M; com concentragdo de 0,10 pg/L do padréo ............ccccvvvvvvvinnennnnn.
Apéndice 07 — Cromatograma da bebida lactea contaminada com aflatoxina

Mz com concentragao de 0,13 PG/ L.....ccoooeeiiiiiiieeeece e

74

75

84

85

86

87

88
89

90



1.INTRODUCAO GERAL
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INTRODUCAO GERAL

As alteracdes provocadas pelos fungos nos ingredientes e alimentos sao
conhecidas ha muitos anos. Algumas dessas transformacfes sdo desejaveis e até
mesmo necessarias e tém o intuito de melhorar a qualidade nutricional ou o sabor
dos alimentos. Entretanto, alguns fungos podem provocar deterioragdo ou produzir
metabdlitos téxicos denominados micotoxinas (CABRAL, 2003; FRANCO &
LANDGRAF, 2004).

O Brasil apresenta condicdes ideais para o desenvolvimento de fungos devido
a prevaléncia do clima tropical, além da utilizacdo de praticas agricolas inadequadas
de colheita, plantio, secagem, transporte e armazenamento dos graos (SABINO,
1984).

A contaminacdo de ragcfes e alimentos por fungos deve-se principalmente a
utilizacdo de gréos ja contaminados por toxinas ou racdes estocadas em condicdes
inadequadas, bem como pela ingestdo de forragens contendo fungos endofiticos
(CAVALCANTE, 1998).

Um dos géneros de fungos de grande importancia agricola é o Aspergillus,
por contaminar varias culturas e produzir aflatoxinas apds a fase de crescimento
exponencial. Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, e Aspergillus nomius, se
desenvolvem naturalmente em produtos alimenticios como amendoim, milho, feijao,
arroz, cacau, cevada, leite, carnes, sementes de algodao, castanha, trigo e outros
(ARAUJO, 2004). No entanto, em racdes, os principais produtos alimenticios
susceptiveis ao desenvolvimento destes fungos incluem: amendoim, milho e trigo

(ROSAMARINHO et al., 2006).
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Sao conhecidos, atualmente, 18 compostos similares designados pelo termo
como aflatoxina, porém os principais tipos de interesse médico-sanitario sao
identificados como Bi, B,, G; e G, (OLIVEIRA, 2006). Aspergillus flavus produz
somente aflatoxina B enquanto as outras espécies produzem as aflatoxina B e G,
sendo a aflatoxina B; de maior toxidade. Estas toxinas sdo geralmente encontradas
em muitos alimentos e ra¢des (BAKIRCI, 2001).

A aflatoxina M; € um potente hepatocarcinégeno excretado no leite de vacas
alimentadas com ra¢Bes contaminadas com aflatoxina B;. A concentracdo no leite
pode variar amplamente de um animal para outro, e até de uma fase de lactacéo
para outra, podendo ser detectada no leite 12 - 24 horas ap0s a ingestéo inicial de
aflatoxina B1, atingindo o equilibrio com maxima concentracdo apos 3 - 6 dias de
ingestao constante e diaria (OLIVEIRA & GERMANO, 2003)

A Resolucdo n® 274 da Agéncia Nacional de Saude — ANVISA de 15 de
outubro de 2002 (BRASIL, 2002), estabelece os limites maximos aceitaveis de
aflatoxina M; 0,5 pg/L (ppb) em leite fluido e 5,0 pg/kg (ppb) para leite em pé, néo foi
estabelecido limites aceitaveis para bebida lactea UHT.

A Bebida Lactea UHT (Ultra High Temperature) é o produto submetido,
durante 2 a 4 segundos, a uma temperatura entre 130°C a 150°C, mediante um
processo térmico de fluxo continuo, imediatamente resfriado a uma temperatura
inferior a 32°C e envasado sob condicbes assépticas em embalagens estéreis e
hermeticamente fechadas (BRASIL, 2005).

A Instrucdo Normativa n°16 de 23 de agosto de 2005 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2005), define bebida lactea UHT
com adicdo como o produto lacteo resultante da mistura do leite (in natura,

pasteurizado, esterilizado, UHT, reconstituido, concentrado, em po, integral,
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semidesnatado ou parcialmente desnatado e desnatado) e soro de leite (liquido,
concentrado e em po), adicionado de produto(s) ou substancia (s) alimenticia(s),
gordura vegetal e outros produtos lacteos. A base lactea representa pelo menos

51% (cinqlienta e um por cento).

Em Maceio existem pelo menos 16 marcas de bebidas UHT com adicéo
disponiveis a venda, em diversos estabelecimentos comerciais, de pequeno e de
grande porte, sendo a maior parte delas oferecidas no sabor chocolate e uma
pequena parte em outros sabores como de morango, em embalagens de 200 mL e
1L.

O consumo de bebida lactea UHT vem se destacando no mercado como um
substituto do leite, sendo um alimento consumido por todas as faixas etéarias, devido

as suas caracteristicas organolépticas e praticidade.



2. REVISAO DA LITERATURA
FUNGOS E AFLATOXINAS — REVISAO SOBRE OCORRENCIA,

ASPECTOS TOXICOLOGICOS, METODOS ANALITICOS E

CONTROLE
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FUNGOS E AFLATOXINAS — REVISAO SOBRE OCORRENCIA,
ASPECTOS TOXICOLOGICOS, METODOS ANALITICOS E

CONTROLE

FUNGOS

Fungos s&o seres dispersos no meio ambiente, em vegetais, ar
atmosférico, solo, agua, animais, etc. e, embora sejam estimados em 250 mil
espécies, menos de 150 foram descritos como patdégenos aos seres humanos.
Sao organismos eucariotas, aclorofilados, heterotréficos, com reproducao
assexuada e sexuada, capazes de utilizar uma grande parte de substratos como
fonte de carbono, nitrogénio e energia (TANIWAKI et al., 1999; RAVEN et al.,
2001).

Os alimentos em geral sdo muito sensiveis a contaminacao e proliferacdo
por fungos, especialmente os de origem vegetal que apresentam uma
contaminag¢do natural vinculada ao ar atmosférico, agua ou ao solo onde sao
cultivados. Sendo assim, tanto os ingredientes quanto as racdes prontas estao
sujeitas a apresentar contaminacéao por fungos (FRISVAD & SAMSON, 1991)

Christensen & Kaufman (1969) dividiram os fungos que invadem os graos,
vagens e sementes conforme suas necessidades de agua em dois grupos
ecoldgicos: fungos de campo e de armazenamento.

Os fungos do campo invadem os produtos antes da colheita, quando as
plantas estdo em crescimento ou depois de estarem cortadas e requerem um teor
de umidade em equilibrio com uma umidade relativa de 90 a 100 % para

crescerem. Os principais géneros sdo Cephalosporium, Fusarium, Gibberella,
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Nigrospora, Helminthosporium, Alternaria e Cladosporium. (LAZZARI et al., 1998).
J& o0s géneros Aspergillus e Penicilium, s&o considerados fungos de
armazenamento, pois necessitam de teores de umidade mais baixos, entre 13 e
18%,e sao considerados os principais agentes de deterioracdo das sementes
(CHRISTENSEN & KAUFMAN, 1969)

No entanto, esta classificacdo ndo € apropriada aos tropicos umidos, uma
vez que determinadas espécies pertencentes aos géneros Aspergillus e
Penicillium, anteriormente consideradas como fungos de armazenamento, podem
ocorrer antes da colheita (HILL et al., 1985).

Além das alteragbes na composicdo quimica dos alimentos, o
desenvolvimento de fungos pode ser prejudicial & saude dos animais e dos seres
humanos. Neste sentido, Sabino (1996), destaca Aspergillus, Penicillium e
Fusarium capazes de crescerem em diversos substratos com condi¢cdes
ambientais variaveis e produzirem micotoxinas. As micotoxinas provém do
metabolismo secundario de fungos, cujas principais caracteristicas séo: amplo
espectro de toxicidade, baixo peso molecular, ndo-imunogenicidade, termos-
estaveis e atuam em baixas concentrac¢des (DINIZ, 2002).

A presenca de fungos no leite pode estar associada a ocorréncia de casos
de mastite infecciosa no rebanho, ou pode estar relacionada ao nivel de higiene
da ordenha e do ambiente (COUSINS & BRAMLEY, 1981).

Os problemas do leite UHT decorrem, principalmente, da interpretacéo de
que o0 processo corrigiria todos os defeitos anteriores da matéria-prima,
principalmente os de ordem microbiolégica, uma vez que promoveria a

“esterilizagao” do produto.
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Segundo Martins et al. (1999), o leite que passa pelo processo de
ultrapasteurizacdo ndo sofre esterilizacdo absoluta, uma vez que, bactérias
termorresistentes podem permanecer viaveis nos produtos. Todavia, 0s
consumidores tém se deparado com embalagens estufadas ou leites geleificados,
dentro do prazo de validade. Isso se deve a qualidade do leite cru, pois o
processo de ultrapasteurizacdo (130 a 150°C), quando aplicado a matéria-prima

adequada, possui elevada eficiéncia (BIZARI et al., 2003).

