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RESUMO

Micotoxinas sdo metabolitos secundarios toxicos produzidos por uma
variedade de fungos filamentosos de diferentes linhagens. O fungo
Aspergillus é responsavel por produzir as aflatoxinas Bi, B2, G1 e G2. A
aflatoxina By (AFB1) é considerada a micotoxina de maior toxicidade e
com maior poder carcinogénico natural dentre as micotoxinas
classificada como “Grupo 1” pela International Agency for Research on
Cancer. As constantes contaminagdes de ragbes comerciais por
micotoxinas ocasionam a exposi¢do cronica de animais de corte a estas
toxinas que afetam significativamente a rentabilidade de sua produg&o,
bem como causa contaminacfes indiretas aos seres humanos. Nesse
sentido, métodos para a desintoxicacdo de alimentos contaminados com
AFB; em larga escala, praticos e econémicos sdo atualmente de grande
interesse. Entre as abordagens mais promissoras e praticas na reducéo
das aflatoxicose esta a adicdo de materiais adsorventes nao nutritivos
aos alimentos contaminados destinados & racdo animal, como por
exemplo argilas bentoniticas (montmorilonita) naturais ou ativadas
(tratadas quimicamente). O processo de liofilizacdo é eficiente em
caracteristicas como contracdo do produto, perda de voléteis,
decomposicdo térmica, agdes enzimaticas e desnaturacdo de proteinas,
se comparado com outros meios de desidratacdo, ou seja, mantém a
integridade do produto. Neste trabalho objetivou-se liofilizar em
diferentes pardmetros de congelamento uma amostra de bentonita e
aplica-la para adsorcdo de AFB;. Aplicaram-se metodologias estatisticas
a fim de identificar o melhor pardmetro de congelamento para a amostra
liofilizada na adsorcdo de AFB; e seu comportamento e possiveis
alteracdes foram avaliados antes e ap6s 0 processo de liofilizacdo, por
fluorescéncia de raios X (FRX), andlise elementar (CHNS),
difratometria de raios X (DRX), analises térmicas de ATD+TG com
espectrometria de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
acoplado, area superficial e nimero de poros por (BET), teor de
umidade, inchamento, capacidade de troca catidnica (CTC) e adsorcdo
de AFB4, aplicando-se 0,5% da amostra como AAM para suco gastrico
e suco intestinal pelo método imunoenzimatico Elisa e por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Observou-se uma
reducdo no teor de umidade de 46%, reducdo de 47% de sua area
superficial e 7,12 % de sua porosidade total em comparacdo ao padréo,
bem como também uma alteracdo estrutural em seu espagamento basal
que reduziu 7,34%. No entanto quanto a sua capacidade de adsorcdo
para AFB; foi observado um aumento de 4% para suco intestinal em pH



6,0 pelo método Elisa sendo que nos ensaios de HPLC foi obtida quase
100% de adsorcdo para pH 3,0 (99,96%) e pH 6,0 (99,94%), sendo
considerados valores promissores para aplicagdo como AAM em
ensaios in vitro.

Palavras-chave: Micotoxina, Aflatoxina Bi, Adsorcdo, Bentonita,
Liofilizacdo.



ABSTRACT

Mycotoxins are toxic secondary metabolites produced by a variety of
filamentous fungi of different strains. The Aspergillus fungus is
responsible for producing the aflatoxins By, B2, G1 and G». Aflatoxin B;
(AFBy) is considered the most toxic mycotoxin with the highest natural
carcinogenic potential among the mycotoxins classified as "Group 1" by
the International Agency for Research on Cancer. Due to constant
contamination of commercial feed by mycotoxins there is chronic
exposure of animals to these toxins that significantly affect the
profitability of their production, as well as causes indirect
contaminations to humans. Methods for detoxification Foods
contaminated with. Large-scale, practical and economical AFB; are
currently of great interest. Among the most promising and practical
approaches to reducing aflatoxicosis is the addition of non-nutritive
adsorbent materials to contaminated food intended for animal feed, such
as natural or activated (chemically treated) bentonitic (montmorillinite)
clays. The freeze-drying process is efficient in characteristics such as
product contraction, loss of volatiles, thermal decomposition, enzymatic
actions and protein denaturation, when compared with other means of
dehydration, that is, it maintains the integrity of the product. In this
work the aim was to freeze a sample of bentonite in different freezing
parameters and apply it to adsorption of AFB;. Statistical methodologies
were applied to identify the best freezing parameter for the lyophilized
sample in the adsorption of AFB; and its behavior and possible
alterations were evaluated before and after the lyophilization process, by
X-ray fluorescence (FRX), elemental analysis ( CHNS), X-ray
diffractometry (XRD), thermal analysis of ATD + TG with coupled
Fourier Transform Infrared Spectrometry (FTIR), surface area and
number of pores per BET, moisture content, swelling, cation
exchangeability (CTC) and AFB: adsorption, applying 0.5% of the
sample as AAM to gastric juice and intestinal juice by the Elisa enzyme-
linked immunosorbent assay and by high-performance liquid
chromatography (HPLC). A 46% reduction in moisture content, 47%
reduction in surface area and 7.12% in total porosity compared to the
standard was observed, as well as a structural change in basal spacing
that reduced 7.34 %. However, as for its adsorption capacity for AFB;, a
4% increase in intestinal juice at pH 6.0 was observed by the Elisa
method, and in the HPLC assays were almost 100% of adsorption at pH
3.0 (99.96%). and pH 6.0 (99.94%), being considered promising values
for application as AAM obtained in vitro assays.



Keywords: Mycotoxin, Aflatoxin Bz, Adsorption, Bentonite,
Lyophilization.
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1 INTRODUCAO

Na dieta de seres humanos e animais, 0S cereais Se encontram
dentre 0s seus principais constituintes. Responsaveis por manter uma
boa salde, eles fornecem os nutrientes essenciais, como carboidratos,
proteinas, gorduras, importantes minerais, vitaminas e micronutrientes
(ALIM et al., 2018).

Cerca de dois bilhdes de toneladas de cereais sdo produzidas
anualmente, sendo o trigo o responsavel pela principal safra estratégica
do mundo, com uma producdo global de 729 milhdes de toneladas no
ano de 2014. Na sequéncia, encontram-se o milho e o arroz, que so 0s
cereais com a maior incidéncia de contaminagdo por micotoxinas
(STANCIU et al., 2017). A contaminacdo dos alimentos por
micotoxinas € um problema de salde publica e gera grande impacto
econdmico, sendo responsavel pela perda substancial na qualidade dos
produtos, tornando-os improprios para o consumo (PATRIARCA;
FERNANDEZ PINTO, 2017).

