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RESUMO
Introducdo: As aflatoxinas sdo compostos produzidos pelos fungos Aspergillus flavus e
Aspergillus parasiticus em paises de clima quente e itmido. Estas podem contaminar cereais,
incluindo o milho que é a base da dieta em paises africanos, como Mogambique. Estas causam
sérios problemas na saude humana e animal. Na Africa Subsaariana, as estimativas de
exposicao dietética as AFs superam a 100 ng/kg pc/dia, enquanto que a incidéncia de cancer
hepatocelular (CHC) é de 46.000 casos/ano. No capitulo | deste estudo, apresenta-se uma
fundamentacdo tedrica sobre a evolugdo do conceito de micotoxinas e, por final falou-se da
Avaliacdo de risco carcinogénico. No capitulo 11, apresenta-se o relatério da investigacdo da
ocorréncia desses contaminantes em farinha de milho produzida e comercializadas na cidade
de Nampula, Mocambique e sua a avali¢cdo do risco carcinogénico. Objetivos: Verificar a
ocorréncia das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 na farinha de milho produzida e comercializada em
Nampula, Mogambique e avaliar o risco carcinogénico devido ao seu consumo. Metodologia:
As amostras de farinha de milho (n=30), foram coletadas em cinco féabricas processadoras de
farinha de milho localizadas em Nampula (Mocambique). A determinacdo de umidade das
farinhas foi realizada segundo métodos oficiais proposto pelo Instituto Adolfo Lutz, e do teor
de AFs por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de fluorescéncia apds
extracdo em colunas de imunoafinidade e derivatizacdo com &cido trifluoroacético. Para
adaptacdo e validacdo da metodologia analitica fez-se necessario a realizacdo de testes de
linearidade, seletividade, sensibilidade (limite de deteccdo e de quatificacdo), precisdo
(coeficiente de variagdo em %) e exatidao (recuperaccdo em %) como parametros de avaliacao
de desempenho do método. A ingestdo diaria de AFs pela populacdo mogambicana foi estimada
de acordo com o peso médio da populacdo adulta e a estimativa de consumo per capita da
farinha de milho. A avaliacdo de risco carcinogénico foi baseada no calculo da Margem de
Exposicdo (MOE) para dois cenarios distintos: homens e mulheres. Resultados e Discussao:
A média da umidade nas amostras coletadas foi 10,5% + 0,79, variando de 9,1% a 12,2%. As
aflatoxinas Bi1, Bz, G1 e G2 foram detectadas em 20% das amostras (n=6), sendo que em 23,3%
(n=7) delas tiveram contaminacdo de pelo menos duas ou trés das aflatoxinas. Em 56,7%
(n=17), das amostras nao foram detectadas AFs. A contaminacdo por AFB; variou de 0,25 a
0,33 pg.kg?, e os teores de aflatoxinas totais variaram de 0,55 e 1,05 pg.kg?, com média de
0,89 pg.kg?! estando abaixo dos LMT (10 pg.kg?! e 4 pg.kg?) para grdo de milho em
Mogambique e Uni&o Europeia, respectivamente. A MOE calculada para homens foi de 243 e
para mulheres de 231, estando, portanto, muitas vezes abaixo do ponto de corte de risco

negligencidvel que é 10.000. Conclusdes: O consumo da farinha de milho em Mogambique



representa um elevado risco carcinogénico pela exposi¢cdo as aflatoxinas, devido ao alto

consumo deste produto alimenticio que é a base da dieta na maioria dos paises africanos.

Palavras-chave: Micotoxinas. Produtos a base de milho. Avaliacdo de risco. Mogcambique.

Seguranca Alimentar.



ABSTRACT

Introduction: Aflatoxins (AFs) are compounds produced by the fungi Aspergillus flavus and
Aspergillus parasiticus in countries with hot and humid climates. They can contaminate cereals,
including maize which is the staple diet in African countries such as Mozambique. These cause
serious problems in human and animal health. In sub-Saharan Africa, estimates of dietary
exposure to AFs exceed 100 ng/kg bw/day, while the incidence of hepatocellular cancer (HCC)
is 46,000 cases/year. Chapter | of this study presents a theoretical background on the evolution
of the concept of mycotoxins and, finally, discusses the carcinogenic risk assessment. In chapter
I, it is presented the report of the investigation of the occurrence of these contaminants in maize
flour produced and commercialized in the city of Nampula, Mozambique and its carcinogenic
risk evaluation. Objectives: To verify the occurrence of aflatoxins B1, B2, G1 and G2 in maize
flour produced and commercialized in Nampula, Mozambique and to evaluate the carcinogenic
risk due to its consumption. Methodology: Maize flour samples (n=30), were collected from
five maize flour processing plants located in Nampula (Mozambique). The determination of
humidity of the flours was performed according to official methods proposed by the Adolfo
Lutz Institute, and the content of AFs by High Performance Liquid Chromatography with
fluorescence detector after extraction in immunoaffinity columns and derivatization with
trifluoroacetic acid. For adaptation and validation of the analytical methodology it was
necessary to perform tests of linearity, selectivity, sensitivity (detection limit and quantification
limit), precision (coefficient of variation in %) and accuracy (recovery in %) as parameters to
evaluate the method performance. The daily intake of AFs by the Mozambican population was
estimated according to the average weight of the adult population and the estimated per capita
consumption of maize flour. The carcinogenic risk assessment was based on the calculation of
the Margin of Exposure (MOE) for two distinct scenarios: men and women. Results and
Discussion: The mean moisture content of the collected samples was 10.5% + 0.79, ranging
from 9.1% to 12.2%. Aflatoxins By, Bz, G1 and G2 were detected in 20% of the samples (n=6),
and in 23.3% (n=7) of them had contamination of at least two or three of the aflatoxins. In
56.7% (n=17), of the samples no AFs were detected. AFB: contamination ranged from 0.25 to
0.33 pg.kg?, and total aflatoxin contents ranged from 0.55 and 1.05 ug.kg™?, with a mean of
0.89 ug.kg? being below the MRLs (10 pg.kg™ and 4 ug.kg?) for maize grain in Mozambique
and the European Union, respectively. The calculated MOE for males was 243 and for females
231, thus being many times below the negligible risk cutoff point of 10,000. Conclusions: The

consumption of maize flour in Mozambique poses a high carcinogenic risk by exposure to



aflatoxins, due to the high consumption of this food product that is the basis of the diet in most

African countries.

Keywords: Mycotoxins. Maize products. Risk assessment. Mozambique. Food security.
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Capitulo 1

Ocorréncia de Aflatoxinas Bi, B2, G1 e G2 na Farinha de Milho produzida em Nampula,

Mogambique, e sua Avaliacao de Risco Carcinogénico
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1 INTRODUCAO

As aflatoxinas (AFs) sdo compostos de bisfuranocumarinas produzidos pelos fungos
Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, em paises de clima quente e Umido. S&o
reconhecidos como sendo promotoras de efeitos deletérios a salde humana e animal (EFSA,
2019; VILLERS, 2014), como efeitos mutagénicas e carcinogénicas (WILLIAM et al., 2004).
Assim, a contaminacdo de alimentos por estas substancias € um grave problema de salde
publica (ROCHA et al., 2023).

Na Africa Subsaariana (ASS), estimativa de exposicéo dietética as aflatoxinas superam
a 100 ng/kg pc/dia (WHO, 2018). Assim, na ASS tem uma incidéncia de cancer hepatocelular
(CHC) de 46.000 casos/ano, com ocorréncias padronizadas por idade de até 41,2/100.000 a
cada ano (EI-KASSAS; ELBADRY, 2022). A incidéncia de cancer hepatocelular (CHC) em
Mocambique relacionada a ingestdo de AFB: e excluidas outras causas foi de 17,7
casos/100,000 habitantes, sendo considerada a maior taxa de CHC do mundo e afeta mais
homens do que mulheres (WHO, 2018; EI-KASSAS; ELBADRY, 2022).

A presenca de AFs nos alimentos ocorre predominantemente em regiGes com climas
tropicais e subtropicais (DUARTE et al., 2014), como é o caso de Mogcambique. Existem duas
formas de insercéo das aflatoxinas nas cadeias alimentares: uma por contaminacdo direta,
quando o fungo toxicdgeno contamina o produto e, em sequéncia, sintetiza a micotoxina e
ambos permanecem no produto; e por contaminacdo indireta, em que a micotoxina estara
presente no produto final resultante de contaminacdo flngica prévia, porém o fungo foi
eliminado no processamento (XIULAN, 2005).

Em Mocambique, e especialmente na cidade de Nampula, poucas sdo as pesquisas
feitas referentes a ocorréncia de Aflatoxinas em produtos derivados do milho que se destinam
ao consumo humano. Apesar de haver relatorios de pesquisas feitas entre 1980 e 2018 que
quantificaram aflatoxinas no grdo de milho e dietas alimentares, existem divergéncias entre 0s
estudos desenvolvidos no que diz respeito a forma como os dados foram coletados e analisados.
A maioria destes estudos ndo faz a distingdo do tipo de aflatoxinas detectadas e os resultados
sdo apresentados em média e mediana (CASADEI, 1980; VAN RENSBURG et al., 1985;
WARTH et al., 2012; AUGUSTO et al., 2014; CAMBAZA et al., 2018).

Os métodos analiticos comumente utilizados na determinacdo de AFs encontram-se
disponiveis em varios laboratorios de alimentos e ra¢6es de diferentes institui¢es ou entidades,
dentre eles a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) (WACOO et al., 2014; TAO et
al., 2018;).
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Por outro lado, para realizar uma avaliagdo de risco inclui quatro fases, nomeadamente:
a identificacdo do perigo, a caracterizagao do perigo, a avaliacao da exposicao e a caracterizacao
do risco (JARDIM; CALDAS, 2009). Tratando-se de identificaccdo e quantificacdo de AFs B,
a caraterizacdo do risco pode ser feita através da caracterizacdo da Margem de exposicao
(MOE), a depender das carateristicas toxicoldgicas da su Assim, além da determinacdo, uma
outra forma de se avaliar a exposi¢do das populacdes as AFs é por meioA caracterizacdo do
risco através da Margem de Exposicao (MOE). A MOE ¢ a razdo entre o limite de confianca
inferior da dose de referéncia (BMDL) e estimativa diaria de consumo/exposi¢do humana a essa
substancia (JARDIM; CALDAS, 2009). Esta medida, ajuda a determinar o nivel de
preocupacdo, onde valores da MOE inferiores a 10.000 indicam que ha um risco na Gtica de
salde publica e a estabelecer prioridades para tomadas de medidas de gestdo de risco
(ESPOSITO et al., 2017; EFSA, 2020).

Esta pesquisa visa analisar a ocorréncia das aflatoxinas B1, G1, G2 e B2, e proceder
uma avaliacdo de risco carcinogénico pela exposicdo devido ao consumo da farinha de milho
pela populacdo mocambicana. Este é o primeiro estudo em Mocambique que avalia na farinha
de milho, a ocorréncia das aflatoxinas (B1, G1, G2 e B) e faz a avaliagdo do risco carcinogénico
devido ao consumo da farinha de milho contaminada por aflatoxinas. O resultado deste estudo
pode contribuir para as autoridades mogambicanas na criacdo de legislacdo especificas para

aflatoxinas e despertar o interesse no controle destes contaminantes em alimentos.



|18

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
v" Determinar os teores de aflatoxinas Bi, B2, G1 e G2 em amostras de farinha de milho
produzida na cidade de Nampula, Mocambique e realizar a avaliacdo do risco

carcinogénico para o consumo desta farinha.

2.2 Objetivos especificos

v Descrever as condi¢cbes do manejo do grdo de milho antes e depois do processamento
do gréo;

v Determinar a umidade das amostras de farinha de milho selecionadas;

v' Detectar e quantificar as aflatoxinas presentes nas amostras de farinha de milho
selecionadas;

v Comparar os teores de aflatoxinas com o0 momento de coleta das amostras nas diferentes
processadoras;

v’ Estimar a ingestdo diaria de AFs pelo consumo de farinha de milho pela populacéo
mog¢ambicana;

v" Caracterizar o risco carcinogénico em decorréncia a exposi¢ao das AFs pelo consumo
da farinha de milho;

v Fornecer subsidio para regulamentacéo dos teores de aflatoxinas nesse produto.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA
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3.1 MICOTOXINAS
3.1.1 Contexto historico e evolucao do conceito de micotoxinas

A palavra micotoxinas, deriva da aglutinacdo de dois termos, o termo grego, Mykes,
que significa fungos e do termo latim, Toxicum, que significa toxina (MEDEIROS et al., 2012).
Assim, a traducdo literdria de micotoxinas corresponde a substancias toxicas produzidas por
fungos. Saleh e Goktep (2019) definem as micotoxinas como metabdlitos secundarios
produzidos por varias estirpes de fungos, podendo afetar os seres humanos, principalmente
através da ingestdo de alimentos contaminados. Varios fatores como as condi¢des climaticas
favoraveis, préticas agricolas inadequadas, armazenamento inadequado, danos fisicos da
propria cultura e variagbes sazonais contribuem para incidéncia das micotoxinas em culturas
alimentares (WARTH et al., 2012).

Os primeiros relatos sobre micotoxinas na historia decorrem no século X, onde uma
doenca de etiologia desconhecida até 0 momento afetou um nimero consideravel da populacéo
Europeia, em 943. As pessoas que sofriam da doenca apresentavam sinais clinicos
caracteristicos, entre 0s quais, crise epilética, espuma na boca, vomitos, crises de loucura e dor
insuportavel. A doenga foi designada popularmente por “Fogo de Santo Antdnio”, pois os
enfermos relatavam que se tratava de um fogo invisivel que desprendia o musculo dos 0ssos e
0S consumia, e ao ter as manifestacdes recorriam ao santuario de Santo Anténio, localizado na
Franca, com o intuito de obterem a cura (FAO, 2003).

Atualmente sabe-se que o “Fogo de Santo Antdnio” ou “Ergotimo” foi resultado de
uma intoxicacdo alimentar pela ingestdo de centeio contaminado por uma substancia toxica
produzida pelo fungo Claviceps purpurea (FAO, 2003). Estas substancias toxicas sdo
provenientes do metabolismo secundario de fungos filamentosos e contaminam naturalmente
0s produtos agricolas alimentares (SOARES et al., 2022). Assim, os metabolitos secundarios
produzidos por esses fungos sdo denominados por micotoxinas e as doencas causadas pela sua
ingestdo por micotoxicose (SANTOS, 2018). Algumas micotoxinas, como a patulina séo
conhecidas ha bastante tempo, desde a década de 40. No entanto, somente a partir de 1960 os
estudos sobre atividades destas substancias foram intensificadas em consequéncia de um surto
gue matou mais de 100.000 perus na Inglaterra e, uma vez que ndo se conhecia as causas
responsaveis pela enfermidade, ficou conhecida como a “Turkey X desease” (ROCHA et al.,
2014; SOARES et al., 2022).

Na sequéncia, investigacdes feitas por “Tropical Product” identificaram a causa da
morte dos perus devido & ingestao de racio a base de amendoim proveniente do Brasil e Africa.

A substéncia presente nessa racdo era fluorescente e proveniente do fungo Aspergillus flavus.
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Surgia, entdo, a primeira micotoxina a ser estudada: a Aflatoxina, derivada da expressao inglesa
Aspergillus flavus toxins (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2009).

Atualmente, mais de 500 micotoxinas diferentes ja foram reportadas na literatura
(MEDEIROS et al., 2012). Segundo Autoridade de Seguranca Alimentar e Economica em
Portugal (SALI, 2015), as micotoxinas s&o compostos organicos, de baixo peso molecular (~700
g/mol), quimicamente estaveis e altamente resistentes aos métodos de processamento utilizados
na industria alimentar. Sendo um contaminante natural, especialmente nos vegetais, torna-se
impossivel a sua eliminacdo. Assim, é extremamente imperioso minimizar a contaminacao dos
alimentos por fungos para que estes ndo representem um risco para a saude da populacéo
(SANTOQOS, 2018).