AFLATOXINAS

Todas as espécies de Aspergillus formam coldnias filamentosas de
diferentes caracteristicas que microscopicamente apresentam hifas septadas de
aproximadamente 4 mm de diametro e estruturas de frutificacéo tipica formada
por célula-pé, conidioforo, vesicula, métula e/ou fiadlide que promovem a
reproducdo assexuada do fungo através da producéo de fialoconidios. Algumas
espécies de Aspergillus apresentam a forma sexuada caracterizada pela
presenca de cleistotécios, ascos e ascésporos (ABARCA, 2000)

Apenas quatro espécies de Aspergillus podem produzir aflatoxinas, sendo
elas: A. flavus, A. parasiticus, A. pseudotamarii e raramente por A. nominus
durante seu crescimento em alimentos e ra¢des (SHUNDO et al., 2003).

Conhecidas desde a década de 60, quando foram descobertas apds serem
responsaveis pela morte de 100.000 perus na Inglaterra. Por estarem presentes
na maioria das racdes, a aflatoxina € uma das substancias mutagénicas e
carcinogénicas mais potentes produzidas por fungos na natureza (PUTZKER,

2002).
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Em 1974, na india, ocorreu um dos maiores surtos de aflatoxicose em
humanos. Foram afetadas 397 pessoas, onde apresentaram sintomatologia febril,
ictericia, dores, vomitos e hepatomegalia, tendo registrado a morte de 100
pessoas deste grupo. O milho teria sido a principal fonte de intoxicacédo (PITT et
al., 1999).

A ocorréncia de aflatoxinas em alimentos € inevitavel e influenciada por
diversos fatores ambientais. Portanto, a extensdo de sua contaminacdo néo é
previsivel e pode variar com a localizacdo geografica, as praticas agrondmicas e a
suscetibilidade do produto a invasao do fungo durante as fases de pré-colheita,
armazenamento e processamento (ARAUJO, 2004).

A disseminacéo fungica ocorre facilmente através de esporos assexuados
muito resistentes a condi¢cdes adversas, sendo esta propagacdo dificil de
controlar (AGRIOS, 2004).

Em cereais estocados, os fatores mais importantes para o crescimento de
fungos toxigénicos do género Aspergillus e a producdo de aflatoxinas sédo a
umidade relativa do ar e do substrato e temperatura de armazenamento. Umidade
relativa de 80% a 85% com 17% de umidade dos cereais e temperatura de 24 a
35°C sao consideradas condi¢des Otimas. Ja em racgBes a umidade deve estar
entre 10% a 13% do substrato, 79% a 89% de umidade relativa do ar e
temperaturas de 19 a 27°C (DILKIN et al., 2000).

As aflatoxinas pertencem a classe de compostos denominados
furanocumarinas, apresentando um nudcleo cumarina associado ao furano e a

lactona (Figura 01). As aflatoxinas do grupo B possuem um anel ciclopentenona,
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as do grupo G uma lactona insaturada de 6 membros, e as do grupo M sao

derivadas hidroxiladas no carbono quatro de B; e B, (ARAUJO, 2004) (Figura 02).

FURANO CUMARINA
Figura 01. Estrutura do furano e da cumarina

As aflatoxinas receberam essas denominacdes, B e G, devido as suas
caracteristicas fluorescentes "Blue” (azul) e "Green™” (verde), quando expostas a
luz ultravioleta de ondas longas. A designacao “M” origina-se de "milk toxin™ por

ser uma toxina excretada no leite (BAGGIO, 2006).

Aflatoxina G1 Aflatoxina G2
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o o OCHj

Aflatoxina M1 Aflatoxina M2

Figura 02. Estrutura das aflatoxinas

Estas toxinas apresentam baixo peso molecular (AFB1: 312, 2782; AFB2:
314,294; AFG1:328,2776; AFG2: 330,2934 e AFM1: 328,2776 g/mol), e reduzida
hidrossolubilidade, sendo bastante sollveis em solventes de polaridade
intermediaria como cloroférmio, metanol e dimetilsulféxido. Seus pontos de fusao
sdo de 168-269 °C, 286-289 °C, 244-246 °C, 237- 240 °C e 299°C,
respectivamente para as aflatoxinas Bi, By, G1, G, e M; (MERCK, 1996).

Em estado puro, sdo extremamente estaveis a altas temperaturas,
enquanto que, quando se encontram em solventes polares, sdo relativamente
sensiveis a luz, particularmente a radiacdo ultravioleta. S&o degradadas por
autoclavacao em presenca de amoénia e por tratamento com hipoclorito e alcalis
fortes (WHO, 1979). S&o incolores, inodoras e ndo alteram o sabor dos alimentos
(MARTINS, 2002).

Segundo Araujo (2004), as aflatoxinas séo inativadas desde que alcancem
o ponto de fusdo 237-289°C. Tal aquecimento € inaceitavel para processamento
de alimentos. Sendo assim, leites e produtos lacteos, mesmo apos o
processamento, pasteurizacdo ou UHT, podem encontrar-se contaminados por

aflatoxina M.
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ASPECTOS TOXICOLOGICOS E BIOTRANSFORMACAO DA AFLATOXINA B;

EM AFLATOXINA M,

As aflatoxinas B; estdo classificadas na Classe 1 dos carcinégenos
humanos pela “International Agency for Research on Cancer” — IARC (2003), ja as
aflatoxinas M; estdo classificadas, como no grupo 2B, sendo possivel
carcinogénos para humanos.

Devido a sua lipossolubilidade as aflatoxinas sédo rapidamente absorvidas
no trato gastrointestinal, sendo distribuidas aos diferentes Orgdos, como
masculos, rins, tecido adiposo, e principalmente figado, onde maiores
concentraces podem ser encontradas (TONG et al.,2006).

De acordo com Amaral (2006) citado por Kwiatkowski & Alves (2007), a
aflatoxina B; quando é biotransformada primariamente no figado, por enzimas
microssémicas relacionadas ao citocromo P450 do sistema de funcdes oxidase
mista, d& origem a um produto reativo, o 8-9-epéxido (anteriormente denominado
AFB;-2,3 epo6xido), originado através da epoxidacdo da dupla ligacdo do éter
vinilico, presente na estrutura bifuranoide da molécula de aflatoxina B;.

A aflatoxina-epoxido é altamente reativa e instavel, ligando-se através de
ligagbes covalentes a varios locais nucleofilicos da célula, como &cido
desoxirribonucléico (DNA), acido ribonucléico (RNA) e proteinas (metionina,
cisteina e histidina). A interferéncia na sintese de acidos nucléicos pode ocorrer
atraves dos processos de transcricdo, pela interacéo direta da aflatoxina-epoxido
com o DNA, ou na interacdo com o RNA polimerase (enzima que catalisa a

sintese do RNA a partir do DNA) (ARAUJO, 2004).
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O produto conjugado formado pela interacdo aflatoxina-DNA é identificado
como aflatoxina-N7-guanina, que ocorre ao nivel do cdédon 249, do gene
supressor de tumores p53, sendo considerado 0 primeiro estagio da
carcinogénese. A aflatoxina-N7-guanina é transformada espontaneamente pela
hidrélise do anel imidazol em aflatoxina-FAPI (N°-formil-2, 5,6-triamino-4-oxo-N>-
primidil)-9-hidroxil-aflatoxina-B;), que € a forma persistente do DNA conjugado
gue se acumula no figado (ARAUJO, 2004; TONG et al., 2006).

Os adutos formados pela ligacdo entre o RNA e proteinas a aflatoxina-
epoxido provocam a morte celular pela inativagdo de macromoléculas essenciais
as células. A formacdo destes adutos inicia-se com a hidrolise da aflatoxina-
epoxido para produzir aflatoxina-B;-2,3 deidrodiol, o qual reage com amino-
grupos primarios de proteinas, originando bases de Schiff, imobilizando enzimas
vitais ao funcionamento celular (HSIEH & ATKINSON, 1991; ARAUJO, 2004).

Secundariamente, ocorre reducao do metabolismo das gorduras no figado,
causando necrose e degeneracdo gordurosa, diminuicdo do fluxo de bile e
comprometimento na absor¢cdo de nutrientes, especialmente vitaminas e
aminoécidos essenciais (CURCOVA et al, 1991).

De acordo com Araujo (2004), a inativacdo e a posterior eliminacdo da
aflatoxina-ep6xido, podem ocorrer com a interacao entre a glutationa (gama-L-
glutamil-L-cisteinil-glicina; GSH), pois este é o principal mecanismo de defesa
celular, sendo responsavel pela diminuicdo da mutagenicidade das aflatoxinas,
tornando-as mais sollUveis em agua, o que facilita a excre¢ao através da urina, ou

bile, em seguida, nas fezes.
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Segundo Biehl & Buck, (1987) citado por Ferreira et al. (2006), além da
epoxidacdo, a biotransformacdo primaria da AFB; inclui a hidroxilacdo, para
formar as aflatoxinas M, Q; e Ba,; €, O-demetilacdo, para formar aflatoxina P4,
permitindo a sua conjugacao com o acido glucurdnico ou sulfatos, aumentando
sua solubilidade em agua.