A infeccdo por fungos e a produgdo de micotoxinas pelos cereais
ocorre devido a composicao desses alimentos, que € majoritariamente de
substancias organicas, e pode ocorrer durante as fases de crescimento,
colheita e armazenamento dos produtos agricolas. Grande parte das
micotoxinas apresenta estabilidade quimica significativa, que lhe
permite permanecer nos alimentos mesmo apés a remogdo dos fungos
através de processos industriais de producdo e embalagem a nivel
doméstico.  Aflatoxinas,  fumonisinas,  zearalenona  (ZEA),
desoxinivalenol e ocratoxina A sdo micotoxinas que trazem grandes
riscos & alimentagdo e a saude humana (AL-TAHER et al., 2017;
KHARAYAT; SINGH, 2018). Entretanto, embora possa trazer prejuizos
a saude animal, toneladas de racdo sdo produzidas com cereais de
entrada contaminados e, em seu processamento (fermentagdo e
peletizagdo), dificilmente as concentracdes de micotoxinas, por sua
estabilidade, sdo reduzidas (ZACHARIASOVA et al., 2014).

Quando a ragdo contaminada é fornecida aos animais, tem-se a
possibilidade de contaminacdo direta, como a micotoxicose no animal, e
a contaminacdo indireta dos seres humanos através do leite, ovos e até
mesmo da carne. Portanto, é necessario prevenir a contaminacgao desses
alimentos (ZACHARIASOVA et al., 2014).

Em paises onde ha predominancia de clima Gmido e quente, essas
medidas se tornam muito dificeis e sdo complementadas pela
desintoxicacdo, caminho esse que, apesar de novo, mostra resultados
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favoraveis na protecdo dos animais contra as toxinas fungicas
(PATRIARCA; FERNANDEZ PINTO, 2017).

O uso de aditivos antimicotoxinas é uma alternativa para solucao
desse problema. Em 2009, a Unido Européia (386/2009 / EC) aprovou 0
uso de agentes desintoxicantes de micotoxinas como aditivos
alimentares para prevenir micotoxicoses em animais criados em
fazendas. Eles sdo incluidos na dieta dos animais como medida
corretiva, reduzindo a absor¢do gastrointestinal das micotoxinas. Vale
ressaltar que o uso de tais produtos ndo libera a utilizacdo de alimentos
gue ultrapassem os limites permitidos de micotoxinas em racdes (VILA-
DONAT et al., 2018). Dependendo do seu modo de agdo, os aditivos
atuam ligando as micotoxinas a sua superficie (adsor¢do) ou
degradando-as e/ou transformando-as em metabolitos menos tdxicos
(biotransformacéo). Assim, definem-se pelo menos duas categorias
principais: agentes adsorventes e agentes de biotransformacgédo (VILA-
DONAT et al., 2018).

Dentre os aditivos antimicotoxinas, destacam-se as bentonitas,
gue apresentam a caracteristica de adsorver micotoxinas especificas.
Elas sdo relativamente baratas e inertes a niveis nutricionais, o que as
tornam um suplemento alimentar atrativo (ROSSI et al., 2010). Neste
contexto, melhorar as caracteristicas de adsorcdo das bentonitas é uma
alternativa de grande interesse para industria agropecuaria, a fim de
diminuir as perdas nas criagbes de animais de corte.

O presente trabalho teve como objetivo potencializar a agéo
adsorvente de bentonitas sédicas aplicando-se a técnica de liofilizacdo
com o intuito de melhorar as suas caracteristicas estruturais e a
potencializacdo de seu poder de sor¢do para micotoxinas (Aflatoxina
B1). Embora a liofilizacdo seja um processo de alto custo, sua utilizagdo
¢ justificada no objetivo de promover melhorias na capacidade de
adsorcdo de micotoxinas, vislumbrando a aplicagdo da bentonita como
aditivo antimicotoxinas em racGes animais.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de
remocdo da micotoxina “aflatoxina Bi” por uma argila bentonitica
liofilizada.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudar a influéncia dos parametros tempo de congelamento,
temperatura de congelamento e massa de argila bentonitica no
processo de liofilizag&o;

e Identificar as principais caracteristicas fisico-quimicas das
argilas bentoniticas antes e apds o processo de liofilizacdo;

e Auvaliar a capacidade de remogdo da micotoxina “aflatoxina B1”
pela argila liofilizada in vitro em sistemas que simulam o trato
gastrointestinal  dos  animais através do  método
imunoenzimdtico (ELISA) e por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 MICOTOXINAS

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios toxicos produzidos
por uma variedade de fungos filamentosos de diferentes linhagens,
sendo os principais géneros Aspergillus, Fusarium, Penicillium,
Claviceps e Alternaria. Alguns desses metabdlitos secundarios, que séo
compostos ndo essenciais para o crescimento vegetativo em cultivo puro
(WATKINSON, 2016), sdo explorados por sua atividade como
antibidticos utilizados em farmacos e outros estdo envolvidos em
doencas, no contato dos fungos com plantas e animais (LOPES, 2011).
Os fungos filamentosos (bolores) sdo 0s principais responsaveis pela
producdo de micotoxinas (MONEY, 2016) e os principais contribuintes
na contaminacdo de cadeias nas culturas alimentares (Figura 1), desde o
plantio, colheita, estocagem até o transporte (AL-TAHER et al., 2017;
LUO; LIU; LI, 2018).

Figura 1 - Etapas de contaminagéo por micotoxinas em alimentos.
Etapas propicias a contaminagio.

Receptores do contaminante.

G

Fonte: Adaptado de VALMORBIDA (2016).

A palavra micotoxina é derivada do grego “Mikes”, que significa
fungo e do latim “Toxicum”, que significa veneno ou toxina, e 0 termo
micotoxina possui o significado de fungo venenoso ou tdxico
(BULLERMAN, 1979; SCUSSEL, 1998). Historicamente, as
micotoxinas vém sendo responsaveis por grandes epidemias, afetando
tanto humanos como animais. Apesar de existirem excelentes estudos
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sobre doengas causadas por fungos em alimentos e ra¢gdes na primeira
metade do século XX, o entendimento das micotoxinas e seus efeitos a
salde humana e animal vieram apenas recentemente. O termo
micotoxicose foi usado pela primeira vez em 1952, a fim de identificar
doencas resultantes do crescimento de fungos em alimentos e racGes
(PITT, 2014). A Tabela 1 apresenta uma versdo geral das mais
importantes micotoxinas, bem como seus efeitos nos animais e seres
humanos (PITT, 2014; SANTURIO, 2000; SCUSSEL, 2008).

Tabela 1 - Principais micotoxinas com seus respectivos fungos
produtores, substratos e efeitos no homem e nos animais.

Principais
substancias

Principais fungos
produtores

Principal toxina

Efeitos

Amendoim e milho.

Trigo, aveia,
cevada, milho e
arroz.

Centeio e graos em
geral.

Milho

Cevada, café e
vinho.