3.2 Aflatoxinas

As AFs sdo compostos de bisfuranocumarinas produzidos pelos fungos Aspergillus
flavus e Aspergillus parasiticus, em paises de clima quente e umido e s&o reconhecidos como
grandes causadores de problemas sérios a salde humana e animal (VILLERS, 2014; EFSA,
2019). Atualmente, estdo descritos cerca de 18 tipos de aflatoxinas, sendo que as principais
identificadas como: Bi, B2, G1, G2, M1 e M2 (COLL et al., 2015). As letras representam o tipo
de fluorescéncia que emitem quando sdo submetidas a luz ultravioleta: B (blue — azul) ou G
(green — verde), e os indices 1 (um) e 2 (dois) referem-se a sua mobilidade na coluna
cromatogréfica e, a AFM1 e M2 emitem fluorescéncia azul-violeta (ROCHA et al., 2014).

Atualmente, estdo descritas cerca de 18 tipos de aflatoxinas, sendo que as principais
classificadas como: By, B2, Gi1, G2, M1 e M2 (COLL et al., 2015), as quais as letras representam
o tipo de fluorescéncia que emitem quando sdo submetidas a luz ultravioleta: B (blue — azul)
ou G (green — verde) e, a AFM1 e M2 emitem fluorescéncia azul-violeta. Os indices 1 (um) e 2
(dois) referem-se a sua mobilidade na coluna cromatogréfica e (ROCHA et al., 2014).

A Aflatoxina B1 é a micotoxina mais toxica, mais abundante, e é um dos compostos
naturais mais carcinogénicos em todas as espécies animais pesquisadas. A Internacional
Agency for Research on Cancer (IARC) classifica a AFB1 como composto do “Grupo 1”.
Quando h& exposicdo a AFB;, o0s seus metabolitos ativados ligam-se ao acido
desoxirribonucleico (ADN) e interferem na sintese de proteina apresentam acc¢ao genotoxica e
imunossupressora (COLL et al., 2015; TATTIBAYEVA, 2017).

A micotoxina produzida pelo fungo A. flavus encontra-se adaptada a maiores
variedades de climas, substratos e habitats. Este produz somente as aflatoxinas do tipo B1 e Ba,
e os principais alimentos onde sdo encontrados majoritariamente sdo: amendoim, milho e

sementes de algod&o. A. parasiticus privilegia o solo e possui uma distribuicdo mais limitada
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que A. flavus, todas as estirpes produzem aflatoxinas Bs e Gs e, 0 género €, sobretudo,
encontrado no amendoim (EFSA, 2019; SOARES, 2022).

As AFs By, Bz, G1 e G2 sdo naturalmente fluorescentes, entretanto, AFB1 e AFB,;
apresentam intensidade discreta e o uso de solventes como metanol, 4gua e acetonitrila
diminuem a intensidade da emissdo do sinal. Para obter menores limites de deteccdo e aumentar
o sinal, é usual realizar uma reacéo de derivatizacdo, com o objetivo de agregar ao analito um
radical fluorescente, facilitando sua deteccdo. Na reacdo de derivatizacdo ocorre a adicdo de
um grupo fluoréforo adequado na molécula de aflatoxina (JAIMEZ et al., 2000; ARROYO-
MANZANARES et al., 2015; GODOQY, 2018).

O 4cido trifluroacético (TFA) é bastante utilizado para a derivatizacao pré-coluna de
aflatoxinas na analise por HPLC (High Performance Liquid Chromatography) com detetor de
fluorescéncia. As ligac6es duplas nas posi¢des diidrifurano das aflatoxinas B1 e G (figura 1),
em solucdo &cida sdo rapidamente hidratadas com consequente producéo das espécies Bza e Gz,
respetivamente. A reacao de derivatizacao pré-coluna aumenta a intensidade de fluorescéncia
das novas espécies produzidas e as tornam mais polares que as espécies primarias, por outro
lado, derivatizacdo pré-coluna tem sido bastante usada e empregada em cromatografia de fase
reversa (KOK, 1994). Neste trabalho, sobretudo no manuscrito contido no Capitulo Il, os

derivados hemiacetais das aflatoxinas serdo tratados como B e G; para fins de simplificacao.

Figura 1 — Reaccdo de derivatizacdo da Aflatoxina B1 e aflatoxina G1 com acido
trifluoroacético (TFA)
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Fonte: Retirado da pagina de Monolithic Chromatography Columns
(http://www.chromatographyonline.com)



http://www.chromatographyonline.com/

|23

3.2.1 Caracteristicas fisico-quimicas das Aflatoxinas

As AFs séo cristais incolores a amarelo claro, no entanto, apresentam intensa
fluorescéncia quando submetidas a luz ultravioleta, sdo instaveis a luz ultravioleta na presenca
de oxigénio, em condicfes de pH extremo (< 3 ou >10) e na presenca de agentes oxidantes,
porém, séo estaveis a temperaturas acima de 100 °C (TURNER et al., 2009; EFSA, 2019).

Na molécula de AFs, a presenca da dupla ligacéo do éter de vinil C8=C9 no anel furano
terminal das AFB: e AFGy, as torna com maior potencial carcinogénico, genotoxico e
imunossupressor quando comparadas com as AFB2 e AFG2 (JAIMEZ et al., 2000; MACIEL et
al., 2017). As AFs sdo substancias lipofilicas e de baixo peso molecular, insolGveis em
solventes polares, porém, sdo sollveis em solventes apolares e ligeiramente polares, como a
cloroférmio, metanol, benzeno, acetonitrilo, entre outros (SANTOS, 2018; EFSA, 2019). A
solubilidade na agua é de 10 — 30 pg/mL (IARC, 2012). Em seguida, na figura 2, estdo
representadas algumas caracteristicas fisico-quimicas das aflatoxinas B1, B2, G1, G2, M1 e M.
As aflatoxinas M1 e M, sdo produzidas por hidroxilagdo das aflatoxinas Bl e Gl
respectivamente (UENG et al., 1995). Estas ultimas podem ser transferidas para os lactantes

através do processo de amamentacao.

Quadro 1 — Caracteristicas fisico-quimcas das Aflatoxinas Bi, Bz, G1, G2, M1 e M2

Nomeda Formula Peso Estrutura Quimica Ponto de
Aflatoxina Quimica Molecular Fusdo (°C)
AFB; C17H1206 gllrﬁg’l 268-269
AFB; C17H1405 314,3 286-289

g/mol
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AFG:  CiHuOy S/Zrﬁj 244-246
AFG,  CiHuOs gfr?]j 237-240
AFM:  CyHyO; S/Zrﬁj 299
AFM;  CyHuO; Sf’ngj 293

Fonte: Adaptado de EFSA (2019); Amoras e Costa (2021).

3.2.2 Aspectos da toxicocinética da Aflatoxina

Devido aos seus efeitos a curto e longo prazo tanto no organismo humano assim como
animal, torna-se importante 0 conhecimento da toxicocinética das micotoxinas de modo a
compreender a sua toxicidade. (DUARTE et al., 2014). Porém, até o presente poucas Sdo0 as
pesquisas relativas ao processo de absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo das
micotoxinas.
3.2.2.1 Absorgao

Relativamente a absorgdo em seres humanos, devido a lipossolubilidade das aflatoxinas,
a absorcdo ocorre rapidamente no tratogastrintestinal e é rapidamente convertida no figado
pelas enzimas microssomicas oxidases mistas (EFSA, 2007). Sobre a toxicocinética das
micotoxinas, Jubert et al. (2009) realizaram um estudo em 3 individuos do sexo masculino

através da exposicdo por via oral de doses baixas de AFB: ligada a *C. Esta pesquisa
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evidenciou uma rapida absor¢do de AFs pelo trato-gastrintestinal, mais tarde 95% da
radioatividade foi eliminada por via urinaria apds 24 horas seguintes a exposi¢éo.
3.2.2.2 Distribuicao

De acordo com estudo desenvolvido pela EFSA (2019), o figado é o principal 6rgao
afetado pelas aflatoxinas devido a uma maior acumulagéo de AFB1, podendo causar cirrose e
cancer hepatocelular. Por outro lado, a exposi¢do do feto as aflatoxinas pode ocorrer por meio
placentario da mée para filho.
3.2.2.3 Metabolismo

A biotransformacdo das AFs ocorre majoritariamente no figado, mediadas pela a¢éo de
conjunto de enzimas microssomiais de citocromo P450 (CYP450), entre elas CYPIAZ2,
CYP3A4, CYP3A5 e CYP3AT localizadas no figado e CYP2A13 no pulméo (RANEY et al.,
1992). Entretanto, ocorre a biotransformagdo de AFB; em 2 (dois) isomeros de AFB; — 8,9 —
epoxido (AFBO), o endo — 8,9 —epoxido e 0 exo — 8,9 — epdxido (HABIBI et al., 2019). Assim,
0 isbmero AFB:1 exo — 8,9 — epOxido é altamente potente e de maior expressao, a Figura 3 ilustra
as principais isoenzimas que atuam neste processo metabolico no figado (RANEY et al., 1992;
RUSHING; SELIM, 2019). A conversdao de AFB;1 em AFBO €é mediada principalmente por
CYP3A4 quando a concentracdo de AFB: é alta, produzindo-se essencialmente exo-8,9-
epoxido (UENG et al., 1995). Por outro lado, em situacGes de baixas concentragdes sorolégicas,
o isonenzima CYP1A2 passa a ser o principal responsavel pela producdo de AFBO. Entretanto,
as aflatoxinas Mz e Q1 s&o produzidas por CYP3A4 e CYP1A2 respectivamente (UENG et al.,
1995). Segundo estudo desenvolvido por Pottenger et al. (2014), a via de detoxificacdo de
epoxidos de aflatoxinas ocorre através da reacdo destas com glutationa (GSH) desencadeada
por glutationa s-transferase (GST) assim como a sua reducao a alcoois.

As aflatoxinas bioativadas pelo sistema enzimatico microssomial, reage com locais
nucleofilicos, entre elas, S, N e O do ADN e proteinas (EFSA, 2019). Entretanto, com a ligacéo
de AFBO e residuos de guanina no ADN, levam a formacdo de AFB1-N7-guanina (AFB1-N7-
gua). Este ultimo composto, converte-se em enantiomeros da formamidopirimidina (Aflatoxina
B; — alta Formamidopirimidina e Aflatoxina B1 — beta — formamidopirimidina (AFB1 —a —
FAFY e AFB:1 — 8 — FAPY), porém, AFB:1 —  — FAPY pode causar maiores danos ao nivel
genotoxico (HABIBI et al., 2019).

Em humanos, a exposicdo a AFB1 pode ser monitorizada através de doseamento dos
aductos AFB1-N7-gua diretamente na urina ou no sangue periférico, e ou através dos aductos
AFB:-albumina (MONTESANO et al., 1997; SASS et al., 2013).



| 26

Por outro lado, a AFB;1 pode também ser metabolizada em produtos hidroxilados, entre
os quais, a aflatoxina My (AFMy), aflatoxina Q1 (AFQq), aflatoxina P1 (AFP1), aflatoxicol
(AFL), aflatoxicol H1 (AFH1) e aflatoxina B2a (AFB2a) (RUSHING; SELIM, 2018; EFSA,
2019). AFQ1 e AFMy, assim como a AFPy sdo principais produtos de desintoxicacdo, sendo

este ultimo formado pela desmetilacdo (EFSA, 2019).

Figura 3 — Processo de metabolismo da Aflatoxina B e formag&o dos seus compostos

bioativos e suas principais isoenzimas que atuam no processo.
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3.3 Aspectos toxicoldgicos das Aflatoxinas

Segundo William et al. (2004) as AFs estdo entre as substancias potencialmente
conhecidas pelo homem como sendo mutagénicas e carcinogénicas tanto para saide humana,
assim como para o animal. Aflatoxicose € uma intoxicacdo causada por Aflatoxinas B e,
apresenta-se como aguda ou crénica. Os efeitos agudos ocorrem quando h& alto nivel de
exposicdo em um curto intervalo de tempo, e cronicos, quando ocorre exposi¢do em pequenas
doses e durante um longo intervalo de tempo.

Em humanos, se a exposi¢do a AFB1 ocorrer em curto prazo, e uma ingestao de niveis
elevados de contaminacdo (na ordem dos ppm), o AF-8,9-epdxido rapidamente liga-se as
proteinas do figado, e consequentemente ocorre uma aflatoxicose aguda podendo também
causar nefrotoxicidade, cardiotoxicidade e hepatotoxidade, resultando em quadro clinico de
ictericia, vomito, dores abdominais e insuficiéncia hepatica, que pode levar a morte (MIDIO;
MARTINS, 2000; OGODO; UGBOGU, 2016; EFSA, 2019). Esta se apresenta também com
caracteristicas semelhantes com a Sindrome de Reye, um tipo de encefalopatia que surge em
criancas. Esta ultima se caracteriza por vomitos, hipoglicemia, convulsdes, hiperamonemia,
coma, e outros sintomas agudos tal como citados acima (ASAE, 2009).

Os efeitos cronicos relacionam-se com quadros de desnutricdo, carcinogénese e
imunossupressdo (com implicacBes sérias em zonas com prevaléncia de HIV/SIDA como € o
caso de Mogambique). Afeta o numero de linfocitos e inibem a fagocitose. Em pacientes que
apresentam infec¢do pelo virus de hepatite B, o risco em desenvolver o cancer hepatico aumenta
60 vezes, uma vez que a aflatoxina B1 torna-se 30 vezes mais ponte nestes individuos (COLL,
2015). Aflatoxina-8,9-epdxido ao ligar-se ao ADN pode induzir a aparecimento de doencas
hepéticas, tais como, o carcinoma hepatocelular (CHC), definido como céncer do figado
primario, cirrose, entre outras (MIDIO; MARTINS, 2000; OGODO; UGBOGU, 2016; EFSA,
2019). Além disso, pesquisas mostram que as aflatoxinas possuem elevado potencial tdxico,
podendo atuar de forma neurotdxica, hepatotoxica, nefrotoxica, carcinogénica e mutagénica
(ALMEIDA-SOUSA, 2018; CESARTONDO, 2020).

Pesquisas mostram que os adultos tem maior tolerancia do que as criangas na exposi¢ao
aguda. Suspeita-se que o consumo de alimentos que contém concentracdes de aflatoxinas iguais
ou superiores a 1 mg/kg causam aflatoxicoses. Com base nos dados de surtos anteriores, foi
estimado que as doses de 20-120 upg.kg™/dia de AFB: durante periodos de 1 a 3 semanas
produzem toxicidade aguda, potencialmente mortal (WHO, 2018). Por outro lado, a condi¢éo

de vulnerabilidade nutricional e o de défice nutricional agrava ainda mais a toxicidade.
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“[...] O combate a ma nutrigdo nas criancas menores de cinco anos € uma prioridade politica
para Mogcambique [...]”. De acordo com o ultimo Inquérito Demogréfico e de Saude (2011), a
prevaléncia nacional de desnutricao cronica (baixa estatura para a idade) é de 43% em criancas
menores de cinco anos. Houve pouca mudanca nos niveis de desnutri¢do crénica registados nas
décadas anteriores, com taxas de 49% em 1997, 50% em 2001, 47% em 2003 e 44% em 2008
(USAID et al., 2019).

Foi mostrado em varios paises de baixa renda como Mogambique, que a pobreza esta
relacionada a dietas de baixa qualidade e que a baixa qualidade da dieta estd intimamente
associada a desnutrigcdo. A qualidade da dieta envolve calorias adequadas e uma diversidade de
nutrientes, mas também exige que os alimentos estejam protegidos de todas as formas de
toxinas (WEBB, 2018).

3.3.1 Carcinogenicidade para Humanos

De acordo com o Instituto Nacional de Cancer de Brasil (INCA, 2022), o cancer de
figado pode ser dividido em dois tipos principais: o cancer primario e cancer secundario. O
primeiro tem sua origem no proprio figado, ja secundario ou metastatico que tem sua origem
em outros 6rgdos e com o processo de evolucdo afeta o figado. Diferentes tipos de celulas
compdem o figado, por isso varios tipos de neoplasias malignas e benignas podem se formar
neste 6rgdo. Estes tumores tém diferentes causas e, sdo tratados diferentemente e tem um

prognostico também diferente.