Apoés ser biotransformada a aflatoxina M, pode permanecer em diversos
tecidos, especialmente no hepatico e renal, ou ser excretado através da urina ou
do leite. Assim, a aflatoxina M; € considerada o principal metabdlito hidroxilado
presente em leite de animais, que ingeriram alimentos contaminados por AFB;
(APPLEBAUM et al.,1982).

De 1,0 a 3,0% da aflatoxina B; ingerida por animais em lactacdo é
transformada em algumas horas em aflatoxina M;, encontrada no leite ligada a
caseina (ARAUJO, 2004).

A AFM, também pode sofrer epoxidacdo e ser ativada para formar
derivados mutagénicos, o que explica sua toxicidade apreciavel em modelos
experimentais, pois mesmo em baixas doses (>0,5 upg/mL) a AFM, apresenta
citoxidade para células linfoblastéides na auséncia de ativacdo metabdlica
(BAILEY et al., 1994; NEAL et al., 1998).

Neste contexto, criancas expostas a AFM; sdo consideradas mais
susceptiveis a seus efeitos adversos, pois sua capacidade de biotransformacéo
de carcindégenos é geralmente mais lenta que em adultos e o efeito cumulativo de
exposicdes repetidas, por longos periodos, a pequenas doses, € um fator

preocupante (LOPEZ et al., 2003).
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A identificacdo e a mensuracdo dos biomarcadores para a avaliacdo da
exposicdo humana as micotoxinas podem ajudar a prevenir ou minimizar 0s
agravos a saude, decorrentes da exposicdo do organismo humano a essas
substancias. Para avaliar a exposicdo humana as aflatoxinas, os principais
biomarcadores sdo metabdlitos urinarios de aflatoxina B;, como aflatoxina My,
aflatoxina P;, aflatoxina Q, aflatoxina livre em soro ou plasma, os adutos de AFB-
N’-guanina, os adutos de albumina ou mutac&o no gene supressor de tumor p53,
presentes em fluidos biolégicos (BANDO et al., 2007)

Alguns compostos podem reduzir o efeito carcinogénico das aflatoxinas, o
licopeno e o beta-caroteno, protegem as células da acdo toxica, assim como o
consumo de cisteina, este aumenta a concentracdo de glutationa, reduzindo os
efeitos maléficos dos componentes téxicos (ARAUJO, 2004; REDDY et al., 2006).

Sendo assim, cada pais tem tentado definir regulamentacfes (Tabela 01) a
fim de estabelecer limites de tolerancia maximos. No Brasil, o regulamento técnico
se encontra em harmonia com o do MERCOSUL, englobando a Argentina,

Paraguai, e o Uruguai.
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Tabela 01 — Legislacéo para aflatoxina M1 em leite e derivados.

Leite “in natura”

Pais Derivados do Leite (ug/kg)
(Mg/L)
0,05
Franca )
0,03 (para criangas <3anos)
Brasil 0,5 5,0 para leite em pé
Egito 0,0 0,0
Turquia 0,05 0,25

0,025 (soro de leite e produtos)
0,25 (queijos

Suica 0,05 (9 J_ )
0,2 (manteiga)

0,10 (leite em po)

Fonte: FAO, 2003.

METODOS DE ANALISE PARA AFLATOXINA M;

Por se tratar de importante problema de salude publica, torna-se
indispensavel a adocdo de técnicas analiticas que proporcionem credibilidade e
confiabilidade para a deteccao e controle desta toxina no leite (IAL, 2008). Tanto a
cromatografia em camada delgada (CCD) como a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), constituem técnicas adequadas para separacdo, deteccao e
qguantificacdo de aflatoxina M; em extratos de leite (SYLOS et al., 1996).

A CCD constitui uma técnica tradicional e possui grande importancia
histérica, pois permitiu que as micotoxinas fossem detectadas, isoladas e
caracterizadas. O baixo custo e a simplicidade da técnica sdo as principais
vantagens dessa técnica, fazendo com que tenha se tornado a referéncia para
muitos laboratorios brasileiros. A quantificacdo é realizada através da técnica

visual sob luz ultravioleta (UV) ou a densitometria (AMARAL et al., 2006).



29

Outras técnicas tém sido utilizadas, principalmente em triagens para
determinacdes de aflatoxinas, que constituem imunoensaios, 0s quais envolvem
interacbes entre micotoxinas e anticorpos especificos contra homodlogos de
micotoxinas. Os dois tipos de imunoensaios mais utilizados sédo ELISA (enzyme-
lindked-immunosorbent assay) e radioimunoensaios (SOUZA et al., 1999).

De qualquer forma, independente da técnica analitica empregada,
procedimentos de validacdo devem ser adotados, permitindo avaliar a eficiéncia
de cada metodologia, conhecendo seu potencial aplicativo e possiveis limitacdes

(SOUZA et al.,1999).

CONTROLE DA AFLATOXINA My

Como a aflatoxina M; é estavel a temperatura de processamento de
bebidas lacteas UHT (130 a 150°C) € necessario que sejam adotadas medidas
preventivas como secagem rapida dos gréos logo apds a colheita e seu posterior
armazenamento; retirada de graos danificados, mofados ou de aspecto estranho;
controle de temperatura Inferior a 25°C e umidade relativa do ar inferior a 70%;
disponibilidade de oxigénio menor que 0,5%; utilizacao de inibidores fungicos afim
de controlar o crescimento de Aspergillus principalmente nas racdes de gado
leiteiro, evitando assim a formagdo da toxina precursora (ALDRED, 2004;
ARAUJO, 2004).

Segundo PUTZER (2002), o tratamento de alimentos com amdnia anidrica
destréi a aflatoxina, tal como tratamentos com gas clorino, raios gama e ozénio,
deixando o alimento em condigbes de consumo; porém o ideal ainda é a

prevencdo no campo.
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Neste sentindo as boas praticas de cultivo no campo e de armazenamento,
assim como a implementacéo de protocolos de HACCP (Hazard Analysis Critical
Control Point) (WHO, 1997), podem diminuir o risco de contaminacéo fangica e,
consequentemente, a contaminacdo de leite e de seus derivados (CREPPY,

2002).

PESQUISAS REALIZADAS NO BRASIL

Inexistem dados referentes a ocorréncia de aflatoxina M; em bebida lactea
nao fermentada no Brasil. O maior nimero de pesquisas encontradas na literatura
concentra-se em S&o Paulo e Minas Gerais, e em leite de vaca cru e em leite
industrializado (Tabela 02), apresentando em sua maioria niveis inferiores aos
estabelecidos pela legislacéo brasileira (0,5 ug/L).

Oliveira et al. (1997) avaliaram a contaminacdo por AFM; em leite em po
fornecido as criancas em escolas e bercarios municipais de Sédo Paulo (SP), e
verificaram que 11% do total de 300 amostras investigadas foram positivas,
embora com baixos niveis de contaminagao (0,1 a 1 pg/kg).

Os processos de producao de leite em po, leite condensado, requeijao e
gueijos podem aumentar a propor¢cdo de AFM1 no produto final, em funcdo da

diminuicao do teor de agua (YOUSEF & MARTH, 1989).
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Tabela 02 — Ocorréncia de aflatoxina M; (AFM;), em leite, registradas no Brasil.

Niveis de
. N° de Incidéncia aflatoxina
Leite Local amostras (%) M, Autores
(Mg/mL)
S50 MARTINS &
Leite tipo “B” 224 1,8 0,025 MARTINS,
Paulo
1986.
“in natura” Minas 50 18,0 01-168 PRADO etal,
) 1994.
Gerais
) Sao
Pasteurizado 52 8,0 0,073-0,37 SYLOS et al.,
Paulo
1996.
Pasteurizado, )
vitaminado, ~ Minas 110 25.0 0038007 SOUZAetal,
Gerais 1999.
UHT
Pasteurizado, Minas PRADO et al.,
UHT,emp6  Gerais 61 82,0 0,06-0, 077 1999,

. Ribeira GARRIDO et
Pasteurizado, o Preto 139 80,0 0,015-0,5 al.. 2003.
UHT
» Minas PEREIRA et

in natura’, Gerais 70 45,0 0,0-0,074 al., 2005.
pasteurizado

” ~ SHUNDO &
in natura Sao 107 74.0 0,02-0,26 SABINO,
Pasteurizado, Paulo 2006
UHT

Pasteurizado Parana 40 425 0,01-0,17 Bégé%lo’
Leite “in Porto 128 0,00 0.0 WEIGEL, 2007.

natura” e UHT

Alegre
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RESUMO

A aflatoxina M; é resultante da biotransformacédo da aflatoxina B; (AFB;)
secretado no leite de animais que ingerem alimentos contaminados com AFB1,
assumindo destacada relevancia em saude publica devido aos seus efeitos
carcinogénicos e mutagénicos. O consumo de bebida lactea UHT vem se
destacando no mercado como substituto do leite, devido as suas
caracteristicas organolépticas e a sua praticidade. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a contaminacao fungica e quantificar os niveis de aflatoxina M; de 10
marcas comercializadas de bebidas lacteas, em Macei6/AL. A identificacdo
fungos foi realizada de acordo com o método descrito no Compendium of
methods for the microbiological examination of foods (1992). A quantificacao de
aflatoxina M; foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
pelo método adaptado do IAL (2008). Foram isolados 14 géneros de fungos,
onde se destacam Aspergillus flavus e Penicillium sp, e niveis de aflatoxinas M;
com uma variagao de 0,02a 0,48+0,17 pg/L, evidenciando a necessidade de
boas praticas de fabricacdo no campo e de armazenamento, afim de controlar
o crescimento fangico e a consequente contaminacdo com seu metabolito

toxico.