Milho, cevada,
aveia, trigo e
centeio.

Cereais

Aspergillus flavus e
Aspergillus
parasiticus

Penicillium citrinum

Claviceps purpurea

Fusarium
verticillioides

Aspergillus
ochraceus e
Aspergillus
griseofulvum

Fusarium sp,

Myrothecium sp,
Stachybotrys sp e
Trichothecium sp

Fusarium
graminearum

Aflatoxina B1

Citrina

Ergotamina

Fumonisinas

Patulina

Tricocenos: T2,
neosolaniol,
fusanona X,
nivalenol,
deoxivalenol.

Zearalenona

Hepatotoxica,
neufrotoxica e
cancinogeénica.

Nefrotdxica para
suinos.

Gangrena de
extremidades ou
convulsoes.

Cancer de es6fago.

Toxicidade
vagamente
estabelecida

Hemorragias,
vomitos e
dermatites.

Baixa toxicidade,
sindrome de
masculinizagdo e
feminizacdo em
suinos.

Fonte: Fani, 2009.
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Aparentemente, as micotoxinas ndo possuem significado
bioguimico sobre o crescimento de fungos e podem ser produzidas para
proporcionar um sistema de defesa contra insetos, microrganismos,
animais e seres humanos. Normalmente, sdo formadas numa parte
intermediaria que se localiza ao final da fase exponencial € inicio da fase
estacionaria do crescimento fungico, estando associadas a fase de
diferenciacdo e esporulagdo (Figura 2) (CASTILLO, 2007).

Figura 2 - Fases do crescimento fingico e localizagdo da sintese de
micotoxinas.

Sintese de micotoxinas

Biomassa

| J \ J L J

T T T
Fase Lag Fase Exponencial Fase Estacionaria

Tempo

Fonte: Adaptado de CASTILLO (2007).

Mais de 100 fungos toxigénicos sdo conhecidos e cerca de 300
destes compostos sdo identificados como micotoxinas. No entanto, ndo
ha estimativa da quantidade de pessoas afetadas por micotoxicoses,
visto que pode haver casos ndo relatados (LUO; LI1U; LI, 2018).

O coletivo de enfermidades conhecidas como micotoxicoses
ocorre quando ha ingestdo de alimentos contaminados por toxinas,
caracterizadas por serem sindromes difusas, que podem desencadear
desde uma doenca aguda a doencas cronicas. Possuem afinidades por
determinados 6rgdos dependendo do tipo de toxina, sendo estes figado,
rins, tecido epitelial e sistema nervoso central. Podem levar a uma morte
rapida ou lenta com a formacdo de tumores (cancer). Os sintomas e a
gravidade da micotoxicose dependem de alguns fatores como a toxidade
da micotoxina, quantidade (ingerida ou inalada), duracdo, via de
exposicdo, sexo, idade, estado de salde e estado nutricional do
individuo exposto.
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E possivel também a contaminagdo com mais de uma micotoxina,
0 que potencializa os efeitos das micotoxicoses no organismo atingido.
No Brasil, as micotoxinas que frequentemente ocorrem e trazem maior
risco sdo as aflatoxinas e as fumonisinas (SCUSSEL, 2008; VILA-
DONAT et al., 2018).

Micotoxinas se desenvolvem principalmente em grdos como
amendoim, pistache, nozes, castanha, sementes de algoddo, milho, trigo,
soja, arroz, feijdo, cacau, sorgo, centeio, café e cevada. No entanto
também podem ser encontradas em frutas secas, chds e pimentas
(DINIZ, 2002; KAMALA; KUMAR, 2018).

A contaminagdo na cadeia alimentar humana e animal pode
ocorrer de forma direta e indireta. A contaminagdo indireta dos
alimentos ocorre quando um dos ingredientes foi previamente
contaminado por determinado género de fungo toxigénico. Ainda que
ocorra eliminacdo do fungo no processamento, as micotoxinas
apresentam estabilidade quimica, permanecendo, assim, no produto
final. J4 a contaminagdo direta ocorre quando o alimento ou racéo é
contaminado por um fungo toxigénico, que em condicBes favoraveis
produz a micotoxina e contamina os produtos (SHI et al., 2018).

As micotoxinas sdo responsaveis por perdas de milhGes de
délares anuais, afetando a satide publica e a agroeconomia (LEITAO et
al., 2017). Os impactos econdmicos oriundos da contaminagdo por
micotoxinas estdo diretamente ligados a baixa produtividade no campo,
reducdo da produgdo animal, que reflete em grandes prejuizos para
paises que exportam produtos agricolas, principalmente paises em
desenvolvimento, afetando, por fim, a salide humana desestabilizando a
seguranca alimentar (SOUZA, 2014)

3.1.1 Fatores que Favorecem o Crescimento das Micotoxinas

Ha uma série de fatores que influenciam o inicio do processo de
producdo das micotoxinas. Dentre eles, destaca-se a predisposicdo do
substrato a colonizacéo pelo fungo produtor da toxina, o que demonstra
porque determinados fungos crescem melhor em determinados
substratos (SANTOS et al., 2016). E importante salientar que a presenca
do fungo toxigénico nos substratos ndo necessariamente confirma que
exista a producdo de micotoxinas, pois a producdo desta substancia esta
ligada a capacidade de biossintese do fungo, bem como as condicdes
ambientes com variagdo nas temperaturas diurnas e noturnas (PINTO,
2001).
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Dentre os fatores que influenciam a producdo de micotoxinas
existem os fatores fisicos e biolégicos. Destacam-se nos fisicos a
temperatura ambiente, umidade, atividade de agua (Aw) pH, umidade
relativa do ar durante o processo de estocagem, aeracdo, danos
mecanicos no processo de carga e descarga dos produtos, bem como o
tempo de estocagem. Os fatores fisicos estdo diretamente ligados a
alimentacdo dos fungos com a presencga de macro e micronutrientes.

Os fatores biolégicos estdo ligados a capacidade genética do
fungo em produzir essas micotoxinas. Destacando-se a quantidade de
esporos, a interacdo com outros tipos de fungos no mesmo substrato, a
interacdo entre as micotoxinas geradas e a presenca de parasitas como
insetos, roedores e acaros (CIEGLER, 1978; WAWRZYNIAK;
WASKIEWICZ; RYNIECKI, 2018).

Dos fatores fisicos e biologicos descritos acima destacam-se com
maior grau de importancia a temperatura, umidade, AW, o tipo de fungo
contaminante bem como sua interagio microbiana (SCUSSEL, 1998). E
importante salientar que a Aw se trata da quantia de agua que esta livre
no sistema, ou seja, ndo estd ligada de nenhuma forma (fisica ou
guimica) a substancia e, portanto, esta totalmente disponivel ao
metabolismo do fungo. Assim, o crescimento dos fungos esta
diretamente relacionado com a Aw presente no alimento. Na Figura 3 é
possivel observar as condi¢cGes de Aw e as temperaturas ideais para o
desenvolvimento de algumas espécies de fungos geradores de
micotoxinas (SOUZA, 2014).
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Figura 3 - Condicbes de atividade de agua e temperatura para
desenvolvimento dos fungos.
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Fonte: Souza, (2014).