3.3.1.1 Epidemiologia e fatores de risco

O cancer de figado é mais frequente em paises da Africa e do Sudeste Asiatico. A
estimativa mundial aponta que mais de 800.000 pessoas sdo diagnosticadas com cancer de
figado a cada ano e é responsavel por mais de 700.000 mortes por ano (ONCOGUIA, 2023).
No Brasil, o0 numero de mortes foram estimados em 10.763, sendo 6.093 homens e 4.670
mulheres (2020 - Atlas de Mortalidade por Cancer - SIM). E estimativas de novos casos foram
de 10.700, sendo 6.390 em homens e 4.310 em mulheres (INCA, 2022). Evidéncias indicam
gue o carcinoma hepatocelular (CHC) é multifatorial em sua origem. A caracteristica mais
marcante segundo os autores em relagé@o a epidemiologia é a varia¢do geografica da incidéncia

dessa neoplasia.
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S@o apontados como fatores de risco para os cancer hepatocelular pacientes que
apresentam cirrose hepética, doenca grave associada ao alcoolismo ou a infecgao pelos virus da
hepatite B, excesso de gordura corporal (sobrepeso e obesidade), mas também ingestdo de gréos

e cereais quando contaminados por aflatoxinas (INCA, 2022).

Entre os paises com maior incidéncia, destacam-se Mogambique, Zimbabwe, Etiopia,
China (costa sudoeste) e Taiwan, alguns dos quais estdo apresentados na Tabela 1. As
diferencas extremas observadas na incidéncia do CHC entre os diversos paises sugerem o
envolvimento de fatores ambientais em sua etiologia. Dentre os fatores identificados, 0s que
apresentam maior importancia séo as aflatoxinas e o virus da hepatite B (PARKIN et al., 1984).

Tabela 1 — Relagdo entre a ingestdo de Aflatoxinas B1 excluidas outra causas, e a incidéncia de

cancer hepatocelular, em paises da Africa e Asia

Pais Ingestdo de AFB: Incidéncia de CHC e
(ng.Kg? pc / dia) (caso0s/100.000 habitantes/ano)
Quénia 3,5 1,2
5,9 2,5
10,0 4,0
Mocambique 20,3 59
38,6 5,0
77,7 12,1
86,9 9,0
87,7 15,5
131,4 17,7
183,7 14,0
China 21,0 175,4
157,0 182,2
1.232,0 288,5
3.545,0 613,5

Fonte: Adaptado de Oliveira (1997, p. 421).

De acordo com a Organiza¢cdo Mundial da Saide (OMS), as estimativas nacionais da
exposicdo dietética em aflatoxinas indicam que existem diferencas entre o0s paises
desenvolvidos e em vias de desenvolvimento. Para os primeiros, a exposi¢cdo dietética média é
geralmente inferior a 0,001 ug/kg pc/dia, mas para alguns paises da ASS as estimativas superam
0s 0,1 png/kg pc/dia, apesar de basearem-se em poucos dados (WHO, 2018). Assim, na ASS tem

uma incidéncia de cancer hepatocelular (CHC) de 46.000 casos/ ano, com ocorréncias
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padronizadas por idade de até 41,2 casos/100.000 a cada ano (EI-KASSAS; ELBADRY, 2022).
A incidéncia de cancer hepatocelular (CHC) em Mocambique relacionada a ingestéo de AFB:
e excluidas outras causas foi de 17,7 casos/100,000 habitantes, sendo considerada maior taxa
de CHC do mundo e afeta mais homens do que mulheres (WHO 2018; EI-KASSAS;
ELBADRY, 2022). Em 2016, na estacdo de verdo houve registo de mortes na Republica Unida

da Tanzénia (pais vizinho de Mogambique, ao norte) atribuidas a aflatoxinas (WHO, 2018).

Pelas sérias implicacfes para a saude humana e animal atribuidas & presenca de
micotoxinas em graos e outros géneros alimenticios, muitos paises ja elaboraram legislacdes
estipulando as quantidades maximas de micotoxinas permissiveis em alimentos e racdes. A
Tabela 2 apresenta os limites maximos para aflatoxinas permitidos em alimentos para consumo

humano em varios paises.

Tabela 2 — Limite maximo permitido para aflatoxina em alimentos para consumo humano em

varios paises do mundo

Pais Limite maximo (ug.kg™) Alimento
Unido Europeia 2 (AFB.); 4 (AFT) Cereais e produtos processados
Austrélia 5 (AFT) Todos alimentos
Brasil 20 (AFT) Amendoim e derivados de milho
india 30 (AFT) Todos alimentos
Japéao 10 (AFT) Todos alimentos
Singapura 0 Todos alimentos
Africa do Sul 5 (AFB1) 10 (AFT) Todos alimentos
Suécia 5 (AFT) Todos alimentos
Estados Unidos 20 (AFT) Todos alimentos
Alemanha 2 (AFBz1); 4 (AFT); Todos alimentos
0,05 (AFT) Alimentos infantis

Fonte: (ANVISA, 2022; UE, 2023; http://www.micotoxinas.com.br)

Como pode ser visto na Tabela 2, ndo existe a nivel mundial uma harmonizacéao dos teores
maximos permitidos de aflatoxinas nos alimentos. Os Estados Unidos da Ameérica, apresentam
um limite de 20 pg.kg™? de aflatoxinas totais em alimentos, na Uni&o Europeia é de 2 pg.kg™
para a aflatoxina Bi e 4 pg.kg™* para aflatoxinas totais, para cereais e produtos processados (UE,

2023). A legislacéo brasileira, através do Ministério da Saude, Instrucdo Normativa — IN N°
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160 de 1 de julho de 2022, estabelece o limite maximo de 20 ug.kg™ para aflatoxinas totais
(B1+B2+G1+G2) em cereais e outros alimentos (BRASIL, 2022).

Pesquisas feitas em Mocambique entre 1980 a 2018 quantificaram aflatoxinas em
varios tipos de amostras, porém, ha divergéncias entre os estudos devido, sobretudo, quanto a
forma de coleta e métodos analiticos. A maioria destes estudos ndo realizou a distin¢do entre
os tipos de aflatoxinas detectadas (CASADEI, 1980; VAN RENSBURG et al., 1985;
AUGUSTO et al., 2014; CAMBAZA et al., 2018). Mocambique faz parte dos 15 paises
africanos que em 2003 apresentaram regulamentos especificos para micotoxinas, publicados
pela Food and Agricultural Organization (FAO). Assim, a nivel nacional, o limite maximo
aceitavel para aflatoxinas totais no milho e amendoim destinados ao consumo humano € de 10
ug.kg?* (FAO, 2003).

A Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (em Inglés: IARC) considera a aflatoxina
B1 como micotoxina com maior potencial toxico e foi classificada como pertencente ao grupo
I que corresponde aos compostos que sao carcinogénicos para humanos (IARC, 2012). Estudos
epidemioldgicos tém demonstrado uma relacdo causa-efeito entre exposicdo a AFB1 e 0
aumento do risco de desenvolver carcinoma hepatocelular (LIU; WU, 2010). Por outro lado,
pesquisas epidemioldgicas também demostram que populacdes da China, Gambia, Africa
Ocidental apresentam alta incidéncia de cancer hepatocelular, uma vez que, a avaliacdo do
biomarcador de exposi¢do, AFB1-N7-gua na urina, mostrou que o risco de desenvolver cancer
hepatocelular era diretamente proporcional a ingestdo de alimentos contaminados por
aflatoxinas (WOGAN et al., 2012).

Em criancas, a exposi¢cdo as AFs vem sendo vinculada a hepatomegalia crénica (YUN-
GONG et al., 2012). Estudo desenvolvido em Nairobe (Africa Oriental), levantou a hipotese de
que a exposicéo de aflatoxina M1 em criangas poderia estar associada a retardo de crescimento
e alta prevaléncia de desnutricdo pelos individuos (AMORAS; COSTA, 2021).

Outros estudos levantados associaram um tipo de desnutricdo aguda classificada como
Kwashiokor com a exposigéo cronica a AFB;1, onde se observou que criangas com Kwashiokor
apresentavam niveis elevados de aflatoxina no sangue ou na urina, quando comparadas com
criangas do grupo controle, que eram saudaveis ou com outras formas de desnutricdo
(INNOCENT-MUPUNGA; MNGQAWA; KETERERE, 2017).

A desnutricdo e o défice no crescimento em criancas pode ser consequéncia dos danos no
intestino provocado por essas AFs, que podem resultar na ma absorcdo de alguns nutrientes.

Além disso, essa alteracdo deixa 0 organismo mais suscetivel a patdgenos intestinais e a
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infeccdes (INNOCENT-MUPUNGA; MNGQAWA; KETERERE, 2017; MENEZES-FILHO
et al., 2020).
3.4 Ocorréncia de Aflatoxinas em alimentos

Estima-se que, aproximadamente, 500 milhdes de pessoas ao nivel global estejam
expostas as aflatoxinas através da alimentagdo (SMITH et al., 2017). Alguns alimentos sdo mais
suscetiveis a ocorréncia das aflatoxinas, entre os quais se pode citar as leguminosas, nozes e
oleaginosas, améndoas, amendoins, semente de algodao, leite e formulas para lactentes, cacau,
arroz e milho (EFSA, 2019).

A presenca de AFs nos alimentos ocorre predominantemente em regides com climas
quentes e umidos (DUARTE et al., 2014). Existem duas formas de inser¢do das aflatoxinas nas
cadeias alimentares: uma por contaminacdo direta, quando o fungo toxicdgeno contamina o
produto e, em sequéncia sintetiza a micotoxina e ambos permanecem no produto; e por
contaminacdo indireta, em que a micotoxina estara presente no produto final resultante de
contaminacdo fangica prévia, porém o fungo foi eliminado no processamento (XIULAN,
2005).

A contaminacdo pode decorrer antes ou depois da colheita e pode variar de acordo com
as condicOes ambientais (nutrientes, luz, oxigénio, temperatura, pH, umidade relativa do ar e
do substrato), condi¢Ges de transporte (terrestre e maritimo), métodos de processamento,
producdo e armazenamentos dos produtos. A umidade é um dos fatores que mais tem influéncia
na producédo de AFs, (SANTIN, 2005; MOUSAVIZADEH et al., 2017). Existem outros fatores
demonstrados na literatura que também podem contribuir para a contaminacdo do milho e,
consequente producao das micotoxinas dos quais podem ser, 0 genotipo, momento de colheita,
danos mecanicos, tempo entre colheita, secagem, resultando na reducédo da qualidade sanitéria,
fisica e nutricional dos grdos e seus derivados (PATERSON; LIMA, 2010; BENTO et al.,
2012).

O milho é um dos cereais mais vulneraveis ao desenvolvimento de fungos toxicogenos
(ZUMMO; SCOTT, 1992). As micotoxinas possiveis de serem encontradas no milho séo
produzidas principalmente por espécies dos géneros Fusarium (fumonisinas e zearalenona),
Aspergillus (aflatoxinas e ocratoxinas) e Penicillium (ocratoxinas) (ALMEIDA et al., 2000;
SCUDAMORE; PATEL, 2000).

Um teor elevado de umidade na farinha favorece o crescimento de fungos em especifico
do género Aspergillus, liberando assim micotoxinas que contaminam os grdos e seus derivados.

Assim, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), na sua Instru¢cdo Normativa N°
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263, de 23 de Setembro de 2005, nos seus requisitos especificos para farinhas, amido de cereais
e farelos recomenda umidade maxima de 15,0% (g/100 g), (BRASIL, 2005).

O armazenamento é outro ponto critico de controle para o combate ao risco de
contaminacdo dos alimentos em geral e, em particular por aflatoxinas. Assim, varias técnicas
comprovadas reduzem o aumento da contaminagdo por aflatoxinas no armazenamento. O
projeto AflaStop da United States Agenci for International Development (USAID) no Quénia
tem produzido resultados que mostram os beneficios do armazenamento hermética (PICS, sacos
do tipo Grain Pro Grain Safe, Grain Pro Super, silos do tipo Metal Silo e Plastic Silo). Estes
métodos podem produzir potencialmente uma diminui¢do de 95% no aumento dos niveis de
aflatoxinas em comparacdo com os métodos normais de armazenamento (USAID, 2023).

O Instituto de Pesquisa Agricola da Zambia (ZARI) promove a adog¢do de unidades de
armazenamento de aluminio como um método de armazenamento seguro e livre de inseticidas.
Quando completamente cheias, os fungos causadores de aflatoxinas ndo podem crescer devido
aos niveis bastante reduzidos de oxigénio (USAID, 2023).

A maioria dos paises desenvolvidos ndo autorizam importac6es de produtos alimentares
com guantidades de AFs acima dos limites especificados. Por isso, 0s niveis de contaminacao
dos alimentos com as aflatoxinas tém também implicagdes para o comércio internacional. A
Tabela 3 apresenta um resumo dos principais estudos desenvolvidos em Mocgambique que

quantificaram aflatoxinas em amostras de milho e produtos a base de milho.

Tabela 3 — Principais estudos sobre aflatoxinas no milho e seus derivados em Mogambique

Regido de Tipo de NUmero de amostras Média Mediana
Mocambique amostra (ocorréncia %) ug.kg ug.kg? Referéncia
Derivados de
Milho 32 (87,0%) 22,62 22,6 Casadei,
Inhambane Farinha de (1980)
Milho 31 (52,0) 18,32 10,0
Milho 18 (67,0) 22,02 21,0
Inhambane Milho e Van
Rensburg
Manhica Refeicdes etal.
(Maputo) diversas 168 (-) 2,42 N/D (1985)
Warth et
Nampula Milho 13 (-) N/D 69,9 al. (2012)
Provincias
do norte e
centro de Augusto et
Mogambique Milho 307 (5,1%) 9,32 N/D al. (2014)
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Em Mocambique, em especial na cidade de Nampula, poucas foram pesquisas feitas
referentes a ocorréncia de micotoxinas em produtos derivados do milho que se destinam ao
consumo humano conforme ilustrado na Tabela 3. Sendo, o milho e seus derivados produtos
alimentares bastante consumido em suas diferentes formas pela populacdo mocambicana,
torna-se imperioso a realizagdo de estudo para identificagdo e quantificacdo dos quatro
principais tipos de aflatoxinas e posterior avaliacdo do risco carcinogénico decorrente do
consumo dos seus derivados uma vez que este alimento fornece 80% da necessidades
energéticas para populacao rural de Mogambique uma vez que depende deste alimento como

base da sua dieta.

3.5 Descricdo das regides de estudos e da producéo de milho em Mogambique e na Africa
3.5.1 Breve caracterizacdo da regido de estudo

Mocambique é um pais da costa oriental da Africa Austral que tem como limites: a norte,
a Tanzénia; a noroeste, 0 Malawi e a Zambia; a oeste, o Zimbabwe, a Africa do Sul e a Essuatini;
asul, a Africa do Sul; a leste, a seccdo do Oceano Indico designada por Canal de Mogambique
(Figura 4). O Canal de Mocambique é vizinho de Madagéascar, da possessdo francesa de
Mayotte e do departamento ultramarino francés das Ilhas Reunido. O pais possui uma superficie
de 799,380 km?, que tem uma fronteira terrestre de 4,330 km e uma costa de 2,470 km. E
dividido administrativamente em 11 provincias (Niassa, Cabo Delgado e Nampula — norte;
Zambézia, Tete, Manica e Sofala — centro; Gaza, Inhambane, Maputo provincia e Maputo
cidade - sul) e a capital (Maputo cidade). E abundante em recursos naturais, entre os quais vale
salientar energia hidroelétrica, gas, carvdo, minerais, madeiras e terras agricultaveis (INE, 2005,
2011).