Palavras-chave: micotoxina, Aspergillus flavus, cromatografia liquida de alta

eficiéncia
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SUMMARY

The aflatoxin M; is a toxic metabolite resultant from the biotransformation of the
aflatoxin B; (AFB;) co-secreted with milk from animals that ingested food
contaminated by AFB;. This fact is a relevant public health issue due to the
carcinogenic e mutagenic effects of the aflatoxin. The increasing consume of
UHT milky beverages, as a substitute for the milk, is a result of their
organoleptic characteristics. Considering that, this essay’s objective is to
analyze and quantify, in 10 UHT milky beverages sold in Maceié-AL, the
contamination levels by aflatoxin M;. The fungus identification process was
made according to the method described in the Compendium of methods for the
microbiological examination of foods (1992). For the aflatoxin M; quantification,
using the high performance liquid chromatography (HPLC), the method used
was the one of IAL (2008) adapted. It were isolated 14 kinds of fungus . It must
be mentioned that the Aspergillus flavus and Penicillium sp. were amoung the
findings. The levels of aflatoxin M; ranged from 0,02 to 0,48 + 0,17 ug/L that
suggests the necessity of better practices for production and storaging. These
“better practices” should control the fungus growth and the consequent

contamination by their toxic metabolite.

Keywords: micotoxin, Aspergillus flavus, high performance liquid

chromatography
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1. Introducéo

O consumo de bebida lactea UHT, sabor chocolate, vem se destacando
no mercado como um substituto do leite, sendo um alimento consumido por
varias faixas etarias, devido as suas caracteristicas organolépticas, nutritivas e
de praticidade. Segundo Viana (2007), no periodo 2001-2005, os produtos
achocolatados cresceram 48%, sinalizando um desempenho préximo dos
sucos de frutas, porém, apresentando uma maior rentabilidade.

Entende-se por bebida lactea UHT com adicdo, o produto lacteo
resultante da mistura do leite (in natura, pasteurizado, esterilizado, UHT,
reconstituido, concentrado, em po, integral, semidesnatado ou parcialmente
desnatado e desnatado) e soro de leite (liquido, concentrado e em pd)
adicionado de produto(s) ou substancia (s) alimenticia(s), gordura vegetal e
outros produtos lacteos, onde a base lactea representa pelo menos 51%

(BRASIL, 2005).

Em Maceid existem pelo menos 16 marcas de bebidas lacteas UHT
disponiveis a venda, em diversos estabelecimentos comerciais de pequeno e
até de grande porte, sendo a maior parte delas comercializadas no sabor
chocolate e uma pequena parte em outros sabores como de morango, em
embalagens de 200 mL e 1L, todas submetidas ao tratamento Ultra High
Temperature (UHT).

Os problemas de bebidas UHT decorrem, principalmente, da
interpretacdo de que o processo corrigiria todos os defeitos anteriores da
matéria-prima, principalmente os de ordem microbiolégica, uma vez que

promoveria a “esterilizagdo” do produto. Todavia, os consumidores tém se
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deparado com embalagens estufadas ou leites geleificados, mesmo dentro do
prazo de validade para consumo humano. Isso se deve a qualidade do leite cru
ou do processamento, pois o tratamento UHT, quando aplicado a matéria-prima
adequada, possui elevada eficiéncia (BIZARI et al., 2003).

O tratamento térmico na forma que costuma ser utilizado (pasteurizacao
e esterilizacdo) para processamento de alimentos, ndo causa a inativacao
completa das aflatoxinas (FRANCO & LANDGRAF, 2004). Em estado puro, as
aflatoxinas sdo extremamente estaveis em elevadas temperatura superando
até 200 °C (PADUA et al., 2002).

OLIVEIRA & GERMANO (2003) afirmaram que podem ser encontradas
varias aflatoxinas nos produtos alimentares, sendo as mais importantes as By,
B,, G, G». A aflatoxina M; (AFM;) € um potente hepatocarcindbgeno excretado
no leite de vacas alimentadas com racdes contaminadas com aflatoxina B;
(AFB,), classificadas na Classe 1 dos carcin6genos humanos pela International
Agency for Research on Cancer — IARC (2003). A contaminacdo do leite de
consumo humano com AFM; classificadas no grupo 2B, possiveis
carcindgenos para humanos, assumem destacada relevancia em saude
publica, ao se considerar que seus efeitos toxicos agudos e carcinogénicos tém
sido extensivamente demonstrados em diversas espécies.

Os fungos, responsaveis pela producdo de aflatoxinas, podem
contaminar os alimentos, causando sua deterioracdo, reduzindo seu valor
nutricional e alterando suas qualidades organolépticas (TANIWAKI et al., 1999;
RAVEN et al., 2001), podendo ser prejudiciais & saude dos animais e dos seres

humanos. Neste sentido, Sabino (1987) destaca os géneros Aspergillus,
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Penicillum e Fusarium como sendo espécies capazes de crescerem em
diversos substratos e de produzirem toxinas patogénicas.

Neste contexto, os objetivos deste trabalho foram investigar a ocorréncia
de fungos patogénicos, bem como a possivel presenca de aflatoxina My,
adaptando a técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) a

guantificacao de aflatoxina M; em bebida lactea UHT, sabor de chocolate.

2. Material e métodos

2.1- Local

As amostras de bebida lactea UHT com adicéo, sabor chocolate, foram
adquiridas aleatoriamente durante o periodo de junho a setembro de 2008, em

estabelecimentos comerciais de Maceio-AL.

2.2 - Material

Foram coletadas 20 amostras, pertencente a 10 marcas, sendo duas
unidades do mesmo lote de cada fabricante, conservadas em embalagens
originais e invioladas de 200 mL e 1 Litro. As amostras foram identificadas e
transportadas para o laboratério de Laboratério de Enzimologia Aplicada e
Andlises Bromatoldgicas-IQB/UFAL. Retirou-se 100 mL de cada marca da bebida

para determinacdo de Aflatoxina M;. As amostras foram transportadas para o
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Laboratério de Fitopatologia, Centro de Ciéncias Agrarias-CECA/UFAL, para a

identificacdo de fungos.

2.3 Isolamentos dos fungos

A identificacdo dos fungos foi realizada de acordo com o método descrito
no Compendium of methods for the microbiological examination of foods (1992),
sendo utilizado o procedimento de contagem padrdo em placas de Petri. As
amostras foram semeadas em meio BDA (Batata-Dextrose-Agar), com adicdo de
100mg/mL de amoxilina , em triplicata, utilizando-se diluicdes de 10 até 10™. As
placas foram incubadas em em bancada sob teperatura ambiente (+ 25°C)
durante sete dias.

A contagem de colbnias foi realizada pelo processo de contagem padrdo
(JAY, 1992). Apos a contagem, multiplicou-se o resultado pelo inverso do volume
inoculado na placa, e os resultados foram expressos em unidades formadoras de
colbnias por mililitro (UFC/mL).

Apbs crescimento, as coldnias foram selecionadas para preparo de laminas
para visualizagcdo em microscopia direta, utilizando-se agua destilada e/ou azul de
metileno, como corante. Desta forma, pode-se observar as estruturas
morfolégicas dos fungos. Os fragmentos também foram observados sob
microscopia direta e as estruturas comparadas com as descritas em publicacédo
especializada. Os fungos foram identificados em nivel de género e espécie, com
base nas chaves de Barnett & Hunter (1987), Pitt (1985), Rappe & Femel (1977).

As amostras que nao foram identificadas foram selecionadas para a realizagdo de
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microculturas.

2.4 - Caracteristicas morfologicas das estruturas apés microculturas

A caracterizacdo morfolégica dos isolados foi realizada apds microculturas
dos fungos néo identificados no primeiro momento, consistindo de placas de Petri,
forradas com papel de filtro e um suporte de vidro, sobre o qual foram colocadas
laminas e laminulas, sendo o conjunto esterilizado em autoclave a 120°C durante
20 minutos. Com a ajuda de uma alca de platina, pequenos fragmentos de
crescimento fangico foram inoculados em quatro pontos laterais de um bloco de
meio BDA (x1cm?), previamente colocado sobre a lamina, cobrindo-se em
seguida com a laminula. O papel de filtro foi umedecido com &gua destilada
esterilizada, incubando-se as microculturas em temperatura ambiente (x25°C), por
48-72 horas. Apos este periodo procedeu-se a retirada da laminula com o auxilio
de uma pin¢a, colocando-a sobre uma lamina, contendo o corante azul de
metileno e/ou dgua destilada e as estruturas formadas, observada ao microscopio

optico.