Para climas tropicais, como no Brasil, esta gama de fatores
influencia diretamente. Isso dificulta o controle na fase de prevencdo,
pois 0s regimes pluviométricos ndo facilitam os processos de secagem
dos grdos, principalmente do milho. Sendo assim, o Brasil apresenta
condi¢Bes ambientais excelentes para 0 crescimento das micotoxinas,
como as aflatoxinas, contaminantes rotineiros das culturas no Brasil e
em paises que apresentam clima semelhante ou igual (VALMORBIDA,
2016).

Embora os tratamentos aplicados na etapa de processamento
(moagem, tratamento térmico para retirada de umidade) tentem a
minimizar os niveis de micotoxinas, eles ndo sdo capazes de elimina-las
por completo (AL-TAHER et al., 2017).

3.2 PRINCIPAIS MICOTOXINAS

Mais de 400 micotoxinas ja foram relatadas na literatura, porém
apenas alguns grupos no ponto de vista da seguranca sdo considerados
importantes (SHI et al., 2018). As mais significativas, que possuem
propriedades toxicas acentuadas e que sdo largamente distribuidas nos
alimentos sdo as aflatoxinas, os tricotecenos, as fumonisinas, a
zearalenona, a ocratoxina A, os alcaloides do espordo de centeio e a
patulina (RAIOLA et al., 2015).

Além das principais micotoxinas relatadas, vale salientar as
toxinas do género Stachybotrys e Alternaria. S&o fortes candidatas para
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a inclusdo na lista das principais micotoxinas, por ser identificadas em
contaminagBes que prejudicam a qualidade do ar, podendo chegar ao
organismo por inalagdo (CAST, 2003). No processo de armazenagem e
secagem, as principais micotoxinas encontradas estdo associadas a um
grupo de espécies de fungos: Fusarium, Aspergillus, Penicillium e
Claviceps (SMITH et al., 2016).

3.2.1 Aflatoxinas

As aflatoxinas (AFs) so as micotoxinas mais conhecidas e
estudadas e foram as primeiras a serem isoladas no inicio dos anos 1960.
O nome “aflatoxina” possui origem da combinagdo de trés palavras “a”
de Aspergillus, “fla” da espécie flavus e toxina que significa veneno
(BOSCO; MOLLEA, 2012).

Por um tempo julgou-se que Aspergillus flavus fosse o Unico
fungo capaz de produzir a aflatoxina, mas sabe-se, atualmente, que
existem outras espécies de Aspergillus e mesmo outros géneros
produtores desta toxina, tais como: Aspergillus parasiticus
(predominante nos paises tropicais), A. niger, A. oryzae, A. wentii, A.
ostianum, A. fumigatus e A. frenesii. Do género Penicillium tem-se o P.
puberulum, P. citrinum, P. variable e P. frequentans (SCUSSEL, 1998).

Quatro sdo os principais tipos de aflatoxinas produzidas (Figura
4): aflatoxina B1 (AFB,), aflatoxina B, (AFB>), aflatoxina Gi1 (AFG3) e
aflatoxina G, (AFG). Estas sdo classificadas com base em sua
fluorescéncia sob a luz ultravioleta e na sua mobilidade durante a
realizacdo do ensaio de cromatografia de camada delgada (IARC, 2012)
Sdo produzidas principalmente por A. flavus e A. parasiticus, que
produzem apenas aflatoxinas tipo B, enguanto A. nomius e A.
parasiticus produzem as toxinas do tipo B e G (BOSCO; MOLLEA,
2012; JAMES; ZIKANKUBA, 2018).
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Figura 4 - Principais aflatoxinas e metabolitos.

Al

Fonte: BOSCO E MOLLEA (2012).

Por conta de sua estrutura, as aflatoxinas sdo quimicamente
classificadas como bisfuranocumarinas (Figura 4), possuem relativa
estabilidade ao calor, sendo inativadas apenas em temperaturas acima de
250 °C e possuem alta solubilidade em agua, sendo insollveis em
solventes ndo polares e bastante sollveis em solventes de polaridade
moderada como cloroférmio, metanol e dimetilsulfoxido. Apresentam
relativa instabilidade como substancias puras a luz e ao ar. Em
condi¢des normais de cozimento ndo sdo destruidas, porém em
tratamentos fortemente alcalinos com amonia e hipoclorito sdo
eliminadas (BUTLER, 1973; DIAZ, 2005).

A AFB; ¢ considerada a micotoxina de maior toxicidade e com
maior poder carcinogénico natural dentre as micotoxinas classificada
como “Grupo 1” pela International Agency for Research on Cancer
(IARC), seguida pela AFG1, AFB2 e AFG2 (JAMES; ZIKANKUBA,
2018; SHI et al., 2018). Na natureza, a AFB1 ocorre principalmente em
alguns produtos alimentares como amendoim, milho, arroz, soja, leite e
6leos (DAl et al., 2017).

Por possuirem componentes lipofilicos, as aflatoxinas apresentam
uma facilidade em serem absorvidas pelo trato gastrointestinal
(MOSTROM; JACOBSEN, 2011). Ao passar pela circulacdo porta-
hepético, a aflatoxina Bi pode ligar-se reversivelmente a albumina,
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liberando-se da circulacdo para os tecidos, mas ndo sendo acumulada
nos mesmos. No entanto repetidas exposi¢des a micotoxina podem
produzir efeitos téxicos. A aflatoxina pode ser eliminada por meio da
bile, fezes, urina, no leite e em ovos. Na maioria das espécies animais a
toxina é totalmente eliminada 24 horas apds a exposi¢do (POZZO,
2015). E importante salientar que criangas e animais jovens absorvem
aflatoxinas de forma mais eficiente que animais e seres humanos adultos
(RAIOLA et al., 2015).

Além da hepatotoxicidade da AFB; mencionada acima, outras
reacOes adversas causam efeitos em varios 6rgaos, incluindo os rins
(ABDEL-HAFIZ; HORWITZ, 2015), coracao (AMEEN
ABDULMAJEED, 2011), epididimio (AGNES; AKBARSHA, 2001),
testiculos (FAISAL et al, 2008), cérebro (BAHEY; ELAZIZ;
GADALLA, 2015) e ovarios (IBEH; SAXENA; URAIH, 2000) foram
relatados.

N&o h& uma dose letal de aflatoxinas estabelecidas para humanos.
Porém, casos de envenenamentos por esta toxina vém sendo relatados na
literatura em alguns paises como Unganda, Taiwan, Tailandia, india e
Quénia (SCUSSEL, 1998).