De acordo com o ultimo censo populacional realizado pelo INE (Instituto Nacional de
Estatistica) em 2017, Mocambique apresenta uma populacdo de 27 909 798 habitantes, dos
quais 14 561 352 sdo mulheres, o que corresponde a 52 % e 13 348 446 sdo homens
correspondentes, a 48% da populacdo. O nimero médio de filhos por mulher nas familias
mogambicanas é de 5.2 filhos, a distribuicdo das idades esta da seguinte maneira: dos 0 aos 14
anos, 46,6%, dos 15 aos 64 anos, 50,1% e acima dos 65 anos, 3,3 %. Deste nimero, 33,4% vive
na zona urbana e 66,6% na zona rural, sendo que 39% da populacdo com a idade a partir de 15
anos e mais ndo sabem ler nem escrever, 38,6% das criancas de zero aos 17 anos estao fora do
sistema escolar; em cada 100 pessoas 99 dependem de outras para suporta-las em todas as suas
despesas (INE, 2017).
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Figura 4 — Localizacdo geogréafica de Mogambique e sua divisdo administrativa/provincias

Uzbequistdao./ *

 Turquemenistao
2 >

Fonte: Desenho adaptado do estudo mediante o Google Maps.

A taxa de analfabetismo corresponde a 39%, a taxa de mortalidade 11,8% e a espetativa
de vida 53,7 anos. As principais religides ou crencas que predominam sdo a Catolica seguida
da Islamica. Mocambique é um pais de clima quente e tmido. Sua lingua oficial é o Portugués,
mas com predominancia de varias outras linguas nacionais de origem Bantu entre as quais:
Maconde ou Shimakonde, Macua ou Emakhuwa, Xisena, Xitsonga, Xironga, entre outras (INE,
2017). Em 2017, a taxa do produto interno bruto (PIB) diminuiu para 3,1%, abaixo do valor de
3,8% registado em 2016 (BANCO MUNDIAL, 2017).

Apesar de a agricultura ser um dos setores chave para o desenvolvimento econdémico do
pais, esta ndo consegue suprir as necessidades alimentares da populacdo, pois as variacdes
climaticas, em particular, as de pluviosidade, fazem com que 98% das exploracGes agricolas
desenvolvam a agricultura de sequeiro, contribuindo assim com a variagdo da taxa de

crescimento do setor agrario (MINAG, 2014).
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3.6 Aflatoxinas no Milho
3.6.1 Milho

O milho ou Zea mays L. (o nome botanico) € uma cultura anual que pertence a familia
botanica Gramineae, que inclui capins, gramas, bambus e, outras culturas como a mapira € a
mexoeira. E originario de um capim chamado teosinte do sul do México. Depois de mais de
9.000 anos de domesticacdo nas civilizagcdes indigenas — as Mayas e as Aztecas e outras — e
séculos de viagens de exploracdo dos espanhois primeiro, e depois dos portugueses, que
levaram o milho no inicio até a Nigéria e 0 Congo, finalmente esta cultura chegou ao territorio
mocambicano (SANCHEZ et al., 2011)

O milho é o segundo cereal mais importante em termos de producdo no mundo, apds o
trigo, sequido do arroz e o primeiro quanto ao rendimento por hectare. Na Africa subsaariana,
o milho é a segunda cultura mais importante depois da mandioca. Em Moc¢ambique, é a
principal cultura de subsisténcia alimentar para a maior parte da populacdo que vive nas zonas
rurais, e representa (80%) fonte de calorias. Dentre outras formas € também consumido como
farinha, e é considerado alimento de primeira necessidade pelo Ministério de Salde de
Mocambique (SANCHEZ et al., 2011; ABBAS, 2017).

De acordo com ANVISA, farinhas sdo os produtos obtidos de partes comestiveis de um
ou mais cereais, leguminosas, frutos, sementes, tubérculos e rizomas por moagem e ou outros
processos tecnoldgicos considerados seguros para a producdo de alimentos (Instrucdo
Normativa N° 263, de 23 de Setembro de 2005. BRASIL, 2005). O milho é um dos cereais mais
vulneraveis ao desenvolvimento de fungos toxicdgenos (ZUMMO; SCOTT, 1992). As
micotoxinas possiveis de serem encontradas no milho sdo produzidas principalmente por
espécies dos géneros Fusarium (fumonisinas e zearalenona), Aspergillus (aflatoxinas e
ocratoxinas) e Penicillium (ocratoxinas) (ALMEIDA et al., 2000; SCUDAMORE; PATEL,
2000; MACHINSKI et al. 2001).

A producdo total de milho tem aumentado ao longo dos ultimos anos, a Tabela 4
demonstra os valores de producéo média de milho durante o periodo de 2015-2020 de alimentos
considerados de necessidade béasica em alguns paises da Africa austral e vizinhos de

Mocambique.
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Tabela 4 — Producdo de Alimentos bésicos de alguns paises da Africa austral que fazem

fronteira com Mogambique, periodo de 2015-2020

MP de 2015- Area Exportacdo Perda
Pais 2020 Producdo (ha) Produtividade (t) (%)
Africado  Milho 12273166,7 2409680 5,05 1560493,7 3,43
Sul Arroz 3075,17 1111,67 2,77 5116,83 3,26
Milho 3065275,8 1709226 1,79 21275 17,13
Arroz 117793,3 65270,83 1,79 5,17 3,43
Malawi Mandioca 5324574,18 234170,7 22,72 155427 3,77
Milho 993158,3  998585,8 1,01 1644,83 10,11
Arroz 1343 41128 0,33 0,17 2,02
Zimbabwe  Mandioca 249921,3 52574 4,75 28,26 5,16
Milho 6228115 3780076 1,65 94917 9,98
Arroz 3005881,3 1162943 2,58 2121,3 11
Tanzania  Mandioca 6557162,2 1054203 6,33 15702,3 5,79
Milho 1365640 1738375 0,79 1784 5,16
Arroz 147734 303467 0,49 10 4,49
Mogambique Mandioca 4802276 776697 6,19 0 16,01

MP = Média do periodo
Fonte: FAOSTAT, 2020
MP — Média de producéo
ha- Hectares
t - Toneladas

De acordo com o Instituto de Investigacdo Agraria de Mogambique (IIAM), existem dezasseis
variedades de milho das quais seis sdo hibridos e quase todas as sementes estdo sendo
produzidas e comercializadas em Mocambique (MINISTERIO DA AGRICULTURA E
DESENVOLVIMENTO RURAL, 2023).
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3.6.2 Consumo e Processo de producédo da Farinha

A principal forma de utilizacdo do milho em Mocgambique em forma de farinha serve para fazer
xima, uthua, ugali, sadza “[...] sao designagdes de diferentes regides do pais da massa de
farinha de milho cozida e pronto para o consumo|...]”. O milho ¢ ainda consumido em forma
de macaroca (cozida ou assada) e quando seco pode ser consumido torrado. A parte do farelo
do gréo é também usada para preparacdo de bebidas alcodlicas fermentadas (bwadua, moa,
doro, cabanga, Maheu e mais) (SANCHEZ et al., 2011). Tschirley e Abdula (2007) relatam
que, em Mogambique existem trés principais tipos de moinhos! de milho. O primeiro é o
considerado por moagem caseira, 0 segundo, sdo por meio de moageiros de pequena a média e
por Gltimo, existem os moageiros industriais que processam varias qualidades de farinha de
milho, que, posteriormente, irdo abastecer a rede de vendedores de atacado e varejo. Diferentes
qualidades de farinha de milho podem ser produzidas a partir dessas op¢des de moagem
diferentes. As taxas de extracao podem ir de 100%, em que todo o grdo de milho € utilizado na
criacdo da farinha (pequena escala, tipica de moinhos de martelos), a 65% de taxa de extracéo,
em que o embrido do milho e outros componentes sdo removidos. Na Tabela 5 estdo
demonstrados estudos feitos em diferentes regides do mundo relatando a ocorréncia de
micotoxinas em diferentes matrizes incluindo o grdo de milho e seus derivados, assim como 0s
métodos analiticos utilizados para a sua identificacdo. Vale ressaltar que, a correlacdo entre as
concentragdes de micotoxinas encontradas no grdo de milho ndo processado e nos seus
derivados ndo é muito clara, porém ha evidéncias que os derivados de milho processados
apresentam concentracdes mais baixas relativamente aos graos nao processados. Nesta esfera,
outros estudos desenvolvidos tem demonstrado que, limpeza inicial do grdo de milho em
moinhos mostrou uma reducdo relativamente maior em teores de aflatoxinas em comparacéo
com as fumonosinas (SCUDAMORE; PATEL, 2000).

1 Méaquinas para transformarem o gréo de milho em farinhas de diversos tipos e qualidades



Tabela 5 — Ocorréncia de aflatoxinas no Mundo em diferentes matrizes e os métodos analiticos usados.
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Solvente Incidé
Regiéo de Tipo de Método Aflatoxina de REC ncia  Concentragdo
Origem N amostra analitico S extracdo (%) LOD LOQ (%)  média (ug.kg?) Autoria
AFB1, 3
Maringa, Alimentos AFB2, ACN: AFB1, Machinski
Parana a base de AfGle Agua 1,7 33,5 AFBI; Janior et al.
(Brasil) 121 Milho CCD AFG2 (84:16) AFB2 2,4 AFB2 (2005)
AFB1,
Castanha, AFB2, ACN: 0,02 - 0,08 -
Rio de Milhoe  CLAE/Kroba  AfGle Agua 89 - 0,04 0,13 Castro et al.
Janeiro  N/D amendoim IDFL AFG2 (84:16) 101  ugkg! ugkg! 100 N/D (2013)
Metanol:
Perand, MT 123  Grdos de AFT, FUM Agua 1,5 5,0 20,5; 16,7¢e9,1 Mistura e
e MS 72 milho ELISA e ZEA (70:30) N/D ugkg! wugkg! N/D AFT Lindino (2020)
Metanol:
Mocambiqu Agua 17,05 -150
e 44 Amendoim  Fluorimetro AFT (70:30) N/D N/D N/D 100 AFT Gabriel (2014)
Mato ACN: 0,4 -
Grosso, Graos de AFB1, Agua  58,9- 1,3
Brasil 84 milho CLAE/DFL AFB2, (84:16) 101,2 N/D ug.kg?! 21,4 N/D Bento (2012)
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Argentina

China
Bangkok-
Thailandia

Zimbabwe

270

350
7
100

29

Gaos de
milho
Vaérias

amostras

incluindo
milho
Alimentos
a base de
trigo
(macarréo
e pao)
Amendoim
e
manteteiga
de

amendoim

HPLC/DFL

HPLC/DFL
LC-MS/MS

HPLC/DFL

AFGle
AFG2
Aflatoxinas
,ZEA e
DON N/D
AFB1, Metanol:
DON e Agua
ZEA (80:20)
DONe ACN:
AFB1  Agua: Ac.
acético
(79:20:1)
AFT Metanol:
Agua
(80:20)

N/D

N/D
N/D

75 -
85

N/D N/D
0,5 15
ug.kg? ugkg?
0,4 ng/g N/D

N/D N/D

40
AFB1 N/D
81,9 -
100
AFB1 1,2-27,4 AFB1
0,0 N/D
91 75,66 ng/g
AFT

Castellari et al.
(2015)

Zhao et al.
(2021)
Pralatnet
(2016)

Mupunga et al.
(2014)
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Namibia

Botswana

Burundi

Quenia

Séao Paulo

105  Milheto,
sorgo e
bebida
tradicional

120 Amendoim
fresco

50 Vaérios
cereais

338 Farinha de
milho e
gréos de

milho

110  Graos de

milho

LC-MS/MS

HPLC/DFL

CCD/Fluoro
densitometri

a

UHPLC/DF
L

TLC

AFBle ACN:
varias Agua: Ac.
micotoxina  Acético
S (79:20:1)
AFB1, Metanol:
AFB2, Agua
AfGle (85:15)
AFG2
AFTe Clorofor
AFB e mio:
AFG Acetona
(90:10)
AFT e Metanol:
AFB1, Agua
AFB2, (70:30)
AFGle
AFG2
AFB1, N/D
OTAe

ZEA

N/D N/D

N/D N/D

N/D N/D
89,4- 0,001-
92,3 0,036
ug.kg

N/D N/D

N/D

N/D

N/D

0,01-
0,12
ug.kg

N/D

13-50
AFB1

78
AFT

100
AFT

100
AFTe
97,1
AFB1

54,5

0,1-2,0 AFB1,
0,2-25 AFB1

118 AFT

34 -7,929
ug.kg-1 AFT

57,9 AFB1

168 AFB1, 17
AFB2

Misihairabgwi
et al. (2018)

Fingani et al.
(2004)

Munimbazi;
Bullerman
(1996)

Nabwire et al.
(2019)

Machinski et
al. (2001)
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Vaérias 214  Graos de TLC AFT, FUM  Acetona: 85- 0,10 - N/D 38,0 11,0 AFT, 9,4 Vargas et al.
regides do milho e ZEA Agua 97 0,02 AFT; AFB1 (2001)
Brasil (97:3) ug.kg? 38,3
AFB1
Distrito 366 Varios CCD/Fluoros AFT e Metanol  N/D N/D 2,0 6,3 111-404 AFT Caldas et al.
Federal alimentos e céncia OTA (100) ug.kg? (2002)
pipoca de
Milho
Parana 123 Alimentos CCDe AFT Metanol: 1099 0,5-32 N/D 7 0,62CCDe Amaral et al.
a base de ELISA/ Cloreto - ug.kg? CCD, 0,78 ELISA (2006)
Milho espectofomet de 109,9 16
ria UV potassio ELISA
(90:10)
CCD;
Metanol
(70)
ELISA
Quénia 40 Milho, HPLC/DFL AFT Agua: N/D N/D N/D 45, 35 53,6e10 Kilonzo et al.
farinha de Acetona e 20 (2015)

milho e (90:10)
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Benin, Mali

e Togo

Benin e
Togo -

Africa

Goias

180

505

175

N/D

outro
alimento
Varios HPLC/DFL
produtos
alimentare
S Secos
Amendoim  Densitometri
e milho ade
Flouresncenc
ia
Gréos de HPLC/DFL

milho

AFB1,
AFB2,
AFGle
AFG2
AFB1

AFT

Metanol:

Agua
(85:15)

N/D

Metanol:

Agua
(70:30)

N/D

N/D

N/D

N/D

15-20
ng

N/D

N/D

N/D

N/D

90,8

100

5,4 AFB1 Hell et al.
0,6 AFB2 (2009)
7,6 27,6 Egal et al.
(2005)
N/D Ramos et al.
(2008)

ELISA - Ensaio Imunoenzimético; HPLC - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia; HPLC-MS - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

acoplada a Espetrometria de Massas; HPLC-DFL - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Detetor de Fluorescéncia; N - amostras;

N/D - valor ndo disponivel; TLC - Cromatografia de Camada Fina; CCD/Fluorodensitometria — Cromatografia em Camada Delgada acoplada a

Fluorodensitometria; ELISA/Espetofotometria UV - Ensaio Imunoenzimatico acoplada a Espetofotometria Ultra Violeta; REC — Recuperacdo;
AFT — Aflatoxinas (B1+B2+G1+G2); FUM — Fumonisinas; ZEA — Zearalenona; DON — Deoxinivalenol; OTA —Ocratoxina A.
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3.6.3 Métodos analiticos para detecédo e quantificacdo de Aflatoxinas

Atualmente os métodos analiticos comumente utilizados na determinacdo de AFs
encontram-se disponiveis em varios laboratérios de alimentos e ragdes de diferentes instituicoes
ou entidades, entre as quais pode-se citar a Cromatografia em Camada Fina (TLC),
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), Cromatografia Gasosa (GC), Eletroforese
Capilar (CE) e Ensaio Imunoenzimatico (ELISA). Consistem em métodos reconhecidos pelos
laboratorios a nivel internacional e pelas entidades oficiais como a Association of Official
Analytical Chemists (AOAC) e o Comité Europeu de Normalizacdo (CEN) (JAIMEZ et al.,
2000; RAHMANI et al., 2010; TADEO et al., 2010; WACOO et al., 2014; TAO et al., 2018;).