2.5 - Determinacgéo de aflatoxina My

2.5.1 - Extragéo
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Amostras de bebida lactea (75 mL), foram homogeneizadas com metanol
(CH30OH), filtradas com celite (SiO3) em papel filtro Whatman n° 4, com posterior
recolhimento dos extratos. Aos extratos foi adicionado cloreto de sodio (NaCl) a
4% (m/v) e realizou-se a separacio das fases. A fase metandlica foi adicionado
hexano (CH3(CH,)4CH3), sob agitacdo por 3 minutos, em duplicata.
Posteriormente foi adicionado cloroférmio (CHCI3) a fase metandlica, sob agitacdo
por 3 minutos em duplicata. Os extratos foram recolhidos e combinados em
frascos ambar, onde foi adicionado sulfato de sdodio anidrido (Na,SO,) e

armazenados sob congelamento.

2.5.2 - Separacgéo e quantificacao

Os extratos obtidos na etapa anterior foram filtrados e evaporados, até a
secura para a determinacdo de AFM; por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Adicionou-se 2 mL de diclorometano (CH,Cl,) afim de transferir para um
frasco &mbar, e em seguida foram secos sob fluxo de nitrogénio liquido.

Foram utilizados 100,0 pyL de acetonitrila (CH3CN) para ressuspender a
amostra. Em seguida foram homogeneizadas em ultra-som por 15 minutos,
filtradas em membrana de 0.45 pm Millex HV filter (PVDF membrane) e recebidas
em frascos ambar. O extrato foi conduzido em um sistema de cromatografia
Shimadzu com detector ultravioleta 365 nm, com coluna de fase reversa C18
(150x6mm). A coluna foi diluida isocraticamente com agua ultrapurificada (Milli Q,
Milipore) desgaseificada em ultra-som, sendo utilizadas as seguintes condic¢des:

acetonitrila (30:1) a um fluxo 0,8 mL/minuto e tempo de retencdo de 10 minutos.
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Para o preparo da curva de calibracdo da aflatoxina M; utilizou-se o padrao
Supelco-Sigma Aldrich, dissolvido em acetonitrila com concentracdo de 10,0
pg/mL.

Foram injetadas aliquotas de 10,0 uL de solugbes-padrao de aflatoxina My
com concentragbes na faixa de 0,1 a 6,0 pyg/mL, preparadas no momento da
analise, nas condi¢cdes cromatograficas descritas.

De cada ponto (0,0 a 6,0 ug/mL) foram injetadas trés aliquotas, com
lavagem do amostrador entre as injecdes, para evitar contaminacao, obtendo-se a
meédia das leituras para constru¢cdo da curva de calibracdo. De acordo com a
curva padrdo, obteve-se a equacdo y = 6.090,1 + 34.682x; R?= 0,989, passando

pela origem, incluindo a faixa de concentracdo das amostras.

2.5.3 - Teste de recuperacéo da aflatoxina M;

O desempenho do método analitico por CLAE com detector UV, para

determinacao de aflatoxina M; foi realizado através de recuperacdo de trés niveis

de contaminacéo 0,13, 0,23 e 1,0 yL/mL.

Determinagao da aflatoxina M; no extrato da amostra

O método utilizado para a extracdo de AFM; foi modificado a partir da

metodologia proposta pelo Instituto Adolfo Lutz — IAL (2008).

Foram injetadas aliquotas de 10 uL do extrato da amostra purificado,
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usando as mesmas condi¢cdes cromatograficas utilizadas na elaboracédo da curva
de calibracéo.

Identificou-se o pico da aflatoxina M; da solucdo da amostra por
comparacao com o tempo de retencao obtido na injecdo das solucdes padrdes da
aflatoxina M.

O calculo da massa de AFM; foi realizado de acordo com (AOAC, 2000),
adaptado para utilizacdo da area em substituicdo do pico da amostra obtendo-se

a concentracdo de AFM; em ug/L.

AFMipg/Lde= _AxC xVIxV

A xVIxVL

onde:

A = area do pico da amostra; A’ = area do pico do padrao; C’ = concentracédo do
padrao (ng/pL); VI' = volume injetado do padrédo; VI = volume injetado da amostra;
V = volume final da amostra (uL); VL = volume da bebida lactea representado no

final do extrato (mL).

3. Resultados e Discussao

3.1 - Isolamento dos Fungos

Os dados obtidos no presente estudo permitem observar a grande

variedade de géneros e espécies de fungos nas amostras analisadas, totalizando
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14 espécies, onde se destacam Aspergillus flavus, Penicillium sp., Curvularia sp.,
Talaromyces sp., Cladosporium sp., e Paecilomyces sp. (Tabela 3). Observou-se
a presenca de fungos em 70% das marcas analisadas.

Quanto a observacao de fungos filamentosos, foi verificada a presenca de
Penicillium sp. e Aspergillus flavus. Estes microrganismos também foram
encontrados por Poiatti et al. (2007), em amostras de leite cru proveniente da
regido de Dracena—SP .

Jordano et al. (1989) e Li & Li (1998) também isolaram fungos filamentosos
em derivados de leites como queijos e iogurtes, isolando inclusive algumas
espécies de Aspergillus.

Penicillium sp. s&o contaminantes naturais da alimentagdo humana e
animal, encontrados em milho, cereais, trigo, nozes, frutas secas, vinhos e leites,
gue quando armazenados em condicbes favoraveis de umidade e temperatura,
podem provocar uma doenca ocasional denominada peniciliose. Algumas
espécies podem produzir Ocratoxina-A, nefrotoxica e também carcinogénica

(LACAZ et al., 1998; CHIAVARO et al., 2002).

Tabela 01 — Valores médios em unidades formadoras de colénias (UFC) de

fungos encontrados nas amostras de bebida lactea UHT. Macei6-Alagoas, 2010

Os géneros Cylindrocladium sp., Rosellinia sp., Curvularia sp., Botrytis
sp., Cladosporium sp. e Nigrospora sp. apresentam importancia fitossanitaria e
sao responsaveis por doencas no campo antes da colheita, sendo a Rosellinia sp.

um agente etioldgico de doencas radiculares, responsavel pela podriddo negra,



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

51

vermelha, castanha e branca em cacaueiro (Theobroma cacao), ndo sendo
patogénica ao homem (OLIVEIRA & LUZ, 2004).

A presenca de fungos do género Curvularia, identificado em apenas uma
amostra, pode ser explicada, pelo fato de que esse grupo de fungos é encontrado
no solo e no ar, principalmente em regides de clima tropical e subtropical
(SIVANESAN, 1987). Apenas um pequeno numero destas espécies pode
raramente originar doencas em animais ou humanos, surgindo como agentes de
onicomicoses, sinusite alérgica, pneumonia, endocardite e alergia
broncopulmonar (CARTER & BOUDREAUX, 2004).

De acordo com Lacaz et al. (2002), dentre os principais géneros de fungos
anemofilos amplamente distribuidos no ambiente, o género Cladosporium
apresenta maior incidéncia que os demais. Sdo considerados importantes
alérgenos em todo mundo, sendo responsaveis por processos alérgicos como
rinite, asma, alveolite, sinusite e micoses pulmonares.

Em 20% das amostras foram isolados Aspergillus flavus, sendo este
género também responsavel pelo maior indice de contaminacdo das amostras.
Esta espécie pode causar doencas denominadas por aspergiloses, que podem
manifestar-se como infec¢cdes oportunistas, alergias ou toxicoses (TRABULSI et
al. 1999).

De acordo com Edds (1983), apos um periodo prolongado da ingestéo de
doses sub-agudas, as micotoxinas podem ocasionar lesbes hepaticas graves,
como necrose do parénquima ou produzir lesbesprogressivas como severa

depressao no crescimento corporal, alteracdes histologicas e hepatomas.
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Além disso, estes microrganismos estdo associados a quadros patolégicos
como otomicoses, ceratomicoses, lesbes do palato duro, meningites,
endocardites, doencas sistémicas, gastro-intestinais, pulmonares, geniturinarias,
cutaneas, subcutaneas e 6sseas (KERN & BLEVINS, 1999).

Portanto, fica evidenciado que a presenca de fungos fitopatogénicos e
anemofilos nas bebidas lacteas UHT, sabor chocolate, analisadas neste estudo,
traduzem ma qualidade da matéria prima ou falhas higiénico-sanitarias ao longo
do processamento, além de tratamento térmico inadequado ou insuficiente,
ratificando PEREDA et al. (2005) que ressalta o objetivo de qualquer tratamento
esterilizante na destruicdo dos microrganismos presentes, esporulados ou nao,
ou, pelo menos, de todos aqueles que possam proliferar-se no produto final,
obtendo assim, um produto microbiologicamente estavel para que seja possivel

armazena-lo a temperatura ambiente por um longo periodo.