3.3 LEGISLAGCAO PARA MICOTOXINAS

No Brasil, os alimentos comercializados devem respeitar 0s
limites maximos para a presenca de micotoxinas determinados pela
resolucdo RDC 07/2011 da ANVISA, que estabelece os limites
méximos para aflatoxinas (Bi, B2, Gi, G2 e Mi), ocratoxina A,
deoxinivalenol, fumonisinas (B: e Bj) e zearalenona em alimentos
prontos para consumo ou matérias-primas (Tabela 2). A legislacdo
estabelece limites em 14 categorias de alimentos, como leite e produtos
lacteos, sucos de macé e uva, café torrado (moido ou em gréo) e sollvel,
entre outros conforme apresentado no anexo A.

E importante salientar que o descumprimento da RDC 07/2011 é
considerado uma infragdo sanitaria, ou seja, se ao longo da
implementacdo da norma forem identificadas irregularidades, o0s
produtores ou empresas podem receber san¢Ges que variam desde
notificagdes a multas de R$ 1,5 milhdo (ANVISA, 2011).

Tabela 2 - Limites maximos estabelecidos pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), para Aflatoxinas.
(continua)
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Micotoxinas Alimentos LMT
(ng/kg)

Leite fluido 05

Aflatoxina M, Leite em p6 5
Queijos 2,5
Cereais e produtos de cereais, exceto
milho e derivados, incluida cevada 5
malteada
Feijdo 5
Castanhas exceto Castanhas-do-Brasil,
incluindo nozes, pistachios, avelds e 10
améndoas
Frutas desidratadas e secas 10
Castanha-do-Brasil com casca para 20

. consumo direto

Aflatoxina By, B, -

G eG Castanha—d_o-BrasH sem casca para 10

1 2
consumo direto
Castanha-do-Brasil sem casca para 15
processamento posterior
Alimentos a base de cereais para
alimentacgdo infantil (lactentes e criangas 1
de primeira infancia)
Férmulas infantis para lactentes e
férmulas infantis de seguimento para 1
lactentes e criangas de primeira infancia
Améndoas e cacau 10

Tabela 2 - Limites maximos estabelecidos pela Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria (ANVISA), para Aflatoxinas.

(concluséo)

Aflatoxina By, B,
Gl e Gz

Produtos de cacau e chocolate

5

Especiarias: Capsicum spp. (o fruto seco,
inteiro ou triturado, incluindo pimentas,
pimenta em p6, pimenta de caiena e
pimentdo-doce); Piper spp. (o fruto,
incluindo a pimenta branca e a pimenta
preta); Myristica fragrans (noz-moscada);
Zingiber officinale (gengibre); Curcuma
longa (ctrcuma).

Misturas de especiarias que contenham
uma ou mais das especiarias acima
indicadas

20

Amendoim (com casca), (descascado, cru

20
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ou tostado), pasta de amendoim ou
manteiga de amendoim

Milho, milho em grdo (inteiro, partido,
amassado, moido), farinhas ou sémolas 20
de milho.

Fonte: Anvisa, 2011.

E importante ressaltar que existe uma diferenca significativa nas
concentracBes autorizadas para diferentes paises, conforme o anexo B
(LAMIC, [s.d.]).

3.4  ADITIVOS ANTIMICOTOXINAS

Os aditivos antimicotoxinas (AAM) sdo substancias adicionadas
as dietas a fim de reduzir a absorcdo de micotoxinas no trato
gastrointestinal e impedir a sua distribuicdo pelo sangue e ataques a
orgdos alvos, evitando e reduzindo as micotoxicoses (WANG et al.,
2018a).

O uso dos métodos disponiveis para a desintoxicacdo de produtos
agricolas ja contaminados com micotoxinas € restrito devido a
problemas associados as questdes de seguranga, possiveis perdas na
gualidade nutricional e palatabilidade dos produtos tratados, juntamente
com eficacia limitada e suas implicacdes de custo (ALBERTS et al.,
2017; WANG et al., 2018a). Uma alternativa atraente para reduzir a
exposicdo dos animais as micotoxinas € o uso de substancias que podem
suprimir ou reduzir a absor¢cdo das mesmas quando produtos
contaminados séo utilizados para alimentacdo animal (CHKUASELI et
al., 2016), promovendo a excre¢do de micotoxinas ou modificando seu
modo de acdo na alimentacdo (KOLOSOVA; STROKA, 2012).

A adicdo de adsorventes as racdes € uma estratégia que visa
reduzir a exposi¢do dos animais as contaminagdes por micotoxinas.
Estes adsorventes possuem capacidade de ligar as micotoxinas em sitios
especificos em suas estruturas internas ou de superficie e sdo removidos
a partir das fezes. A adsor¢do das micotoxinas no trato gastrointestinal
reduz a absor¢do sanguinea e consequentemente a distribuicdo aos
orgdos alvos (CHKUASELI et al., 2016; POZZO, 2015) e, portanto,
diminuem a biodisponibilidade das micotoxinas e inibem a sua absorcao
in vivo. Vérios materiais foram testados para este fim. Dependendo do
seu modo de acdo, eles atuam ligando as micotoxinas a sua superficie
por adsorcdo, degradando-as ou transformando-as em metabdlitos
menos toxicos por biotransformagdo (KOLOSOVA; STROKA, 2012).
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No mercado hd uma ampla e bem diversificada gama de
adsorventes que podem ser utilizados para remocdo das micotoxinas,
contudo nem todos apresentam resultados satisfatdrios. Por isso, dois
critérios sdo levados em consideracdo na escolha de um adsorvente para
micotoxinas, os testes de adsorgdo in vitro e in vivo. Os resultados in
vitro devem apresentar a maxima capacidade de adsorcdo no suco
gastrico e intestinal. J& nos ensaios in vivo, o grupo de animais
alimentados com ragdo contaminada com adi¢cdo de adsorvente devem
apresentar ganho de peso elevado quando comparado estatisticamente
aos animais alimentados apenas com ragdo contaminada (ZHAO et al.,
2015). Todavia, mesmo os testes apresentando resultados positivos, para
gue estes produtos possam ser comercializados no Brasil é necessario
possuir registro no MAPA - Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MALLMANN et al., 2006).

Os adsorventes para micotoxinas (AAM) podem ser separados
em dois grupos: 0s que possuem origem organica e os de origem
inorgénica. Os mais utilizados sdo a base de aluminossilicatos de célcio
e sodio hidratado (HSCAS), que possuem moléculas de agua aderidas a
um metal e permitem um maior sequestro das micotoxinas; carvdo
ativado; colestiramina; glucomanano; e argilas de origem vulcanica
como as bentonitas com alta capacidade de troca catibnica. O bom
funcionamento depende tanto das caracteristicas estruturais das
micotoxinas como também dos AAM (MALLMANN et al.,, 2007;
PERALLI, 2016).