A implementacdo dos métodos analiticos para andlise de aflatoxinas sdo precedidos de
algumas etapas, entre as quais a extragdo, limpeza/purificacdo, detecdo e quantificacdo. O
preparo da amostra é uma etapa que consome bastante tempo e se nao for feita de maneira
adequada pode contribuir com o erro dos resultados (JAIMEZ et al., 2000). O método analitico
escolhido neste trabalho corresponde a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC acoplado
a um detetor de fluorescéncia, que posteriormente serd abordado com mais detalhes.

3.6.4 Amostragem

A quantidade de grdos a ser analisada é, em geral, muito pequena em rela¢do ao tamanho
do lote, assim a amostra devera possuir caracteristicas similares em todos 0s aspectos,
correspondentes as médias do lote do qual foi retirada. A amostragem para analise de
micotoxinas em alimentos deve seguir as especificacbes previstas nos regulamentos
normativos. De acordo com Jamez et al. (2000), amostragem consiste na selecdo de uma
amostra representativa da populacdo para o estudo. Uma amostra ndo representativa podera
invalidar a analise das micotoxinas.

Por outro lado, uma retirada representativa do alimento e sua correta homogeneizagéo sao
imprescindiveis para que a analise da amostra seja bem-sucedida, uma vez que as micotoxinas
ndo se distribuem uniformemente pelo alimento. Resolucdo -RDC n° 274, de 15 de outubro de
2002 — ANVISA, estabelece os métodos de amostragem e de analise para o controle oficial dos
teores de micotoxinas nos graos e seus derivados. Segundo o regulamento, a amostragem
desempenha um papel imprescindivel na determinacdo exata do teor de micotoxinas. A
amostragem de milho devera ser executada tomando como base as recomendagdes dos Planos
de Amostragem para analise de aflatoxinas em Milho e Amendoim — FAO Food and Nutrition
Paper 55, 1993, devendo ser utilizada a Norma de Amostragem 1SO 950, 1979 - Amostragem
de Cereais em Gréos.
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O regulamento prevé que a amostragem também pode ser feita nas extremidades de um
transportador ou na saida dos grdos. Num elevador de caneca, as amostras sdo coletadas na
saida da moega alimentadora dos canecos, ou na saida superior do elevador. Neste caso, em
periodos determinados, retirando-se uma amostra com a caneca. Para a correta analise de AFs
deve-se evitar a exposicao a luz solar, visto que se decompdem progressivamente sob influéncia
da luz UV (EC, 2006).

3.6.5 Extracao com solventes

Este passo consiste em extrair a micotoxina de uma matriz sélida por intermédio de um
solvente de forma a remover possiveis interferéncias. E, portanto, um passo vital para 0 sucesso
do ensaio (TURNER et al., 2015). Normalmente é utilizada um solvente extrator para extracao
de micotoxinas em gréos, cereais e outras matrizes solidas. O solvente a ser utilizado depende
das caracteristicas fisico-quimicas do analito a ser extraido. A maioria das micotoxinas é soltvel
em solventes polares e ligeiramente polares e insollveis em solventes apolares. Assim sendo, a
extracdo tem sido realizada com misturas de solventes organicos como: acetona, acetonitrila,
cloroférmio, diclorometano, acetato de etila ou metanol (JAIMEZ et al., 2000; TAO et al.,
2018). E extremamente importante que sejam devidamente controlados a relagdo entre a
amostra e o solvente, o tempo de extracdo e a temperatura para que ocorra uma correta
quantificacdo da toxina (PEREIRA et al., 2014; FERNANDES, 2016)

De acordo com Pereira et al. (2014), os estudos realizados com mistura de solventes
mostram que a mistura de metanol com acetonitrila permite uma co-extragdo de componentes
indesejados da matriz sélida. E, quando preparado na proporcao acetonitrila: agua (84:16 v,v)
produziu menos compostos interferentes do que em outras misturas.

De modo a melhorar a eficiéncia da extracdo, pode-se fazer utilizacdo de agua ou sua
acidificacdo, uma vez que a agua aumenta a penetracdo do solvente dentro da matriz. Por outro
lado, a acidificacdo auxilia na quebra de interacdes moleculares entre a toxina e outros
constituintes como proteinas e acucares (JAIMEZ et al., 2000; TAO et al., 2018). Muitas vezes
solventes apolares séo utilizados antes de realizar a extragdo em fase solida de modo a remover
componentes lipofilicos.

Ap0s o0 processo de extracdo, segue-se a filtracdo ou centrifugacdo do extrato, e por fim
a purificacdo antes da determinacdo do teor de AFs. No entanto, os métodos imunologicos,
como o ensaio ELISA, ndo necessitam desta etapa, tal como, o método LC-MS/MS baseado no
procedimento “diluir e disparar” (TAO et al., 2018).

Os procedimentos de clean-up mais usados consistem na extracdo em fase solida (SPE —

sigla para Solid Phase Extraction), extracdo liquido-liquido, extracdo de fluido supercritico
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(SFE), e colunas de imunoafinidade (CIA). O ultimo método referido apresenta maior
seletividade (JAIMEZ et al., 2000; TURNER et al., 2015; 2010; TAO et al., 2015).

As CIlAs séo consideradas um método imunoquimico utilizado para Clean up, purificacdo
e pode ser aplicado em varios tipos de matrizes (PEREIRA et al., 2014; FERNANDES, 2016).
As colunas sdo compostas por uma fase solida constituida por anticorpos especificos para cada
tipo de micotoxina. Quando a coluna € carregada com o extrato, o analito de interesse liga-se
seletivamente ao anticorpo, enquanto as impurezas sao lixiviadas (VICAM, USA).

As condigdes de carregamento, lavagem e elui¢do das CIAs devem ser bem estabelecidas
(MACKAY et al., 2022). Na sequéncia, o0 analito € eluido por intermédio de um solvente ou
uma mistura de solventes, de acordo com a micotoxina a ser estudada, conforme pode-se ver
demonstrado na Figura 5. Para as aflatoxinas o eluente mais indicado é o metanol, pois
apresenta menor agressividade aos anticorpos da CIA quando comparado com a acetonitrila e
a acetona (VICAM, USA; BERTUZZI et al., 2011, PEREIRA et al., 2014; FERNANDES,
2016).

Figura 5 — Principio de funcionamento de uma coluna de imunoafinidade e o processo de

eluicdo

conditioning sample addtion rinsing elution

I l

- Adicdo da matriz A micotoxina liga-se Eluigdo com o solvente
Anticorpo A d do: d t
Snchirsis cqntendp a ao anticorpo sendo adequado, desnatura o
micotoxina isolada da matriz anticorpo, libertando a
toxina

Fonte: Adaptado de Kos (2015)
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3.6.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

O HPLC (do Inglés — high-performance liquid chromatography), € o método de eleigédo
na determinacdo de AFs, devido as suas vantagens comparativamente com outos métodos
analiticos (JAIMEZ et al., 2000; WACOO et al., 2014). Este método emprega colunas
recheadas com materiais especialmente preparados e uma fase movel eluida sob altas pressdes
e tem a capacidade de realizar separacGes e analises quantitativas de uma grande variedade de
compostos presentes em diversos tipos de matrizes (COLLINS et al., 2017)

Sendo um método cromatografico, usa uma fase estacionaria e uma fase mével. A fase
estacionaria pode estar contida em um tubo de vidro ou metalico inoxidavel. Por outro lado, a
fase mdvel, pode ser constituida por uma solucéo aquosa acidica ou em gradiente com metanol
e acetonitrila (WACOO et al., 2014). Em cromatografia liquida, a depender das caracteristicas
da fase estacionéria, ela pode ser cromatografia liquida em fase normal ou fase reversa, porém,

a fase reversa é mais utilizada, pois oferece maior versatilidade de aplicacéo.

3.7 Avaliacao de risco

Nos alimentos que consumimos esta presente uma grande variedade de substancias
quimicas tdxicas entre as quais as micotoxinas, e a presenca excessiva no alimento dessas
substancias consideradas toxicas pode significar um risco a saude humana (JARDIM,;
CALDAS, 2009). De forma a avaliar a exposicdo das populagdes a aflatoxinas, procede-se a
avaliacdo de risco por meio de varias técnicas ja comprovadas pela comunidade cientifica.

A avaliacdo de risco tem o objetivo de estimar o risco de ocorréncia de efeito adverso
apos a exposicdo humana a substancias tdxicas, considerando as carateristicas intrinsecas das
substancias e do sistemaalvo (IPCS, 2009). Este procedimento pode ser utilizado para avaliagdo
da exposicdo humana as aflatoxinas, uma vez que estas sdo consideradas substancias
potencialmente toxicas a saude humana (IPCS, 2009; IARC, 2012).

O método para a determinagdo da avaliacdo de risco pode ser dividido em quatro
etapas, entre as quais a primeira consiste na identificacdo do dano (ou perigo), a segunda na
caracterizacdo da relagdo dose resposta, seguida por avaliacdo da exposicdo e por dltimo a
caracterizacdo do risco (JARDIM; CALDAS, 2009).

Na identificacdo do dano, sendo esta a primeira etapa neste processo, tem como
finalidade identificar os efeitos adversos relacionados a exposicdo a determinada substancia
quimica. Na sequéncia, é realizada a caracterizacdo da relagdo dose-resposta através da
avaliacdo da relacdo quantitativa da exposi¢éo e a incidéncia da resposta de um efeito adverso.

Entretanto, a avaliacdo da exposi¢do consiste na estimativa da ingestdo provavel de substancias
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toxicas. Assim, a avaliacdo é feita mediante os dados de consumo do alimento em estudo,
concentracdo da substancia no alimento e peso corpéreo médio da populacdo em estudo
(JARDIM; CALDAS, 2009). Na fase final do processo avaliativo, é feita a caracterizacdo do
risco, na qual se estima a probabilidade da ocorréncia do efeito adverso na populacéo exposta.

A escolha da metodologia para caracterizacdo do risco depende da toxicidade da
substancia a ser estudada. De acordo com a IARC (2012), as aflatoxinas sdo classificadas como
substancias carcinogénicas para seres humanos. A caracterizagdo do risco para substancias
carcinogénicas e genotoxicas pode ser feita de acordo com quatro metodologias: (i) o principio
ALARA (As Low As Resonably Achievable), refere-se a possibilidade de reduzir a exposi¢édo
ao nivel mais baixo que seja possivel; ii) a extrapolacdo para doses de exposicao
aceitavel/conhecida a partir de estudos de carcinogenicidade com roedores (estratégia utilizada
pelo JECFA para aflatoxinas, como descrito anteriormente); iii) a aplicacdo do TTC (threshold
of toxicological concern), que indica um valor Unico de exposicdo segura para todas as
substancias e (iv) o calculo da Margem de Exposicao (MOE sigla do termo em inglés: Margin
of Exposure). A MOE é calculada através da razéo entre a referéncia toxicoldgica e a exposicéo,
o valor obtido dessa razéo é utilizado para caracterizar o risco (JARDIM; CALDAS, 2009).

A MOE igual ou superior a 10.000 tem sido caracterizada como de risco negligivel sob
ponto de vista da salde publica e valores inferiores a 10.000 indicam que ha um risco de
exposi¢do carcinogénico do contaminante analisado. Valores da MOE inferiores a 125 indicam
que além dos efeitos carcinogénicos, deve-se ter a preocupacdo com relacdo aos efeitos
nefrotdxicos (JARDIM; CALDAS, 2009; ESPOSITO et al., 2017).

Um estudo desenvolvido por Amaral et al. (2006), onde avaliou a ocorréncia de
aflatoxinas em produtos a base de milho comercializados no Brasil e riscos para a saide humana
com base na comparacao da Ingestdo diaria provavel média (IDPw) e Ingestdo diaria toleravel
(IDT). Neste estudo constatou-se um risco significativo a satde publica brasileira decorrente
da exposi¢éo cronica a AFB: pela dieta com alimentos derivados do milho, em especial o fuba.

Né&o € de nosso conhecimento a existéncia de dados sobre a caraterizagao do risco de
exposicdo via oral as aflatoxinas devido ao consumo de milho e seus derivados em
Mogambique. A realizacdo da avaliagdo de risco é extremamente importante, pois a avaliacdo
considera os dados de consumo especificos da populacdo em estudo. Essas informacgdes podem
contribuir na tomada de decisdes preventivas por parte das autoridades mogambicanas
competentes para que em sinergias, possam produzir legislacfes especificas que estabelecem
limites maximos tolerados para os niveis de aflatoxinas no milho e seus derivados uma vez que

este € um alimento de necessidade bésica para a populacdo de Mogambique.
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Resumo

Introducéo: As aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2) sdo compostos de bisfuranocumarinas produzidos
pelos fungos Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus em paises de clima quente e imido.
Estas podem contaminar cereais, incluindo o milho que € a base da dieta em paises africanos,
como Mogambique. As aflatoxinas causam sérios problemas na salde humana e animal. Na
Africa Subsaariana (ASS), as estimativas de exposicio dietética as aflatoxinas superam a 100
ng/kg pc/dia. A incidéncia de cancer hepatocelular (CHC) é de 46.000/ano. Mogambique tem
a maior taxa de CHC do mundo. Objetivos: Verificar a ocorréncia das aflatoxinas B1, B2, G1 e
G2 na farinha de milho produzida e comercializada em Mocgambique no periodo de Janeiro a
Marco de 2022 e avaliar o risco carcinogénico devido ao seu consumo. Metodologia: As
amostras de farinha de milho (n=30) produzidas e comercializadas na cidade de Nampula,
Mocambique, foram coletadas em cinco fabricas processadoras de farinhas. A determinacéo de
umidade das farinhas foi realizada segundo métodos oficiais proposto pelo Instituto Adolfo
Lutz. Os teores de aflatoxinas foram determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) com detector de fluorescéncia apds extragdo em colunas de imunoafinidade e
derivatizacdo com acido trifluoroacético. Para adaptacdo e validacdo da metodologia analitica
fez-se necessario a realizacdo de testes de linearidade, seletividade, sensibilidade (limite de
deteccdo e de quatificacdo), precisdo (coeficiente de variacdo em %) e exatidao (recuperacgéo
em %) como parametros de avaliacdo de desempenho do método. A ingestdo diaria de AFs pela
populacdo mocambicana foi estimada de acordo com o peso médio da populacdo adulta e a
estimativa de consumo per capita da farinha de milho. A avaliacéo de risco carcinogénico foi
baseada no célculo da Margem de Exposicdo (MOE) para dois cenérios distintos: homens e
mulheres adultos. Resultados: A média da umidade nas amostras coletadas foi 10,5% + 0,79,
variando de 9,1% a 12,2%. As aflatoxinas Bi, B2, G1 e G2 foram detectadas em 20% das
amostras (n=6), sendo que em 23,3% (n=7) delas tiveram contaminacéo de pelo menos duas ou
trés das aflatoxinas. Em 56,7% (n=17), das amostras ndo foram detectadas AFs. A
contaminagao por AFB; variou de 0,27 a 0,36 pg.kg™?, e os teores de aflatoxinas totais variaram
de 0,1 e 1,0 ug.kg?, com média de 0,8 ug.kg-1estando abaixo dos LMT (10 pg.kg? e 4 pg.kg-
1y para Mogambique e Unido Europeia, respectivamente. A MOE calculada para homens foi de
243 e para mulheres de 231, estando, portanto, muitas vezes abaixo do ponto de corte de risco
negligenciavel que € 10.000. Conclusdes: Diante do exposto, o consumo da farinha de milho

em Nampula, Mogambique, representa um risco potencial de carcinoma hepatocelular (CHC)
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pela exposicdo as aflatoxinas, devido ao alto consumo deste produto alimenticio que é a base

da dieta na maioria dos paises africanos.

Palavras-chave: Micotoxinas. Produtos a base de milho. Avaliacido de risco. Mogcambique.

Seguranca Alimentar.