Determinacao da Aflatoxina M,

O desempenho do método analitico por CLAE com detector UV, para
determinacao de aflatoxina M; foi realizado através de recuperacao de trés niveis
de contaminacdo 0,13, 0,23 e 1,0 yL/mL, obtendo resultados de 83,6 a 95%.
Confrontando esses resultados com o coeficiente de variacdo, observa-se uma
alta eficiéncia do método proposto, apresentando resultado semelhante aos
ensaios de recuperacao realizados por PEREIRA (2005) e SHUNDO et al. (2004)

em leite.
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Na Tabela 02 observa-se os valores de aflatoxina M; das 10 marcas de
bebida lactea UHT, onde houve uma variacdo de 0,02 a 0,48 + 0,17 pg/L.

O Brasil ndo estabelece limites maximos de aflatoxina M; em derivados
do leite. Comparando-se os resultados encontrados neste estudo com a
Legislacdo Brasileira para leite, que € de 0,5 ug/L (BRASIL, 2002), todas as
marcas encontram-se aprovadas. Entretanto, apenas as amostras 1 e 6 estdo
dentro dos padrdes estabelecidos pela Comunidade Européia (CAST, 2003)
iguais a 0,05 pg/L para leites e derivados.

Para exportacdo, muitos paises como a Suica, apresentam legislacéo
especifica adotando-se limites maximos tolerados de AFM1 em derivados de leite,
obtidos a partir do soro, ndo superiores a 0,025 ug/L (FAO, 2003). Desta forma,
apenas a marca 6 aqui avaliada, estaria aprovada para comercializacdo e

consumo humano nestes paises.

Tabela 02 — Teores médios de aflatoxina M1 nas marcas analisadas de bebida

lactea UHT comercializada na cidade de Macei6-AL

Como inexistem pesquisas e levantamentos sobre a ocorréncia de
aflatoxina M; em bebida lactea UHT, os trabalhos disponiveis no Brasil destacam
a ocorréncia de aflatoxina M; em leite UHT e leite pasteurizado (Tabela 03) os
resultados apresentaram-se semelhantes aos de Sylos et al. (1996) que
analisaram leite pasteurizado na cidade de S&o Paulo e encontraram niveis de

contaminacdo entre 0,07 e 0,3 pg/mL, e aos de Garrido et al. (2005), que
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encontraram uma variacao de 0,01 a 0,5 uyg/mL em 80% das 139 amostras de
leite pasteurizado e UHT da cidade de Ribeirdo Preto-SP.

Shundo & Sabino (2006) analisaram 107 amostras de leite “in natura”,
pasteurizado e UHT, na cidade de S&o Paulo e obteveram 74% das amostras
contaminadas com niveis (<0,26 ug/mL) inferiores aos encontrados na presente
pesquisa. Resultados com niveis menores também foram relatados por Baggio
(2006), quando analisou 40 amostras de leite pasteurizado no Estado do Parana,
onde 42,5% encontravam-se contaminadas com valores de 0,01 a 0,17 ug/L.

Prado (1999) analisou leite pasteurizado, UHT e em pd onde encontrou
niveis superiores aos da pesquisa com valores entre 0,06 - 0,7 pg/L
correspondendo-se a 82% de contaminacdo nas 61 amostras analisadas.
Segundo PITTET (1998), leite em poé e leite condensado podem apresentar um
teor elevado de aflatoxina M; devido a reducdo da atividade da agua contida

nestes produtos.

Tabela 03 — Resultados de pesquisas sobre a ocorréncia de AFM;, em leite,

registrados no Brasil.

Tendo em vista que a AFM; é resistente aos processos usuais de
beneficiamento do leite e producdo de derivados, as orientagcbes para a
prevencado do problema estdo condicionadas ao menor nivel pratico de AFB; na
racao utilizada na alimentacéo do gado leiteiro sendo fundamental o incentivo das

boas praticas agricolas (Gonzalez et al., 2004).
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4. Conclusodes

Tendo como base os resultados obtidos, nas condicbes em que 0s
experimentos foram realizados, pode-se concluir que os principais géneros de
fungos encontrados foram Aspergillus e Penicillium; tendo sido encontrado em
70% das marcas analisadas.

Além disso, o método utilizado, CLAE com detector UV, para quantificacao
de aflatoxina M; em bebida UHT foi eficiente; e determinou que nas 10 marcas de
bebida lactea UHT analisadas apresentaram-se dentro dos padrdes (0,02 a 0,48 +

0,17 ug/L) quando comparamos com a Legislacéo Brasileira para leite (0,5 ug/L).
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Tabela 01 — Valores médios em unidades formadoras de colénias (UFC) de

fungos encontrados nas amostras de bebida lactea UHT. Maceio-Alagoas, 2010

MARCAS GENEROS DE FUNGOS UFC/mL
Penicillium sp. 2,1x10°
Nigrospora sp. 1,0 x 10°
Talaromyces sp. 1,0 x 10?
! Torula sp. 3,0 x 10*
Cylindrocladium sp. 1,0 x 10*
Paecilomyces sp. 1,5 x 10*
4 Rosellinia sp. 1,0 x 10?
5 Aspergillus flavus 3,1 x 10?
6 Aspergillus flavus 5,2 x 10*
Cylindrocladium sp. 7,0 x 10°
Amblyosporium sp. 1,0 x 10*
7 Botrytis sp. 2,1 x10*
Ascotricha sp. 2,0 x 10*
Cladosporium sp. 1,0 x 10?
Cladosporium sp 1,0x10*
8
Curvularia sp. 2,0 x 10°

9 Periconiella sp. 2,0 x 10°




Tabela 02 — Teores médios de aflatoxina M1 nas marcas analisadas de bebida

lactea UHT comercializada na cidade de Macei6-AL

Marcas analisadas

Média + DP
AFM1
(Mg/L)

© 00O N O O b~ W N P

[ERN
o

0,03 + 0,01
0,29 + 0,07
0,45 + 0,02
0,04 + 0,00
0,48 + 0,13
0,02 + 0,00
0,14 + 0,01
0,22 + 0,04
0,08 + 0,01
0,13 + 0,10
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Tabela 03 — Resultados de pesquisas sobre a ocorréncia de AFM;, em leite,

registrados no Brasil.

Niveis de
) N° de Incidéncia aflatoxina
Leite Local amostras (%) M, Autores
(Mg/mL)
S50 MARTINS &
Leite tipo “B” 224 1,8 0,025 MARTINS,
Paulo
1986.
“in natura” Minas 50 18.0 01-168  CRADO et
; al, 1994
Gerais
) Sao
Pasteurizado 52 8,0 0,073-0,37 SYLOS et al,
Paulo
1996
Pasteurizado, Minas SOUZA et
vitaminado, Gerais 110 25,0 0,038-0,07 al,

UHT 1999.
Pasteurizado, Minas PRADO et
UHT,emp6  Gerais 61 82,0 0.06-0, 077 al., 1999

) Ribeirao GARRIDO et
Pasteurizado, Preto 139 80,0 0,015-0,5 al 2003
UHT
" Minas PEREIRA et
in natu_ra , Gerais 70 45,0 0,0-0,074 al.. 2005.
pasteurizado
» ~ SHUNDO &
in natura Sao 107 74.0 0,02-0,26 SABINO.
pasteurizado, Paulo 2006
UHT
Pasteurizado Parana 40 42 5 0,01-0,17 ?OA(%GIO’
Leite “in Porto WEIGEL,
natura” e UHT Alegre 128 0,00 0.0 2007
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ANEXO A — Normas para publicacdo na Revista Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos

Ciéncia e Tecnologia de Alimentos publica artigos e comunicac¢des cientificas
na area. Os trabalhos podem ser apresentados em inglés, devendo observar as
disposicfes normativas relacionadas neste documento.

POLITICA EDITORIAL

Ciéncia e Tecnologia de Alimentos aceita submissdes de artigos e
comunicacdes que contenham resultados de pesquisa original. Os trabalhos
podem ser escritos em inglés, com texto claro e conciso. A Revista engloba
aspectos relacionados a:

e caracterizacdo de novas matérias-primas e ingredientes;

« identificagdo de novos componentes ou contaminantes;

» avaliacdo de produtos tipicos;

« desenvolvimento, melhoria ou avaliacdo de processos e equipamentos
para obtencéo de alimentos tradicionais ou novos produtos.

Ciéncia e Tecnologia de Alimentos adota politica de avaliacdo anénima. O
aceite dos trabalhos depende do parecer fornecido por dois relatores indicados
pela Comissao Editorial. Em caso de discordancia entre os pareceres, um terceiro
relator sera consultado, e os trés pareceres serao analisados pela Diretoria de
Publicacdes da Sociedade Brasileira de Ciéncia e Tecnologia — sbCTA, que
tomara a deciséo final.

Os pareceres dos relatores serdo encaminhados aos autores para que verifiquem
as sugestdes e procedam as modificacfes que se fizerem necessarias.

Trabalhos aceitos seré&o publicados na versédo impressa da Revista e on-line no
SciELO, dentro um prazo médio de oito meses. O fornecimento de separatas
deverd ser previamente encomendado a sbCTA.