O uso de AAM a base de argila mostrou-se uma alternativa muito
eficaz na reducdo dos efeitos tdxicos causados pela contaminacdo por
aflatoxinas nos alimentos para consumo animal. Em especial, as argilas
bentoniticas possuem a capacidade de adsorver a aflatoxina dentro de
suas camadas, ou seja, quando alimentos contaminados sdo ingeridos,
ndo ha absor¢cdo da toxina pelo trato gastrointestinal (FOWLER; LI,
BAILEY, 2015).

3.4.1 Bentonita

Bentonita é uma rocha composta de argilas altamente coloidais e
plasticas, formadas por alteracdes de cinzas vulcénicas in situ. Possuem
como principal componente a montmorilonita, argilomineral pertencente
ao grupo esmectita. O termo bentonita surgiu em Fort Benton, nos
Estados Unidos, quando gedlogos americanos, em 1917, encontraram
uma argila com caracteristicas coloidais e plasticas, com predominancia
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de mineriais iguais de argilas pertencentes ao grupo esmectita (PUSCH,
2015).

Atualmente, 90% da producdo de bentonita mundial ¢é
concentrada em 22 paises: Africa do Sul, Alemanha, Arménia,
Australia, Azerbaijdo, Bielorrisia, Bulgaria, Cazaquistdo, Esatados
Unidos, Grécia, Italia, Japdo, México, Moldavia, Quirguizia, Republica
Checa, Russia, Tadjiquistdo, Turcomenistdo, Turquia, Ucrania e
Uzbequistdo (WHO, 2005).

Segundo o Departamento Nacional de Produgdo Mineral
(DNPM), no ano de 2013 o Brasil produziu 434 mil t/ano de bentonita, o
equivalente a 4,3% da produgdo mundial deste minério. Das reservas
nacionais medidas foram estimadas 35,7 Mt, distribuidas nos estados do
Parana (44,7%), S&o Paulo (24,2%), Paraiba (20,8%), Bahia (8,4%) e
Rio Grande do Sul (2%) (SILVA, 2014).

As esmectitas sdo composta principalmente pelo argilomineral
montmorilonita, um aluminossilicato lamelar que possui trés camadas
formadas pela juncéo de duas folhas tetraédricas de silica unidas a uma
folha octaédrica central de aluminio que compartilna atomos de
oxigénio (SULZBERGER; MELNICHENKO; CARDOSO, 2017).
Assim, compde-se de uma unidade estrutural 2:1 apresentada na Figura
5. As unidades de silica-alumina-silica sdo continuas nas direcfes
cristalograficas “a” e “b” e sdo empilhadas umas sobre as outras na
dire¢do “c”. Outra caracteristica notavel neste tipo de estrutura argilosa
é que a agua e outras moléculas polares podem entrar entre as camadas e
fazer com que a rede se expanda na diregdo do eixo “c” fazendo-a variar
de tamanho (BHATTACHARYYA; GUPTA, 2008; MURRAY, 2006).
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Figura 5 - Estrutura de uma esmectita (montmorilonita).
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Fonte: Adaptado de MURRAY (2006).

Pode ocorrer a substituicdo dos d&tomos de silicio no tetraedro por
atomos trivalentes como Fe®* ou AI®*, também podendo ocorrer a
substituicdo dos atomos de aluminio no octaedro pelos atomos
bivalentes Fe?* e Mg?*. Essas substituicGes tendem a criar um déficit de
carga, que pode ser balanceado por cations de metais alcalinos e
alcalinos terrosos, comumente célcio, sddio, potassio e magnésio. Esses
cations sdo permutaveis entre as camadas adsorvidas nas unidades e nas
bordas, denominados céations trocaveis. Sendo assim, a bentonita
balanceada com célcio é denominada bentonita calcica, ja a balanceada
com sadio é denominada bentonita sodica (MAGNOLI et al., 2014).

A classificacdo industrial ¢, geralmente, embasada no
comportamento e propriedades fisico-quimicas, que estabelecem tipos
de bentonitas em funcdo da sua capacidade de inchamento quando em
contato com &gua, sendo elas bentonitas altamente inchaveis ou sodicas,
bentonitas pouco inchaveis ou calcicas e bentonitas moderadamente
inchaveis ou intermediérias (VIOTT]I, 2006).

As bentonitas possuem caracteristicas de grande interesse para
diferentes areas de aplicacdo, dentre as principais caracteristicas
especificas deste tipo de argila se destaca seu poder de adsorgdo e a
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capacidade de troca catiénica (CHKUASELI et al., 2016). As principais
aplicacGes das bentonitas brutas, com qualquer tipo de tamanho sdo nas
fundicdes, extracdo de petréleo e gas natural, graxas e lubrificantes,
refratarios, construgdo civil e cosméticos. Ja as bentonitas ativadas, que
passam por algum tipo de tratamento, possuem como principais
aplicacdes a pelotizacdo do minério de ferro (49,5%), fundicdo (26%),
racdo animal (11,3%), construcdo civil (4,3%), fertilizantes (3,2%),
extracdo de petréleo e gas (0,27%) e outros produtos quimicos (4,3%)
(SILVA, 2014).

As bentonitas também sdo comumente aplicadas no setor
agroindustrial na forma de aditivos alimentares, que visam reduzir a
biodisponibilidade e toxicidade das aflatoxinas pela sua adsor¢do no
trato gastrointestinal (NONES et al., 2017). Vérios trabalhos na
literatura discutem a importancia mineral6gica e propriedades quimicas
de bentonitas relacionadas a este tipo de adsorc¢do (DIXON et al., 2008).
De acordo com Sulzberger, Melnichenko e Cardoso (SULZBERGER,;
MELNICHENKO; CARDOSO, 2017), as bentonitas permitem a
adsorcao de AFB1 na superficie entre as suas camadas em sua estrutura
interlamelar, conforme apresentado na Figura 6.

Figura 6 - Mecanismo de adsorgéo entre as camadas de esmectita.

Fonte: Adaptado de DENG et al. (2010).
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Desheng et al. (2005) em sua pesquisa mostraram que a
guantidade méaxima de adsorcdo de AFB; em solugdo aquosa a pH 2,0 e
8,0 foi de 613,5 mg (80%) e 628,9 mg (90%) por g de montmorilonita,
respectivamente. Spotti et al. (2005) verificaram que 100% da AFB;
foram adsorvidas em um experimento in vitro com liquido ruminal com
AFB;1 (200 ng/mL) e também bentonita (25 mg/mL). Num estudo in
vitro realizado por Kong, Shin e Kim (2014), foram apresentados
resultados favoraveis, onde a percentagem média dos cinco pontos de
adsorcao de AFB; por argilas bentoniticas foi de 92,32%. Vekiru et al.
(2015) em seu estudo realizou ensaios in vitro e in vivo com diferentes
amostras de bentonitas e carvao ativado e demonstrou que, para ensaios
in vitro, a adsor¢do de AFB; foi afetada negativamente quando o
adsorvido foi testado em contetidos intestinais para algumas amostras de
bentonita. O autor salienta também que o bom desempenho in vitro
serve apenas como indicativo, ndo sendo suficiente como critério para a
escolha de um adsorvente e ensaios in vivo devem verificar a eficacia de
um adsorvente. E importante salientar que nenhum tipo de tratamento
realizado nas amostras de bentonitas foi especificado pelos autores em
suas pesquisas.