OCCURRENCE OF AFLATOXINS B, B2, G1 AND G2 IN MAIZE FLOUR
PRODUCED IN NAMPULA, MOZAMBIQUE AND THEIR CARCINOGENIC RISK
ASSESSMENT

Abstract

Introduction: Aflatoxins (B1, B2, G1 and G2) are bisfuranocoumarin compounds produced by
the fungi Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus in countries with hot and humid
climates. These can contaminate cereals, including maize which is a staple diet in African
countries such as Mozambique. Aflatoxins cause serious problems in human and animal health.
In Sub-Saharan Africa (SSA), estimates of dietary exposure to aflatoxins exceed 100 ng/kg
bw/day. The incidence of hepatocellular cancer (HCC) is 46.000/year. Mozambique has the
highest rate of HCC in the world. Objectives: To verify the occurrence of aflatoxins B1, B2,
G1 and G2 in maize flour produced and commercialized in Nampula, Mozambique, from
January to March 2022 and evaluate the carcinogenic risk due to its consumption.
Methodology: Maize flour samples (n=30) produced and commercialized in Nampula,
Mozambique, were collected from five flour processing factories. Humidity determination of
the flours was performed according to official methods proposed by the Adolfo Lutz Institute.
Aflatoxin levels were determined by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) with
Fluorescence Detector after extraction on immunoaffinity columns and derivatization with
trifluoroacetic acid. For the adaptation and validation of the analytical methodology, it was
necessary to perform linearity, selectivity, sensitivity (detection and quantification limit),
precision (coefficient of variation in %) and accuracy (recovery in %) tests as parameters to
evaluate the performance of the method. The daily intake of AFs by the Mozambican population
was estimated according to the average weight of the adult population and the estimated per
capita consumption of maize flour. Carcinogenic risk assessment was based on the calculation
of the Margin of Exposure (MOE) for two distinct scenarios: adult men and women. Results:
The mean humidity in the collected samples was 10.5% + 0.79, ranging from 9.1% to 12.2%.
Aflatoxins B1, B2, G1 and G were detected in 20% of the samples (n=6), and in 23.3% (n=7)
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of them had contamination of at least two or three of the aflatoxins. In 56.7% (n=17), of the
samples no AFs were detected. The contamination of AFB; ranged from 0.27 to 0.36 ug.kg™,
and the levels of total aflatoxins ranged from 0.1 and 1.0 ug.kg?, with a mean of 0.8 ug.kg™
being below the MRLs (10 ug.kg™ and 4 ug.kg™) for Mozambique and the European Union,
respectively. The calculated MOE for men was 243 and for women 231, thus being several
folds below the negligible risk cutoff point which is 10,000. Conclusions: Thus, the
consumption of maize flour in Nampula, Mozambique, poses a potential risk of hepatocellular
carcinoma (HCC) from aflatoxin exposure, due to the high consumption rate of this food

product that is a staple diet in most African countries.

Keywords: Mycotoxins. Maize products. Risk assessment. Mozambique. Food security.

1. Introducao

As aflatoxinas (AFs) B, B2, G1 e G2 sdo compostos de bisfuranocumarinas produzidos
naturalmente pelos fungos Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus (EFSA, 2019),
especialmente sob clima quente e alta umidade (Villers, 2014). Estas micotoxinas s&o
mutagénicas e carcinogénicas tanto para humanos como para animais (William et al., 2010).
Por isso que a contaminacao de alimentos por estas substancias € um grave problema de salde
publica (ROCHA et al., 2023).

Na Africa Subsaariana (ASS) a estimativa de exposicdo dietética as aflatoxinas
superam a 100 ng/kg pc/dia (WHO, 2018). Nesta regido foi observada uma incidéncia de cancer
hepatocelular (CHC) de 46.000 casos/ano, com ocorréncias padronizadas por idade de até 41,2
cas0s/100.000 habitantes a cada ano (EI-KASSAS; ELBADRY, 2022). A incidéncia de cancer
hepatocelular (CHC) em Mocambique relacionada a ingestdo de AFB; e excluidas outras causas
foi de 17,7 casos/100,000 habitantes, sendo considerada a maior taxa de CHC do mundo e afeta
mais homens do que mulheres (WHO, 2018; EI-KASSAS; ELBADRY, 2022).

Estudos realizados em Mogambique entre 1980 e 2018 quantificaram aflatoxinas em
varios tipos de amostras, porém, ha divergéncias entre os estudos quanto a coleta e métodos
analiticos. A maioria destes estudos ndo realizou a distin¢do entre os tipos de aflatoxinas
detectadas (CASADEI, 1980; VAN RENSBURG et al., 1985; AUGUSTO et al., 2014;
CAMBAZA et al., 2018).
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Mocambique faz parte dos 15 paises africanos que em 2003 apresentaram
regulamentos especificos para micotoxinas, publicados pela Food and Agricultural
Organization (FAO). Assim, a nivel nacional, o limite maximo aceitavel para aflatoxinas totais
no milho e amendoim destinados ao consumo humano ¢ de 10 pg.kg™ (FAO, 2003). Devido ao
alto consumo de milho e seus derivados em Mocgambique, € necessario caracterizar o risco de
exposicao as aflatoxinas. A caracterizacdo do risco é feita de acordo com 0 ALARA (As Low
As Rasonably Achievable) e por meio do célculo da margem de exposicdo - MOE (EFSA, 2020,
2005).

Em Mogambique poucos estudos existem sobre situacéo fitossanitaria, condigdes de
coleta, teor de imidade, condi¢des de armazenamento e processamento dos produtos agricolas
comercializados pelo setor empresarial e familiar, principalmente nos derivados de milho em
relacdo a contaminacdo por aflatoxinas. Este estudo visa investigar a ocorréncia das aflatoxinas
B1, B2, G1 e G2, e proceder a avaliagdo de risco carcinogénico decorrente do consumo da farinha

de milho pela populacéo adulta mogambicana.

2. Materiais e Métodos

2.1 Amostragem

As amostras de farinha de milho foram coletadas em cinco fabricas de processamento de farinha
de milho localizadas na cidade de Nampula, Mogambique, entre os meses de janeiro e marco
de 2022. As fabricas foram selecionadas de acordo com os critérios de classificacdo da DPIC
(Direcdo Provincial da Industria e Comércio de Nampula), a entidade que supervisiona a area
de industria e comércio em nivel provincial. Com base nos dados da DPIC, as fabricas foram
selecionadas por serem consideradas de grande escala por conta do seu elevado potencial de
producdo da farinha a abastecimento no mercado local. Assim, ap6s a obtencdo da lista das
fabricas consideradas de grande escala, foram selecionadas utilizando um método aleatério
simples cinco fabricas e identificadas como A, B, C, D e E. Todas as fabricas estéo localizadas
na Provincia de Nampula onde uma localiza-se no Municipio de Nacala-Porto e trés no
municipio de Nampula. A Figura 1 mostra os locais onde as amostras foram coletadas na cidade
de Nampula.

2.1.1 Coleta da amostra

O processo de coleta decorreu em trés momentos identificados como momento 1, 2 e 3, onde
houve intervalo de vinte dias entre os momentos de coleta. As amostras foram coletadas
diretamente das fabricas selecionadas e do local de ensacamento da farinha, com um intervalo

de cinco minutos entre as coletas. Os procedimentos da coleta foram realizados segundo
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métodos de amostragem e andlise para o controle dos niveis de aflatoxinas, dispostas da RDC
n° 274 de 15 de outubro de 2002 (BRASIL, 2002), que estabelece os métodos de amostragem
e analise para o controle dos niveis de micotoxinas em grdos e seus derivados, prevé que a

amostragem pode ser realizada nas extremidades de uma esteira ou no ponto de saida dos graos.

Figura 1 — Mapeamento das fabricas onde foram coletadas as amostras de farinha de

milho.
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As amostras foram colocadas em sacos plasticos de polietileno e embaladas em caixas
térmicas. Foram coletadas 6 amostras em cada fabrica, o que totalizaram foram 30 trinta
amostras de farinha de milho com peso minimo de 100 g cada. As amostras embaladas foram
devidamente etiquetadas com dados referentes ao codigo da amostra, nimero da coleta, hora
da coleta e data. Elas foram transportadas do local de coleta em caixas térmicas para o
Laboratorio de Controle de Qualidade e Seguranca Alimentar da Universidade Lurio e
armazenadas a -18 °C até o momento do transporte para Salvador, Bahia, Brasil, sendo
armazenadas em um freezer (-22°C). As andlises das amostras foram realizadas no Laboratério
de Toxicologia da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal da Bahia. Também foi
aplicado um questionario aos fabricantes, com o objetivo de conhecer a origem dos gréos de

milho e as condigOes de manuseio do grdo durante seu processamento.
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2.2 Materiais e reagentes

Os reagentes e materiais usados foram: agua ultrapura (Tipo | purificada no sistema
Milli-Q® da Merck/Millipore); metanol e acetonitrila grau HPLC; fosfato de sodio monobaésico
(NaH2PO4) grau P.A. (Sigma Aldrich, EUA); fosfato de sodio di-béasico (Na2HPO4) grau P.A.
(Vetec, Brasil); cloreto de sédio (NaCl) e acido trifluoroacético (TFA) da Merck (Lichrosolv,
Alemanha); n-Hexano grau HPLC (Merck, Alemanha); membrana filtrante de Nylon 0,45 pum
(Millipore, Brasil); coluna de imunoafinidade (AflaTest WB, VicamInc, Watertown, EUA) e
acido fosforico (Vetec, Brasil). Uma solucéo padréo certificada foi usada em concentracGes de
1 pug.mL* para AFB; e AFG; e 0,3 pug.mL™ para AFB; e AFG; (Supelco Analytical, EUA).

Os equipamentos utilizados nos experimentos foram: pipetas automaticas devidamente
calibradas, homogeneizador TE-645 da TECNAL; banho ultrassdnico com termostato (Elma,
Elmasonic, Alemanha); Vortex (modelo AP 56, Phoenix, Brasil); sistema de extragcdo em fase
solida VacElut (Varian, estado, EUA); sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
modelo 1260 Infinity (Agilent Technologies, EUA) e detector de fluorescéncia série 200
(Perkin Elmer, EUA). A coluna cromatografica usada foi a Zorbax Eclipse XDB Rapid
Resolution, 150 x 4,6 mm, 3,5 um (Agilent, EUA).

2.3 Determinacao da Umidade da farinha de milho

Para a analise de umidade, dois gramas da amostra foram pesados em uma capsula de
porcelana previamente seca e tarada. A capsula foi colocada em uma estufa a 105°C até atingir
massa constante (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). Ela foi deixada resfriar em um
dessecador com silica gel até a temperatura ambiente, e a amostra foi pesada. O célculo foi

baseado na Equacao 1.

Umidade (%) =T x 100 )

Onde:
mi = massa inicial da amostra (Q)

mf = massa final da amostra (g)

2.4 Preparo das amostras

As amostras foram homogeneizadas nas embalagens, e por¢des delas foram retiradas
por quarteamento imaginarios. Em seguida, cerca de 25 g da amostra foram pesados e
transferidos para um béquer em uma balanga analitica calibrada. A amostra pesada foi

transferida para o homogeneizador. Em seguida, 100 mL da solugéo de extragdo Acetonitrila:
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Agua ultrapura (84:16 v,v) foram adicionados e agitados por trés minutos a 800 r.p.m. O extrato
foi filtrado com papel de filtro Whatman n° 4 diretamente em um tubo de 20 mL com tampa de
rosca. As amostras foram filtradas e armazenadas na geladeira (4°C) até a proxima etapa. A
preparacdo das amostras foi realizada de acordo com os estudos de Castro et al. (2013).
2.5 Extracdo e purificacéo

A extracdo foi realizada com base nos estudos desenvolvidos por Maciel et al. (2017)
e no Manual de Aflatest WB (Vicam, EUA). A extracéo e a purificagdo das aflatoxinas foram
realizadas em uma coluna de imunoafinidade acoplada ao sistema VacElut. As colunas foram
condicionadas com 10 mL de tampao fosfato (pH 7,2) e, em seguida, a coluna foi carregada
com uma aliquota de 5 mL de extrato. Permitiu-se que o extrato percolasse a uma taxa de fluxo
de 1 a 2 gotas por segundo. As colunas foram lavadas com 10 mL de agua ultrapura e, em
seguida, a eluicéo foi realizada com 1,5 mL de metanol com taxa de fluxo de 1 a 2 gotas por
segundo, coletando-se o eluato em tubos de 5 mL. O solvente foi evaporado sob um fluxo suave
de nitrogénio a 40°C.
2.6 Derivatizagdo e analise cromatografica

O detector de fluorescéncia pode analisar somente as moléculas que emitem
fluorescéncia. As aflatoxinas sdo naturalmente fluorescentes, sendo que B2 e G, tém forte
intensidade, enquanto B: e G: tém intensidades discretas. Para obter melhores limites de
deteccdo, recomenda-se realizar uma reacdo de derivatizacdo, transformando-as em seus
derivados hemiacetais altamente fluorescentes, facilitando assim suas detec¢des (JAIMEZ et
al., 2000; ARROYO-MANZANARES et al., 2015; ZHAO et al., 2019).

Portanto, a reacdo de derivatizacdo pré-coluna foi realizada adicionando 200 pL de n-
hexano e 50 L de &cido trifluoracético (TFA) ao extrato seco e agitando em um vortex por 30
segundos. A reacdo ocorreu sob prote¢do da luz por 30 minutos em um banho-maria (40 °C).
Em seguida, o solvente foi evaporado sob suave jato de nitrogénio em banho-maria a 40 °C e,
por fim, o extrato seco foi ressuspenso com 500 pL de metanol, agitando em um vortex por 30
segundos. O extrato foi filtrado diretamente para frascos &mbar do amostrador automatico de
HPLC previamente identificado, com auxilio de filtros de Nylon de 0,45 um acoplados a
ponteira.

A analise cromatografica foi realizada no modo de eluicdo isocratica com a fase mével
agua: metanol: acetonitrila (55:33:12, v/v/v). A taxa de fluxo utilizada foi de 0,8 mL.mine o
volume de injecéo foi de 10 pL. O detector de fluorescéncia foi ajustado para comprimentos de
onda de excitacao e emissdo de 365 e 455 nm, respectivamente (MACIEL et al., 2017), e cada

amostra foi injetada em triplicata.
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2.7 Calibracéo

Os pontos da curva de calibragdo foram feitos em cinco frascos volumétricos de 10
mL previamente identificados e j& contendo um determinado teor de &gua ultrapura, e foram
adicionados 10, 25, 50, 100 e 200 pL da solucgdo estoque Aflatoxin Mix (1.000 ug.kg?),
respectivamente, e completados até o0 menisco com agua ultrapura. Para o branco, foi usada
agua ultrapura. Cada solucdo padréo foi injetada no HPLC em triplicata para obter varias areas
de pico. Assim, foi possivel construir a curva de calibracdo em triplicata com seis niveis de
concentragdo: 1,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 20,0 pg.kg? para AFG: e AFB; e 0,3; 0,75; 1,5; 3,0; 5,0
ug.kg! para AFB; e AFG, incluindo o branco. Esses calibradores foram submetidos aos
procedimentos de extracdo, purificacdo em colunas de imunoafinidade, evaporacdo do solvente
e derivatizacdo pré-coluna. Esse parametro pode ser verificado por meio da linha de calibracéo
de aflatoxinas visualizada na figura 3 e do valor do coeficiente de determinag&o obtido.

As concentracdes das aflatoxinas das amostras de farinha de milho foram calculadas
com base na equagao proposta por Rahayu et al. (2020), em que o valor de AFs (ug.kg?) obtido
por meio dos padrdes da curva de calibracdo foi multiplicado pelo volume total extraido (mL)

e dividido pela massa pesada (g), conforme ilustrado na equacéo 2 abaixo.