AUTORIA

A autoria deve ser limitada a aqueles que participaram e contribuiram
substancialmente para o desenvolvimento do trabalho. O Autor para
Correspondéncia deve ter obtido permisséo de todos os autores para realizar a
submissao do artigo e para realizar qualquer alteracéo na autoria do mesmo.
Adicionalmente o Autor para Correspondéncia devera assinar e encaminhar a
Diretoria de Publicac6es da sbCTA o Termo de Concordéancia e Cesséao de
Direitos de Reproducao Gréfica.

DOCUMENTACAO EXIGIDA

Termo de Concordéancia e Cesséo de Direitos de Reproducédo Grafica
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Autor para Correspondéncia devera assinar e encaminhar a Diretoria de
Publicacdes da sbhCTA o Termo de Concordancia e Cessao de Direitos de
Reproducao Grafica em nome de todos os autores.

Assinando o Termo de Concordéancia e Cesséo de Direitos de Reproducao
Grafica, os autores concordam com o seguinte, exposto no formulario:

e 0 trabalho ndo foi submetido para avaliacdo de outra publicacdo de mesma
finalidade;

e 0S autores concordam em submeter o trabalho e nomear o Autor para
Correspondéncia indicado;

os autores cedem o direito de reproducéo gréfica para a sSbCTA caso o trabalho
seja aceito para publicacéo.

CONTEUDO DA PUBLICACAO
Artigos Originais

Trabalhos que descrevam descobertas originais e de maior importancia e devem
ser escritos de maneira clara e sucinta. Artigos originais ndo podem exceder
5.000 palavras (excluindo resumo, abstract, tabelas, figuras, legendas e
referéncias) e preferencialmente ndo devem ultrapassar o limite conjunto de
7 figuras e tabelas. Cada manuscrito deve fornecer palavras-chave, resumo de
200 palavras ou menos que delineie as principais descobertas da pesquisa, e ser
acompanhado por uma folha de rosto e pagina de autoria.

Comunicacdes

Comunicac0des sobre tépicos de amplo interesse dentro da area de tecnologia de
alimentos serdo aceitas para avaliacdo desde que escritas de maneira clara e
sucinta. Comunicacdes ndo podem exceder 5.000 palavras (excluindo
resumo, abstract, tabelas, figuras, legendas e referéncias) e
preferencialmente ndo devem ultrapassar o limite conjunto de 7 figuras e
tabelas. Cada manuscrito deve fornecer palavras-chave, resumo de 200 palavras
ou menos gue delineie claramente os tépicos de amplo interesse abordados na
comunicacao, e ser acompanhado por uma folha de rosto e pagina de autoria.

FORMATACAO DOS MANUSCRITOS
Primeira pagina

A primeira pagina de manuscritos submetidos deve conter obrigatériamente as
seguintes informacgdes nesta ordem:
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o relevancia do trabalho: breve texto de no maximo 100 palavras que
descreva sucintamente a relevancia do trabalho;

o titulos do trabalho: em inglés e portugués, e titulo para cabecalho;

 titulo para cabecalho de pagina, com no méaximo 15 palavras.

Pagina de autoria
A pagina de autoria do manuscrito devera conter as seguintes informacoes:

« informacao para correspondéncia do Autor para correspondéncia
(endereco postal completo, numeros de telefone e FAX, e endereco de e-
mail).

e nomes completos de todos os autores;

e nomes das instituicdes onde o trabalho foi desenvolvido.

Pagina do Resumo e palavras-chave

Todos os artigos e comunicacdes precisam obrigatoriamente vir acompanhados
de um resumo. Trabalhos devem incluir também o resumo em portugués. O
resumo deve sempre:

e estar em um Unico paragrafo de no maximo 200 palavras;

« explicitar claramente o objetivo principal do trabalho;

« se aplicavel, descrever materiais, métodos e resultados;

« discutir possiveis implicacdes do trabalho;

e sSumarizar as conclusoes;

o ser legivel também por ndo-especialistas da area;

« definir abreviacdes e siglas utilizadas;

« incluir de trés a seis palavras-chave, evitando-se a utilizacéo de termos ja
utilizados no titulo e resumo.

O resumo nao deve conter:

e notas de rodapé;
« dados e valores estatisticos significativos;
« referencias bibliogréficas.

Texto

O trabalho devera ser dividido nas seguintes partes, quando apropriado,
numeradas nessa ordem:

e 1. Introducao;

e 2. Material e métodos;

o 3. Resultados e discusséao (podendo ser separados, se necessario);
e 4. Conclusoes;

o 5. Referéncias bibliograficas;

e Agradecimentos;
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e Tabelas;

e Figuras;

e Quadros.
No texto:

« abreviagOes, siglas e simbolos devem ser claramente definidos na primeira
ocorréncia,

e notas de rodapé ndo sédo permitidas;

« tabelas, figuras e quadros devem ser numerados com numerais arabicos
seguindo a ordem em que séo citados;

o titulos e subtitulos sdo recomendados, sempre que necessarios, mas
devem ser utilizados com critério, sem prejudicar da clareza do texto;

o equacdes devem ser geradas por programas apropriados e identificadas no
texto com algarismos arabicos entre paréntesis na ordem que aparecem;

« as referéncias devem ser numeradas em ordem alfabética;

« as legendas das figuras e quadros devem estar em ordem numérica no
final do texto.

Todo material submetido deve estar digitado em espacamento duplo, em uma
coluna somente e alinhado a esquerda, deixando as margens esquerda e direita
de pelo menos 2,5 cm. As linhas devem estar numeradas sequencialmente,
sendo esta humeracéo iniciada em cada pagina. As paginas devem ser
numeradas sequencialmente.

Nomes proprietarios

Matérias-primas, equipamentos especializados e programas de computador
utilizados deverao ter sua origem (marca, modelo, cidade, pais) especificada.

Unidades de medida

« todas as unidades devem estar de acordo com o Sistema Internacional de

Unidades (SI);

o temperaturas devem ser descritas em graus Celcius.
Simbolos e abreviacfes
Defina simbolos, abreviacdes e siglas em sua primeira ocorréncia, tanto no
resumo quanto no texto. Abreviagdes criadas pelos autores devem ser evitadas,
mas se utilizadas devem estar claramente definidas na primeira ocorréncia, tanto
No resumo quanto no texto.
Notas de rodapé

Notas de rodapé néo devem ser utilizadas.

Referéncias Bibliogréaficas
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Citacdes no texto

As citacdes bibliogréficas inseridas no texto devem ser indicadas pelo(s)
sobrenome(s) do(s) autor(es) em letra maiuscula, seguido(s) pelo ano da
publicacéo (ex.: SILVA et al, 2005), sendo que:

« artigos com um ou dois autores, citam-se 0s sobrenomes de ambos;

e artigos com trés ou mais autores, cita-se o sobrenome do primeiro autor,
seguido da expressao “et al.”;

e Se 0 nome do autor ndo é conhecido, cita-se a primeira palavra do titulo.

Lista de referéncias

Toda a literatura citada ou indicada no texto devera ser listada em ordem
alfabética. Artigos em preparacao ou submetidos a avaliacdo ndo devem ser
incluidos nas referéncias. A formatacao das referéncias deve seguir o padréao
estabelecido pela Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) em “Regras
Gerais de Apresentagédo” - NBR-6023, de agosto, 2002.

Segundo determinacgao da diretoria de publicacdes da SBCTA artigos aceitos
cujas referéncias bibliograficas estejam fora do padréo determinado ou com
informacdes incompletas NAO SERAO PUBLICADOS até que os autores tenham
as referéncias totalmente adequadas as normas.

Exemplos de referéncias:
Livros

BACCAN, N.; ALEIXO, L. M.; STEIN, E.; GODINHO, O. E. S. Introducéo a
semimicroanalise qualitativa, 62. edicdo. Campinas: EDUCAMP, 1995.

Capitulos de livro

SGARBIERI, V. C. Composicao e valor nutritivo do feijdo Phaseolus vulgaris L. In:
BULISANI, E. A (Ed.) Feijéo: fatores de producao e qualidade. Campinas:
Fundacao Cargill, 1987. Cap. 5, p. 257-326.

Artigos em periédicos e anais

KINTER, P. K.; van BUREN, J. P. Carbohydrate interference and its correction in
pectin analysis using the m-hydroxydiphenyl method. Journal Food Science, v.

47, n. 3, p. 756-764, 1982.

Artigos apresentados em encontros cientificos
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JENSEN, G. K.; STAPELFELDT, H. Incorporation of whey proteins in cheese.
Including the use of ultrafiltration. In: INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION.
Factors Affecting the Yield of Cheese. 1993, Brussels: International Dairy
Federation Special Issue, n. 9301, chap. 9, p. 88-105.

Dissertacdes, teses e relatérios

CAMPOS, A C. Efeito do uso combinado de acido lactico com diferentes
proporc¢cdes de fermento lactico mesafilo no rendimento, protedlise,
gualidade microbioldgica e propriedades mecanicas do queijo minas frescal.
Campinas, 2000, 80p. Dissertacdo (Mestre em Tecnologia de Alimentos),
Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP).