Ensaios clinicos recentes de uma bentonita NovaSil adicionada a
dietas humanas mostrou resultados promissores na reducdo das
concentracGes de AFB; em amostras de sangue e urina (DENG et al.,
2010).

Diversos sdo os tipos de tratamentos que podem ser aplicados em
argilas bentoniticas com o objetivo de incrementar suas propriedades de
adsorgdo (PATRICIO; HOTZA; NONI JUNIOR, 2014). Dentre esses
processos destacam-se a ativacdo (&cida, alcalina, organica ou
neutra) e reacGes com sais quaternarios de aménia para a formacao
de bentonitas organofilicas. Essas altera¢cbes melhoram propriedades
como aumento do espagamento basal que resulta em elevados
valores de inchamento, maiores areas superficiais e em alguns
tratamentos para formagdo de derivados porosos (COELHO;
SANTOS; SANTOS, 2007). Neste sentido, a aplicacdo de processos
mais tecnoldgicos, como processo de liofilizacdo, pode trazer
resultados interessantes e ndo tdo agressivos a estrutura do
argilomineral.

35 PROCESSO DE LIOFILIZACAO
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A liofilizacdo é uma operacdo unitaria usualmente empregada
como uma das tecnologias de secagem, também conhecida como
criossecagem ou criodesidratacdo (BERK, 2013). Caracteriza-se como
um processo diferenciado, pois ocorre em condicGes especiais de
pressdo e temperatura, permitindo que a agua ja previamente congelada
em estado sélido passe diretamente para 0 estado gasoso, sem passar
pelo estado liquido, em um processo de sublimacdo (WANG et al.,
2018b). Como no processo de evaporacdo, a sublimagdo acontece
guando a molécula recebe um ganho de energia suficiente para se
desprender das outras moléculas que se encontram ao redor (GREEN,
2005).

A definigdo de liofiliza¢do estd no termo “estabilizagdo”, ou seja,
um processo de estabilizacdo € aquele em que o reldgio cinético natural
de uma substancia ndo sofre muitas alteragdes (JENNINGS, 1999). Tem
como o objetivo estabilizar o material diminuindo a atividade de agua
através de uma série de operacdes, como congelamento, sublimacéo,
secagem a vacuo (dessorgdo) e armazenagem do produto, ao qual o
material a ser liofilizado é submetido durante seu processamento
(BERK, 2013).

Para que este fenbmeno ocorra, a temperatura e a pressao parcial
de vapor d’agua devem ser inferiores as do ponto triplo. A partir do
diagrama de fase apresentado na Figura 7, é possivel observar que se for
fornecido calor a um material congelado com valores de pressdo acima
de 0,006 atm, a 4gua contida neste se tornar liquida.
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Figura 7 - Diagrama de fases da agua mostrando as condi¢des para a
sublimacao.
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Fonte: Adaptado de BERK (2018).

Ja se for retirado calor do sistema, esta ird evaporar. Sendo assim,
guando se fornece calor a este material congelado, porém a uma pressao
menor que 0,006 atm, a 4gua presente passa para o estado de vapor pelo
processo de sublimacdo. Na pratica, no processo de liofilizacdo a
temperatura do produto congelado deve ser mantida abaixo de 0 °C.
Assim, para ser possivel a realizacdo de uma liofilizacdo, é preciso que
0 produto seja previamente congelado e que haja uma fonte de calor,
camara de vacuo e um sistema de condensagao que opere a temperaturas
inferiores & do produto congelado (BERK, 2018; POLAK; PITOMBO,
2011).

Para que o processo de liofilizagdo acontega € necessario o
cumprimento de trés etapas. A primeira consiste no congelamento do
produto a ser seco e pode ocorrer no proprio equipamento ou ser
inserido ja congelado nas prateleiras do liofilizador. O sucesso do
processo depende significativamente deste estagio, uma vez que esta
etapa define a forma, tamanho, distribuicdo e conectividade dos poros
na camada seca, gerada durante a sublimacdo. Esta etapa influencia
diretamente nos pardmetros que caracterizam os fendmenos de
transferéncia de massa e calor no produto durante as etapas de secagem
primaria e secundaria (BERK, 2018; SCHERSCH, 2009). A segunda
etapa € a secagem primaria ou sublimacdo, que consiste de um
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fendmeno endotérmico, ou seja, calor deve ser fornecido ao sistema
durante todo processo e pode ocorrer através dos seguintes mecanismos:
conveccao/radiacdo ou conducdo/radiacdo. O solvente é removido da
amostra através de sublimacdo, o que quer dizer que a pressdo no
liofilizador deve ser menor ou proxima a pressédo de vapor de equilibrio
do solvente congelado (HUA; LIU; ZHANG, 2010; WANG et al.,
2018b). A terceira e Ultima etapa € chamada de secagem secundéria ou
dessorcdo. E responsavel pela retirada de solvente que ainda esta ligado
ao material e acontece em uma velocidade menor do que a da segunda
etapa, pois a concentracdo de umidade é muito menor. O tipo de
fornecimento de calor é igual ao da segunda etapa, no entanto, as
temperaturas sdo mais restritas para determinados materiais (JIN et al.,
2018; MARQUES, 2008).

Por ser um processo que opera a baixas temperaturas e
geralmente sob vacuo, a liofilizacdo é recomendada para materiais
termosensiveis como materiais bioldgicos (fungos, enzimas, tecidos,
sangue e cobaias), materiais farmacéuticos (antibioticos, vacinas e
soros), alimentos (sucos, carnes, legumes e frutas) e produtos quimicos.
Este método forma produtos de elevada qualidade quando comparado
aos produtos produzidos por outras técnicas de secagem (MARQUES,
2008).