Concentracgdo (ug.kg—1 ) nos padrdes da curva X volume total extraido (mL)]
Massa ponderada (25 g)

AFs(ug/kg) =1 @
2.8 Validacdo Analitica

A metodologia analitica foi adaptada seguindo as recomendacdes estabelecidas nas
diretrizes das autoridades regulatérias nacionais DOC - CGCRE - 008 (2016) do INMETRO
(Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia) e RDC n° 166 da ANVISA (2017).
Foram realizados os estudos de linearidade, sensibilidade - limite de deteccdo (LD) e limite de
quantificacdo (LQ), precisao (repodutibilidade intra e interdiaria) e exatidao (recuperacao).
2.9 Tratamento estatistico

Os valores de umidade foram descritos como média e desvio padrdo. Os teores de
aflatoxina na amostra em valores tracos foram convencionalmente registrados como LD/2. Essa
estimativa é uma recomendacgéo do Sistema de Monitoramento Ambiental Global - Programa
de Monitoramento e Avaliacdo da Contaminagéo de Alimentos (GEMS/Food) (OMS, 1995). O
teste de Kolmorogov-Smirnoff foi usado para avaliar a normalidade da distribuicdo dos teores
de umidade e aflatoxina nas amostras de farinha de milho selecionadas. O teste ndo paramétrico

U de Mann-Whitney foi aplicado para verificar as diferencas de teor de aflatoxina de acordo
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com o periodo de amostragem. O tratamento estatistico foi realizado com o software IBM
Statistics SPSS v. 25 (IBM Corporation, EUA) e a probabilidade de 0,05 foi usada como limite
de significancia estatistica.

2.10 Avaliacéo de risco carcinogénico

A avaliacgdo de risco foi realizada para verificar a probabilidade de efeitos adversos a
saude devido ao consumo de farinha de milho contaminada por aflatoxinas. A ingestdo diaria
foi estimada de acordo com a seguinte equacdo (JARDIM; CALDAS, 2009):

_cxQ
ID =< (3)

Onde:

ID: ingestdo diaria (ug.kg™? de peso corporal/dia);

C: concentragdo de AFs encontrada na amostra analisada (ug.kg™);
Q: Ingestdo diaria média em g per capita;

PC: peso corporal individual (Kg de peso corporal).

O consumo médio de farinha de milho em Mogambique foi obtido em um estudo sobre
a producdo global de milho por Ranun et al. (2014) no qual foi estimado em 116 g/per capita/
dia. O peso médio corporal, utilizado para estimar a ingestao diaria de AFs e, consequentemente
avaliacdo de risco de populacédo adulta foi de 59,2 kg e 56,2 kg, respectivamente para homens
e mulheres (NCD RISK FACTOR, 2023).

A caracterizacdo do risco foi feita por meio do célculo da MOE (margem de
exposicdo), uma estimativa obtida pelo calculo da razdo entre a dose de referéncia toxicoldgica
e o0s niveis de ingestdo diaria estimados. O efeito central na determinacdo da referéncia
toxicoldgica para aflatoxinas € a carcinogenicidade (SCHRENK, 2020). O Painel CONTAM
selecionou um limite de confidéncia inferior de dose de referéncia (BMDL) para uma resposta
de referéncia de 10% de 0,4 pg.kg™ de peso corporal (bw) por dia para a incidéncia de CHC
em ratos machos apds a exposicdo ao AFB;1 a ser usado em uma abordagem da MOE.. Esse
valor pode ser usado como referéncia toxicologica para aflatoxinas totais (EFSA, 2020). A

equacdo da MOE é apresentada abaixo:

BMDL10

D (4)

MOE =
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Onde:

MOE: Margem de exposicao.

BMDLio: Limite de confianga inferior da dose de referéncia para uma resposta de
referéncia de 10% (ug.kg™ de pc/dia).

ID: Ingestdo diaria (ug.kg™ de pc/dia).

Levando em conta as diferencas anatdmicas e de composi¢éo corporal entre homens e
mulheres, além do consumo médio de alimentos, as MOEs foram estimadas em dois cenérios:

C1 para homens e C2 para mulheres.

3. Resultados e Discusséo

As informac6es obtidas nos questionarios aplicados nas fabricas mostraram que o
milho era proveniente dos distritos de Lichinga, Cuamba, Milange, Gurué, Mocuba e Malema
(distritos pertencentes as provincias de Niassa, Zambézia e Nampula) em Mocambique. Nas
fabricas A, C, D e E o transporte de graos de milho do campo para a fabrica foi feito em veiculos
fechados, enquanto a fabrica B reportava o uso de um veiculo aberto. Entretanto, somente as
fabricas C, D e E garantem a desinfeccdo prévia dos veiculos antes de carregar os graos. As
substancias mais utilizadas nesse processo foram o Falfume 57% ft Snowthon 500 EC nas
fabricas C e D; na fabrica E o clorpirifés. O controle de qualidade dos grdos recebidos era
realizado pela pré-selecdo ou classificacdo dos graos (quebrados, germinados, entre outros).
Todos os fabricantes desinfetam seus armazéns, e as substancias mais utilizadas sdo Falfaume
57% ft Snowthon 500 EC, Fosfato de aluminio e Cipermetrina. Com excecéo da fabrica A, as
demais realizam controle regular de temperatura.

Todos os fabricantes realizam o controle de gorgulhos e insetos, bem como o controle
de doencas dos graos, e 0s armazéns sdo bem ventilados. Eles também controlam a umidade do
grdo de milho durante o processamento e em todo o processo de producédo da farinha. Nenhum
fabricante realiza o controle da presenca de fungos ou aflatoxinas nas matérias-primas e, quando
questionados sobre os motivos, o fabricante A mencionou "que nenhum outro fabricante realiza
esses testes”, o fabricante E disse que "em algum momento o fez" e os demais fabricantes
afirmam que néo ¢ prioridade realizar esses testes.

O periodo médio de armazenamento do gréao foi variavel, com os fabricantes A, B, C

e D afirmando que foi de 3 a 6 meses, e o fabricante E afirmou que foi inferior a trés meses. As
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condicdes fisicas das instalacdes e dos equipamentos das fabricas A, C e E foram consideradas
satisfatorias, ou seja, boas, o que ndo foi observado nas fabricas B e D.
3.1 Umidade

Um alto teor de umidade no milho armazenado ou no produto acabado leva a
proliferacdo de fungos que, durante seu metabolismo, liberam metabdlitos secundarios
conhecidos como aflatoxinas, que sdo extremamente tdxicas e carcinogénicas, sendo o principal
grupo de toxinas, e a intoxicacdo por essas toxinas ¢ chamada de aflatoxicose (ALMEIDA et
al., 2017). A Tabela 1 mostra os valores médios de umidade da farinha em cada momento de

coleta.

Tabela 1 — Teor de Umidade encontrado para cada momento de coleta de farinha de milho por

Industria

Indudstrias Momento de coleta ~ Umidade (%) +DP
Selecionadas

A

11,08 + 0,18
10,25 +0,11
11,36 + 0,05
10,75+ 0,03
10,53 £ 0,24
9,62 + 0,09
11,85+0,42
10,75+ 0,64
11,23 + 0,09
10,12 + 0,13
9,91 +0,08
11,21 + 0,07
9,31+0,13
9,19+0,17
10,49 £ 0,74

W NNEFP, WNEFE WONPEFE WODNPEFE WN -

*Valores referentes a média de triplicatas, DP: Desvio padrao.

Todas as amostras estdo dentro dos padrdes estabelecidos pela especificacdo da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e pela norma mog¢ambicana onde, 0 grdo
de milho e a farinha de milho devem conter uma porcentagem de umidade em sua composi¢ao
de no maximo 15% e 14%, respectivamente (INNOQ 2017; ANVISA, 2022), para melhor

estabilidade durante o armazenamento desse produto. De acordo com Leeson et al. (1995), para
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o crescimento de fungos toxigénicos do género Aspergillus e a producdo de aflatoxinas, a
condicdo ideal é que o teor de umidade dos grédos de milho seja de 17%.

O controle de umidade em gréos e derivados tem como principal objetivo o controle
da proliferacdo de fungos em gréos armazenados, para evitar a rapida deterioracdo e prolongar
a vida de prateleira desses produtos que serdo comercializados. Para isso, € necessario que o
armazenamento seja precedido de cuidados durante os processos de colheita, limpeza e secagem
dos grdos, além da posterior desinfeccdo dos silos e equipamentos, com rigoroso controle de
qualidade incluindo a determinagéo da umidade antes e depois do processamento (DOMENICO
etal., 2015).

Neste estudo, 100% das amostras apresentaram teor percentual de umidade dentro dos
padrbes estabelecidos e a média foi de 10,5% + 0,79, variando de 9,1% a 12,2%. Resultados
semelhantes foram encontrados por Domenico et al. (2015), onde a umidade do grdo de milho
variou de 11,12 a 14,61%. Ja no estudo de Almeida et al. (2017) amostras de farinha de milho
em flocos de trés fabricantes apresentaram umidade acima do padrao estabelecido, enquanto de
dois fabricantes estavam em conformidade. Esses resultados podem estar relacionados com 0s
cuidados durante o processamento que as fabricas de farinha de milho na cidade de Nampula
oferecem. Todas as fabricas do presente estudo afirmaram realizar o teste de umidade do grao
de milho durante o processamento e ao longo do processo de producéo da farinha. Outro detalhe
encontrado foi que, durante o processo de moagem do milho, trés fabricas de farinha afirmaram
ndo adicionam &gua durante o processamento engquanto e outros adicionam. Esses cuidados e
outros evidenciados neste estudo podem ter alguma influéncia no resultado final de umidade
no produto final. Segundo Almeida et al. (2017), um controle eficiente da proliferacdo de
fungos em gréos evita a contaminacgdo desse alimento, por isso é de extrema importancia que
seja precedido de cuidados durante o processo de colheita, limpeza, secagem dos gréos e
desinfeccdo dos locais e equipamentos de armazenamento.

3.2 Validacao analitica

A estratégia para garantia de qualidade da analise de determinacdo da AFs na amostra
farinha de milho foi validar totalmente 0 método HPLC selecionado apés a extracdo usando
colunas SPE de imunoafinidade. Os principais resultados do método validado estdo descritos

na Tabela 2.
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Tabela 2 — Resultados quantitativos da validacéo analitica do método para determinacgéo de

aflatoxinas em farinha de milho.

Parametros AFB1 AFB:2 AFG1 AFG:
Linearidade (R?) 0,993 0,994 0,992 0,998
Sensibilidade
LD (ug.kgh)P 0,25 0,0045 0,25 0,001
LQ (ng.kg?)© 0,83 0,015 0,83 0,004
Precisdo (CV %)¢ 2,9 1,3 3,2 1,0
Exatidédo 95,0 87,0 95,0 98,0

(Recuperacdo %)
a. Coeficiente de determinacdo; b. Limite de detecgéo; c. Limite de quantificacdo; d.
Coeficiente de variacao

3.2.1 Preciséo e exatidédo

Inicialmente, foi realizada a extracdo de trés replicatas da amostra de farinha de milho
pura e de outras trés fortificadas, com adicdo de aflatoxinas. Apos a extracdo e limpeza pelo
método SPE, as amostras foram derivatizadas e injetadas no cromatdgrafo. O calculo da
precisao foi feito, utilizando-se o coeficiente de variacdo (CV%) conforme ilustrado na tabela
2. De acordo com o DOC-CGCRE-008 (INMETRO, 2016), o critério para aceitacdo da
repetitividade para o nivel de concentragio da faixa de trabalho deste estudo (em pg.kg™?) é de
até 20%. Os valores de repetitividade intracorridas de todas as AFs variaram de 1,0 a 3,2%.
Assim sendo, 0 método adaptado de Rocha et al. (2023), apresentou resultados satisfatérios de
reprodutibilidade.

De acordo com a INMETRO, a recuperacdo do analito pode ser estimada pela analise
de amostras fortificadas com quantidades conhecidas do mesmo (spike). As amostras podem
ser fortificadas com o analito em pelo menos trés diferentes concentracdes (baixa, média e alta)
da faixa de trabalho do método (INMETRO, 2016). Neste estudo, a recuperacdo foi estimada
pela anélise de trés replicatas de amostras fortificadas com concentracdo equivalente a méxima
(19.76 pg.kg™) da faixa de trabalho do método. Por n&o existir material de referéncia certificado
para cada aflatoxina analisada, foi fortificado com quantidade de aflatoxinas totais, porém, a
partir desta, foi possivel estimar a quantidade para cada aflatoxina individualmente. Estas

leituras foram feitas em triplicata e a recuperacéo foi calculada segundo a equagéo 3 abaixo.

RY% = |valor obtido| % 100 (4)

valor esperado
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Os resultados da recuperacdo obtidos variaram entre 87 a 98%. O percentual de
recuperacdo encontrou-se dentro da faixa recomendada (70 - 120%) pelo INMETRO (2016),
indicando que 0 método de extracdo foi adequado para a quantificacdo das aflatoxinas na matriz
de farinha de milho utilizada.

3.2.2 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada através da determinacdo da precisdo dos tempos
de retencéo das 4 (quatro) aflatoxinas, comparando-se o resultado de amostras fortificadas com
0 padrédo de aflatoxinas e amostras de farinha de milho naturalmente contaminadas. Os

resultados podem ser visualizados na tabela 3 a seguir.

Tabela 3 — Tempos de retencdo das aflatoxinas (min) em amostras de farinha fortificada e

naturalmente contaminada

Amostra Fortificada Naturalmente Contaminada
Aflatoxinas _ )
Média DPR (%) Média DPR (%)
AFB:1 4.8 1,5 49 0,6
AFB> 8,9 0,1 9,0 2,1
AFG1 3,6 1,3 3,8 0,9
AFG: 6,0 1,3 6,2 1,6

DPR: Desvio padréo relativo

O tempo total da corrida foi de 12 minutos e a ordem de eluigéo das aflatoxinas por
conta da mudanca da polaridade apos a derivatizacdo foi a seguinte: AFG1, AFB1, AFG; e
AFB;. Vale ressaltar, que as AFG1 e AFB1 sdo os respectivos derivados hemiacetais que
usualmente na literatura cientifica tém sido reportadas com AFG2a e AFB2a. Na tabela 3 pode-
se observar que houve uma grande similaridade entre os tempos de retengdo da amostra
fortificada e naturalmente contaminada. Os tempos de retencdo apresentaram uma
repetibilidade aceitavel, para este nivel de concentragdo (1,0 pg.kg?), pois foi inferior a 30%
conforme do DOC-008 do INMETRO. Apesar da variabilidade do DPR entre a amostra
fortificada e naturalmente contaminada, ambas tiveram uma boa precisdo variando entre 0,1 a
1,5% para amostra fortificada e 0,6 a 2,1% para naturalmente contaminada. A figura 2 demostra
0s cromatogramas das amostras de farinha de milho fortificada com mix do padrdo de
aflatoxinas e a outra naturalmente contaminada. A analise dos cromatogramas permite avaliar

0 aspecto qualitativo da seletividade do método.



| 73

Figura 2 — Cromatogramas das aflatoxinas na farinha de milho: (a) amostra fortificada com

19,76 pg.kg! do mix de AFs e (b) amostra naturalmente contaminada.
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3.2.3 Linearidade

A linha de tendéncia obtida para as quatro aflatoxinas confirma o comportamento
linear da resposta do detector de fluorescéncia em fungédo da concentracdo do analito conforme
pode ser visto na figura 3. Assim, de acordo com RDC n°166 da ANVISA de 2017, o valor
aceito para o coeficiente de determinacéo (r?) deve ser igual a 0,99. Por outro lado, o INMETRO
através DOQ-CGCRE-008 de 2018, recomenda um valor acima de 0,90. As solugfes de
calibracdo foram preparadas seguindo a mesma metodologia para o preparo das amostras de
farinha de milho selecionadas. Em geral, os resultados obtidos neste estudo demostram que 0
método tem linearidade aceitavel de acordo com ANVISA, na qual o r>> 0,99 para todas as

aflatoxinas estudadas.
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Figura 3 — Curvas de calibracdo de padrdo mix de aflatoxinas (Gi1, B1, G, e B;) apds

derivatizagao.
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3.2.4 Limite de deteccéo (LD) e de quantificacdo (LQ)

Em geral 40% das amostras apresentaram os quatro tipos de aflatoxinas, porém abaixo
de LQ. Com o intuito de evitar a interferéncia dessa ocorréncia na determinacgdo do LD e LQ.
Para a determinacdo desses limites, foram realizadas injecdes de uma série de solucBes com
concentracdo conhecida de aflatoxina até que a razdo sinal/ruido (S/R) fosse de 3 para o calculo

do LD e de 10 para o calculo de LQ (ROCHA et al., 2023).