Trabalhos em meio-eletrénico

SAO PAULO (Estado). Secretaria do Meio Ambiente. Tratados e organizacdes
ambientais em matéria de meio ambiente. In: . Entendendo o meio
ambiente. Sdo Paulo, 1999. v. 1. Disponivel em:
<http:://www.bdt.org.br/sma/entendendo/atual.htm>. Acesso em: 8 mar. 1999.

Legislagéo

BRASIL. Portaria n. 451, de 19 de setembro de 1997. Regulamento técnico
principios gerais para o estabelecimento de critérios e padrdes microbiologicos
para alimentos. Diario Oficial da Republica Federativa do Brasil, Brasilia, DF,
22 set. 1997, Secao 1, n. 182, p. 21005-21011.

Tabelas

As tabelas devem ser intituladas e citadas com numerais Arabicos e estar
inseridas diretamente no corpo do texto no local de preferéncia. Caso o autor
precise enviar a tabela em arquivo separado este deve ser nomeado de maneira
clara (ex. tabelal.doc etc). As tabelas devem ser elaboradas utilizando-se o
recurso de tabelas do programa Microsoft® Word, e devem:

o ter o numero de algarismos significativos definidos com critério;

e Ser em numero reduzido para criar um texto consistente, de leitura facil e
continua,

e nao apresentar os mesmos dados na forma de gréfico e tabela;

« utilizar o formato mais simples possivel, evitando sombreamento, cores ou
linhas verticais e diagonais;

« utilizar somente letras mindsculas sobrescritas para denotar notas de
rodapé que informem abreviagdes, unidades etc. Demarcar
primeiramente as coluna e depois as linhas e seguir esta mesma
ordem no rodapé;

Figuras e quadros
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Devem ser citados e numerados em ordem numeérica utilizando-se numerais
Arabicos. Enviar obrigatoriamente em arquivos separados, com a maxima
qualidade possivel. Enviar os arquivos preferencialmente no formato original em
que foram gerados (TIF, XLS, EPS, BMP, JPG ou DOC). Os arquivos devem ser
adequadamente identificados com o numero citado na legenda (ex.: figural.tif,
figura2.eps, figura3.doc etc). Ao enviar figuras com fotos ou micrografias
certifique-se que estas sejam escaneadas em alta resolucdo para que cada foto
figue com no minimo 1.000 pixels de largura. Para representar fichas, esquemas
ou fluxogramas utilize quadros.

Trabalhos envolvendo humanos

Quando houver apresentacédo de resultados de pesquisas envolvendo seres
humanos, citar o nimero do processo de aprovacdo do projeto no Comité de Etica
em Pesquisa da instituicdo, conforme Resolugéo n° 196/96, de 10 de outubro de
1996 do Conselho Nacional de Saude.

INSTRUCOES GERAIS PARA SUBMISSAO ON-LINE
Taxa de submissao

Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, embora receba uma média de 35
submissdes mensais, exigindo grande demandade trabalho da diretoria de
publicacdes, ndo cobra taxa de submisséo. Espera-se em troca, que 0s
colaboradores aceitemeventualemente, realizar o trabalho de avaliacédo de
artigos, atuando assim como relatores da revista.

Formatos de arquivo

Durante a submisséo sdo aceitos os arquivos do tipo DOC, TIF, XLS, EPS, BMP
ou JPG, independente da plataforma Windows® ou Macintosh®, onde forem
gerados. O texto principal dos manuscritos deve ser submetido em duas (02)
versodes e arquivos separados:

manuscrito.doc: versao final para publicacdo na revista

o formato Microsoft® Word (.doc) ;

e texto completo do manuscrito incluindo as tabelas mas sem as figuras;
o figuras devem ser submetidas em arquivos separados;

e nao deve ter as linhas numeradas;

e deve ser nomeado manuscrito.doc.

manuscrito.doc verséo para avaliacao pelos relatores

o formato Microsoft® Word (.doc);

« deve ter a folha de rosto excluida;

« deve ter os nomes dos autores e instituicdes removidos da pagina de titulo;
e deve ter as linhas numeradas a partir do inicio de cada pagina;
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+ deve ser nomeado manuscrito.doc.
Fontes

Devem ser utilizadas preferencialmente as fontes Times New Roman, Arial,
Helvetica ou Courier.

SUBMETENDO UM TRABALHO ON-LINE NO SUBMITCENTRAL

http://cta.submitcentral.com.br/login.php

Antes de realizar a submissao on-line o Autor para Correspondéncia devera
preencher e assinar o Termo de Concordancia e Cessao de Direitos de
Reproducao Grafica. Esse formulario pode ser abaixado on-line no enderecgo
http://cta.submitcentral.com.br/terms_sbcta br.pdf. Encaminhar o formulario por e-
mail ou FAX a Diretoria de Publica¢des da sbhCTA para +55 19 32410527 ou
revista@sbcta.org.br. O processo de avaliacdo ndo sera iniciado até que o Termo
de Concordéancia e Cesséo de Direitos de Reproducéo Gréfica seja recebido.

O programa Submitcentral para submisséo dos artigos esta otimizado para os
seguintes navegadores e versdes: Internet Explorer 6, Internet Explorer 7, Firefox
1.5+, Opera 9.2+, Safari 3+

Os Autores devem acessar o programa Submitcentral no endereco
http://cta.submitcentral.com.br e no “Painel do Autor® clicar em “Iniciar uma nova
submissao >>“.

Passo 1: Titulo, Resumo e Palavras-chave

Preencha o campo ‘Titulo’.

Cole ou digite o Resumo no campo ‘Resumo’.

Adicione no minimo trés palavras-chave preenchendo o coampo ‘Palavras-chave’
e clicando no botdo ‘adicionar’.

Cligue no botao ‘continuar’.

Passo 2: Autores e Instituicdes

Preencha as informacgdes de cada Autor do trabalho. E necessario preencher
todos os campos e clicar em ‘adicionar’, antes de passar ao proximo Autor. Para
acertar a ordem utilize as setas na coluna ‘Ordem’.

Margue o Autor para Correspondéncia clicando no botao ‘Autor para
Correspondéncia (troca)'.

Informe pelo menos uma (01) instituicdo para cada Autor. Se necessario cliqgue no
botao ‘Editar Instituicoes’.

Cligue no botao ‘continuar’.

Passo 3: Referees
Informe Revisores ‘preferidos’ e ‘nao-preferidos’ para avaliar seu trabalho. Esta


http://cta.submitcentral.com.br/login.php
http://cta.submitcentral.com.br/terms_sbcta_br.pdf
mailto:revista@sbcta.org.br
http://cta.submitcentral.com.br/
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etapa pode ajudar muito a agilizar o inicio do processo de avaliacao.
Cligue no botao ‘Mudar Preferéncia’ para alternar entre ‘preferido’ e ‘néo-
preferido’.

Cligue no botao ‘continuar’.

Passo 4: Envio de Arquivos

Envie todos os arquivos do seu trabalho utilizando o botao ‘procurar’ ou ‘browse’.
Escolha o tipo de arquivo: Manuscrito em DOC sem os autores (para revisores),
Manuscrito em DOC< completo (para producao), Folha de Rosto, Figura, Tabela
ou Arquivo Suplementar.

Cligue no botao ‘enviar’. Repita a operagao até ter enviado todos os arquivos.
Cligue no botao ‘continuar’.

Passo 5: Informacgfes Gerais

Informe se o manuscrito é convidado e caso afirmativo quem fez o convite.
Escolha o Tipo de Contribuicdo da caixa de selecéo.

Escolha a Area do Trabalho da caixa de selecéo.

Confirme que assinou e enviou o Termo de Concordancia e respondas as outras
perguntas.

Escreva sua Carta ao Editor.

Cligue no botao ‘continuar’.

Passo 6: Checar e Submeter

Verifique todas as informacgdes e corrija se necessario clicando no botéo ‘editar’.
Abaixe todos os arquivo e abra-os para certificar-se de que nao estejam
corrompidos.

Margue a caixa informando que abaixou e abriu todos os arquivos.

Cligue no botao ‘Finalizar Submissao’ para concluir o processo de submisséo.

Uma confirmacao seré exibida para ser impressa, e vocé também recebera
uma confirmacédo por e-mail.
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Apéndice 01 — Esquema do processo de quantificacdo de fungos em superficie.
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Apéndice 02— Microcultura de Aspergillus sp. em meio BDA.
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Apéndice 03 — Placa de Petri contendo colbénias de Penicillium sp. em Agar

Batata Dextrose (BDA) com amoxilina.
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Apéndice 04 — Placa de Petri contendo coldnias de Aspergillus flavus em Agar

Batata Dextrose (BDA) com amoxilina.
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Apéndice 05 — Caracteristicas microscoépicas de Aspergillus flavus.
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Apéndice 06 — Cromatograma do padréao de aflatoxina M; com concentracao de

0,10 ug/L.
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Apéndice 07 — Cromatograma da bebida lactea contaminada com aflatoxina M,
com concentracao de 0,13 pg/L do padréo.
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