Tabela 4 — Determinacdo da sensibilidade do método através do método da razdo Sinal-Ruido

Parametros AFB1 AFB:? AFG1 AFG>
LD (ug.kg?) 0,25 0,0045 0,25 0,001
LQ (ug.kg™h) 0,83 0,015 0,83 0,004

3.3. Ocorréncia de aflatoxinas na farinha de milho

Os resultados das analises de aflatoxinas Bi, Bz, G1 e G2 e de aflatoxinas totais (AFT)
na farinha de milho oriundas de cinco fabricas codificadas de A a E revelaram que, do total de
30 amostras avaliadas, houve a quantificagéo de todas as aflatoxinas em 20% (n=6) de amostras.
Por outro lado, 23,3% (n=7) das amostras tiveram contaminacdo de pelo menos duas ou trés
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aflatoxinas. Nas amostras restantes 56,7% (n=17) ndo foi possivel quantificar as aflatoxinas,

pois o teor de contaminacao foi inferior ao limite estabelecido.

Tabela 5 — Ocorréncia de aflatoxinas (ug.kg™) nas amostras de farinha de milho coletadas em

cinco fabricas processadoras de farinha de milho no periodo de Janeiro a Marco de 2022

Amostras positivas (%) MédiazSD  Mediana Intervalo

AFB: 12 (40) 031+0,03 0,30 0,25-0,33
AFB; 12 (40) 021+0,02 0,21 0,02-0,24
AFG:1 13 (43) 0,3+0,02 0,31 0,27-0,36
AFG: 7(23) 0,07+006 0,05 0,01-0,12
AFT2 12 (40) 089008 0,87 0,55-1,05

AFT?= AFBi+ AFBz+ AFG+ AFG;

O teste de K-S para normalidade da distribuicdo, aponta que os dados ndo seguem uma
distribuicdo normal tanto para as AFT quanto para as AF individuais (p<0,001). Foi utilizado
o teste de Mann-Whitney U para verificar se houve diferenca nos teores de AFs de acordo com
0 momento da coleta das amostras. A probabilidade observada foi maior que 0,05, portanto ndo
houve diferenga nos teores de AFs de acordo com 0 momento de amostragem.

Em Mocgambique, a maioria dos trabalhos realizados sobre a ocorréncia de aflatoxinas
totais no milho e produtos a base de milho apresentaram percentuais de contaminacdo variaveis
de 18,0 a 87,0% e niveis menores que o LD a 687,0 pg.kg? (CASADEI, 1980; VAN
RENSBURG et al., 1985; WARTH et al., 2012; AUGUSTO et al., 2014). Neste presente
estudo, obteve-se um percentual de ocorréncia de aflatoxinas totais em 40% (n = 12) e com
teores variando de 0,55 a 1,05 pg.kg™. Entretanto, poucos foram estudos feitos em Mogambique
avaliaram individualmente as aflatoxinas, sendo que, Van Rensburg et al. (1985) nas suas
amostram (n=2.183 refei¢des) tiveram resultados de aflatoxinas totais com predominancia de
8,0% para AFB;, sequida por 2,8% de AFB2, 0,8% AFG: e 0,7% para AFG.. Resultados
diferentes foram achados por Nabwire et al. (2019), no qual houve contaminacdo em 100%
(n=338) das amostras por aflatoxinas totais, com maior predominancia de AFB1 (97,1%),
seguida da AFGy, posterior AFB; e finalmente a AFG..

Nesta presente pesquisa, houve a presenca AFG;1 43%, seguida de AFB1 e AFB> com
40% e por ultimo de AFG2 com 23% de contribuicdo em aflatoxinas totais. Porém, em termos

de valores médios de cada aflatoxina houve maior contaminacdo de AFB: com 0,31 pg.kg?,
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seguida de AFG: 0,3 pg.kg?, AFB; 0,21 ug.kg?t e por dltimo AFG, com 0,07 pg.kg™.
Resultados semelhantes foram achados por Van Rensburg et al. (1985) que em todas suas
amostras, a maior média de contaminagéo foi de AFB1 2,9 ug.kg? e a menor foi para AFG;
0,03 ug.kg™. Outros resultados parcialmente semelhantes foram achados em um estudo que
avaliou a presenca de aflatoxinas em 13 amostras de milho triturados, destas 46% AFB1, 46%
AFG1, 31% AFB:> e 31% AFG, (WARTH et al., 2012).

Estudos desenvolvidos em paises africanos relatam altos niveis medios de
contaminagéo por aflatoxinas no milho diferentemente dos achados nesta presente pesquisa.
Casadai (1890); Van Rensburg et al. (1985); Augusto et al. (2014); e Ware et al. (2017). Nestes
estudos, os teores médios de contaminacdo por aflatoxinas totais variaram de 3,25 a 183 pg.kg
! Resultados diferentes foram achados nesta pesquisa, em que o valor médio de contaminagio
para aflatoxinas totais foi de 0,8 pg.kg™ e estdo abaixo do limite maximo toleravel (10 pg.kg?)
para Mogambique. O mesmo foi evidenciado por Casadai (1890) e Van Rensburg et al. (1985)
que tiveram médias da contaminagdo abaixo do limite méximo toleravel em Mocambique.

Neste estudo, boa parte das amostras analisadas foi detectada concentracGes abaixo do
LD. Resultados semelhantes foram achados nos USA por Zhang et al. (2018) e no Brasil por
Mallman et al. (2020), ambos estudos avaliaram amostras de milho em que parte das amostras
as aflatoxinas ndo foram detectadas e, das amostras detectadas, tiveram concentragées de
aflatoxinas abaixo do LQ.

Estudos sugerem que o processamento dos alimentos pode reduzir os teores de
micotoxinas nos produtos processados. Portanto, existe uma reducao desta contaminag&o inicial
durante o processamento (SCUDAMORE et al., 2000). Assim, o processo de obtencdo da
farinha, entre outras etapas, envolve a reducdo do percentual de pelicula (casca) do grdo de
milho, este procedimento tem influéncia no grau de branqueamento do produto final. De acordo
com o Regulamento (EU) n° 165/2010, o arroz com casca contém frequentemente niveis de
AFs ligeiramente superiores aos teores maximos permitidos. Contudo, ap6s o branqueamento,
processo que retira a casca, os teores de AF no arroz branqueado situam-se geralmente abaixo
dos teores maximos (EC, 2010).

Quanto maior for a percentagem da pelicula de milho removido durante o seu
processamento, mais branca se torna a sua farinha. e tem influéncia direta no preco do mercado
da farinha. Assim, quanto mais branca for a farinha, maior € o prego de venda. O branqueamento
da farinha € um critéerio de qualidade deste derivado e isto, pode estar relacionado com os teores

baixos de aflatoxinas encontrados nesta pesquisa.
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No estudo realizado em Quénia por Nabwire et al. (2019), os autores compararam 0s
niveis de contaminacdo de aflatoxinas em amostras de farinha de milho e grédo de milho coletada
ambas na regido de Siaya, 0s autores constataram que houve mais contaminagdo por AFB;em
amostras de grdo de milho 66,6% (n=43), 82,0£51,9 (ug.kg™?) comparadas com a farinha de
milho 41,4% (n = 53), 47,4 +5,4 (ug.kg™).

Em outras pesquisas realizadas em outras regides da Africa, consideram o milho e
produtos a base de milho como sendo alimentos altamente susceptiveis a contaminagdo por
aflatoxinas (KILONZO et al., 2015; NABWIRE et al., 2019). Neste presente estudo, apesar de
haver maior detecgdo das aflatoxinas totais em algumas amostras, a contaminagéo ndo atingiu
o limite maximo toleravel de 10,0 ug.kg?. Porém, é importante que se realize avaliagOes de
exposicdo as aflatoxinas através do consumo da farinha de milho, uma vez que se trata de
alimento de primeira necessidade e que constitui 80% da dieta das populacdes residentes em
zona rurais de Mocambique.

3.4 Avaliacéo de risco

Os resultados de contaminacao apresentados no presente estudo demonstraram que as
concentragdes medianas da AFB1, foram inferiores ao LQ. Por este motivo, a avaliagéo de risco
foi realizada apenas para AFT. Os valores da MOE foram utilizados para estimar o risco
carcinogénico em dois cenarios: C1 para homens e C2 para as mulheres decorrentes da
exposi¢do as aflatoxinas pelo consumo da farinha de milho. De acordo com a Autoridade
Europeia de Seguranca Alimentar (EFSA), um valor para a MOE igual ou superior a 10.000
indica uma situacdo de risco negligenciavel ou de pouca preocupacdo com relacdo a salde
publica e o inverso representa uma preocupacdo (EFSA, 2020).

Os parametros utilizados para o calculo da ingestdo referentes a AFT para 0 consumo
de farinha de milho, por homens e mulheres estdo descritos na tabela 6 e da MOE representado
na figura 4. Os valores da MOE foram muitas vezes inferiores a 10.000, caracterizando um alto
risco em relacdo aos efeitos carcinogénicos das aflatoxinas na populacdo de Mocambique pelo
consumo de farinha de milho. No entanto, a estimativa de ingestéo diaria de aflatoxinas devido
ao consumo de farinha de milho demonstra que os homens (ED média = 0,001695 ug.kg™
pc/dia) apresentam menor risco carcinogénico decorrente da exposicao as aflatoxinas totais que
as mulheres (ED média = 0,001785 pg.kg? pc/dia). Isto se deve a diferenca de peso corporal

entre os dois sexos, 0 homem pesa 1,1 vezes mais que a mulher.
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Tabela 6 — Descricdo dos dados da ingestdo de aflatoxinas totais diarias para o consumo de

farinha de milho em Mogambique por sexo.

AFT pg.kg!  Ingestdo diaria PC (kg) PC (kg) ED (ng.kgl ED (ug.kg-
de farinha (kg) Homens Mulheres  PC) Homens 1PC) Mulheres

Média 0,89 0,116 59,2 56,2 0,00165 0,00173

AFT = (AFB1+ AFB+ AFG:+ AFGy);
ED = Estimativa de Ingestao;

Figura 4 — Descricdo das MOEs para aflatoxinas totais devido ao consumo da farinha de milho

para homens, mulhers e populacéo adulta geral de Mogcambique.
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As margens de exposi¢do para as aflatoxinas devido ao consumo médio de farinha de
milho estao demonstrados na Figura 4, onde o valores da MOEs foram 243, 231 e 237 para
homens, mulheres e populagéo geral adulta de Mogambique, respectivamente. A MOE para
populacao geral foi determinada com base na estimativa de ingestao diaria média e tambem o
peso médio dos individuos adultos anteriormente apresentados. Os valores das MOEs foram
muitas vezes inferiores a 10.000, valor de corte para risco negligenciavel, cerca de 41x para 0s
homens e 43x para mulheres. Assim, o resultado da MOE sugere que a populacdo de
Mogambique possui um risco elevadissimo de efeito carcinogénico devido a exposicdo as
aflatoxinas, o qual esta associado ao alto consumo da farinha de milho, onde conforme dados

disponiveis na literatura, o consumo médio da farinha de milho na populacdo adulta de
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Mocambique foi estimado em 116 g/per capita/dia. Apesar dos teores detectados serem baixos,
ou seja, abaixo do LMT (10 pk.kg™l) em Mocambique, assim como quando comparado com o
padrdo da Unio Europeia (4 uk.kg?) (FAO 2003; UE 2021). A determinagio da MOE muitas
vezes inferior a 10.000 pode ser consequéncia do consumo diario da farinha de milho pela
populagdo mogambicana que é muito elevado, dado ser uma dieta com muita pouca diversidade.

Estudos realizados na Africa relataram que consumo diario elevado de alimentos
contaminados com aflatoxinas, mesmo em concentracdes abaixo dos limites aceitaveis, nao
garante a seguranga alimentar e aumentam consideravelmente a exposicdo a esses
contaminantes, promovendo assim a situa¢fes de risco probleméticas (TFNC, 1997;
SHEPHARD, 2008).

Estudos realizados em Gana, e outro na Gambia avaliaram a exposicéo as aflatoxinas
associado ao consumo de um alimento a base de milho fermentado, e sorgo respectivamente,
para 0s autores, 0 consumo excessivo (1000 g/dia) de um Unico alimento contaminado leva a
exposicOes extremamente altas a micotoxinas. No estudo realizado na Gambia teve obteve
estimativa de exposicdo de 1,4 ng/kg de peso corporal/dia e a MOE de 621,4 representando
assim risco carcinogénico elevadissimo devido ao consumo de sorgo pela populagédo gambiense
(JESPERSEN et al., 1994; SHEPHARD, 2008). Outros estudos concluem que a exposicao as
micotoxinas € um problema de salude publica e medidas de prevencdo devem ser adotadas
(OKARU et al., 2021; ADEYEYE; IDOWU-ADEBAYO, 2021; ROCHA et al., 2023).

4. Conclusoes

Os resultados sugerem que apesar de terem sido detectadas concentracGes baixas de
aflatoxinas nas amostras analisadas, o consumo da farinha de milho em Mocgambique representa
um risco carcinogénico elevadissimo da exposicdo as aflatoxinas. Assim é fundamental o
desenvolvimento de mais estudos relacionados com o tema, bem como, na prevengéo e no
controle de possiveis contaminacGes de AFs ao longo da cadeia alimentar. Além disso, é
necessario proceder a constante implementacdo de boas praticas agricolas e de fabrico, bem
como, melhores condicGes de secagem, transporte, armazenamento e controle rigoroso dos
locais de armazenamento dos géneros alimenticios.

E extremamente importante que se realize analise objetiva dos pontos criticos em todas
as etapas da cadeia alimentar, ou seja, desde 0 campo até a mesa, com o objetivo de minimizar
a exposicdo humana as AFs. Além do mais, Mogambique ndo possui uma legislacdo que
estabelece limites maximos de tais contaminantes permitidos na farinha de milho, o limite

méaximo permitido utilizado no presente estudo é referente ao estabelecido para grao de milho
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e amendoim. Assim espera-se que os resultados obtidos neste trabalho possam contribuir para

a base no desenvolvimento de outras pesquisas, e conscientizacdo das autoridades

mocambicanas durante o processo de formulacdo dos limites méximos tolerados para

aflatoxinas totais em particular AFB;: na farinha de milho e em outros alimentos considerados

de necessidade béasica em Mogambiqgue e nos demais paises da Africa.

Perpectivas para os agricultores:

v

v

Extremamente importante a implementacdo cuidadosa das boas praticas agricolas em
toda cadeia produtiva ndo s6 do milho, mas também de todos alimentos agricolas;

Aos produtores da farinha de milho, garantir boa condicdes transporte dos gréos, de
armazenamento e do fabrico da farinha de milho;

Aprovacdo pelas autoridades mogcambicanas de uma legislacdo que obrigue as fabricas
processadoras principalmente de alimentos para implementacdo do Sistema Anélise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (HACCP), de modo a garantir melhor qualidade
dos alimentos disponibilizados no mercado;

Necessario o desenvolvimento de estudos para avaliar a estimativa média de ingestdo
diaria do milho e seus derivados per capita na populacdo adulta e infantil de
Mocambique;

Para comunidade académica e demais pesquisadores, é necessario o desenvolvimento
de mais estudos desta natureza com o mesmo tipo de técnica analitica de modo que se
possa produzir mais evidéncias cientificas irrefutaveis que possam ser utilizadas pelas
autorizades para 0 menejo e controle das aflatoxinas em cereais, mas tambem que
possam servir de base para as autoridades de salde nas suas atividades de intervencao

comunitaria.

LimitacGes do estudo:

v

Falta de dados na literatura referente a ingestdo diaria média em grama per capita de
milho e seus derivados para populacdo infantil de Mocambique, impossibilitou a
avaliagdo de risco carcinogénico nesta populagdo que é considerada bastante vulneral
uma vez que a ingestao desses alimentos neste publico inicia geralmente entre os 4 a 5
meses de idade;

Falta de padrdes de micotoxinas para deteccdo de outras micotoxinas possiveis de serem

encontradas no milho.
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