Em seu estudo, Machado et al. (2018) apresentaram a
comparagdo da caracterizagdo de amostras de bentonitas sédicas mais
ativas e menos ativas antes e apds o processo de liofilizacdo. Observou-
se um incremento de aproximadamente 32 % na capacidade de
inchamento para a bentonita s6dica mais ativa ap0s o0 processo de
liofilizacdo. Guo et al. (2018) sintetizaram com auxilio do processo de
liofilizacdo pos de diboreto de aluminio (AlB>) e obtiveram um p6 com
maior esfericidade e uniformidade, apresentando uma microestrutura
ultrafina e boa fluidez, boa atividade antioxidante e taxa de combustdo
estavel e um alto calor volumétrico (53,13kJ/g), quando comparado a
pos produzidos pelo método convencional.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O procedimento experimental visou a producgdo de uma bentonita
liofilizada e a sua aplicacdo para adsorcdo de aflatoxina B1 presente em
suco gastrico artificial (pH 3,0) e suco intestinal artificial (pH 6,0). As
principais etapas do procedimento experimental adotadas neste trabalho
encontram-se descritas no fluxograma metodol6gico apresentado na
Figura 8.

Figura 8 - Fluxograma das etapas desenvolvidas no trabalho.
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Fonte: A autora (2018).

41 PREPARACAO E CARACTERIZAGCAO DA AMOSTRA DE
BENTONITA

A amostra de argila bentonitica utilizada neste trabalho é de
origem e jazida desconhecida, foi fornecida pela Industria Carbonifera
Rio Deserto, sob a forma de um pé passante em malha de 200 mesh. A
fim de conhecer as caracteristicas do material antes do processo de
liofilizagdo, realizou-se uma série de analises, que serdo descritas a
seguir.

Para a identificacdo da composicdo quimica da amostra de argila
bentonitica, realizou-se a espectrometria de fluorescéncia de raios X
(FRX) em um equipamento Panalytical, modelo Axios Max, por
dispersdo de comprimento de onda (WDXRF), disponivel no
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Laboratério de Desenvolvimento e Caracterizacdo de Materiais do
SENALI, localizado em Criciima. A amostra foi transformada em uma
pastilha fundida de vidro, composta por uma aliquota do material e um
fundente, posteriormente é levada ao equipamento onde sdo realizadas
as leituras dos elementos previamente especificados e calibrados no
equipamento para obtencdo das concentracbes dos elementos na
amostra. Paralelo a esta analise, ¢ determinada a perda ao fogo da
amostra por calcinagdo a 1000 °C, cujo resultado é expresso juntamente
com aos dxidos analisados.

A andlise elementar da argila bentonitica foi realizada com o
intuito de determinar os teores de carbono, hidrogénio, nitrogénio e
enxofre e foi realizada pelo Laboratério de Analises e Ensaio de Carvéo
(LAEC) SATC, localizado em Criciima. O equipamento utilizado foi
um Analisador Elementar de Carbono, Hidrogénio e Nitrogénio, modelo
LECO °CHNG628 Séries. Para esta analise ndo foi realizada nenhuma
etapa de preparacdo, visto que a amostra jA se encontrava ha
granulometria adequada para o ensaio. Neste, 0 material a ser analisado
é pesado em duplicata, levado ao equipamento a uma temperatura de
950 °C, para queima utilizando-se os gases de hélio, oxigénio 4.0 e ar
comprimido.

Para possibilitar a identificacdo das fases cristalinas da
composicdo mineraldgica presente na amostra, realizou-se a analise de
difracdo de raios X (DRX) no equipamento Lab X, modelo: XRD 6000,
operando a 25kV e 25 mA, com radiacio de Cu-Ko (. = 1,5406 A),
com angulo de varredura (20) variando de 3° a 80° passo de 0,02 e
tempo de contagem de 0,6s por passo, ou seja, 2°/min., realizada no
Laboratério de Caracterizacdo de Materiais (CECAM), localizado no
Parque Cientifico e Tecnoldgico (IPARQUE) em Criciima. A partir dos
difratogramas, utilizando a Lei de Bragg (Equagdo 1), sobre o plano
cristalografico (001) foi possivel calcular a distancia basal e verificar
possiveis modificacdes na estrutura da argila bentonitica.

ngA = 2dsin6 1)

onde nq é a ordem de difragdo, A é o comprimento de onda dos raios X
(nm), d é a distancia interplanar da matriz cristalina (nm) e 8 é o angulo
de difracéo (graus).

A determinacdo da capacidade de troca catidnica (CTC) foi
realizada no Laboratério de Argilominerais das Empresas Rio Deserto
localizado em Urussanga e possibilitou quantificar o montante de
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cations que a amostra pode adsorver ou trocar. O método utilizado para
essa determinacdo foi desenvolvido pelo proprio laboratério. Para
extracdo dos cétions da bentonita foi utilizada uma solugéo de cloreto de
bério, na qual a bentonita é mantida em agitacdo por um tempo
determinado de 2 horas. Posteriormente a amostra é filtrada, e 0s cétions
de calcio, sddio, magnésio e potassio sdo determinados por
espectroscopia de absorcdo atdmica em chama, no equipamento da
marca Perkin Elmer, modelo AAnalyst 100.

O teor de inchamento objetivou verificar a capacidade da
bentonita em aumentar o seu volume na presenca de agua. A analise
também foi realizada no Laboratorio de Argilominerais das Empresas
Rio Deserto localizado em Urussanga. Foram pesados 2 g do material e
este foi adicionado uniformemente sobre a superficie da agua presente
em uma proveta de 100 mL. Entdo, esperou-se que o material realize a
absorcdo do liquido e se deposite no fundo da proveta. O material é
deixado em repouso por 24h e, em seguida, foi efetuada a leitura do
volume.

A caracterizacdo textural da amostra foi realizada com o intuito
de se obter os valores de area superficial e volume de poros através da
andlise de adsorcdo de N2 pelo método BET. A andlise foi realizada no
Laboratério de Valoracdo de Residuos (LabValora), localizado no
IPARQUE, em Criciima, com 0 equipamento da marca Quantachrome,
modelo Nova 1200e, e que possui sistema de calibragdo automatico com
Hélio 5.0. Para a amostra ndo foi necessdria a realizacdo de um
tratamento térmico. Porém, a amostra ficou exposta por 12 h a uma
pressdo de vacuo préxima a 0 mmHg para em seguida ser encaminhada
para estacdo de andlise, onde a célula fica submersa em nitrogénio
liquido para manter a temperatura constante.

Para verificar o comportamento térmico da amostra, bem como os
gases liberados na etapa de aquecimento, realizou-se uma analise
térmica diferencial (ATD), analise termogravimétrica (ATG) e
espectroscopia no infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR —
do inglés Fourier Transform Infrared Spectroscopy), no Laboratério de
Valoragdo de Residuos (LabValora). O equipamento utilizado
corresponde a um DTA/TG+FTIR acoplado, STA da marca Netzsch,
modelo STA 449 F3 Jupiter e FTIR da marca Bruker com resolucéo de
4 ¢cm? e intervalo de 500 cm™ a 4000 cm?, modelo Tensor Il. As
condicdes de andlise foram em atmosfera de ar sintético, com taxa de
aquecimento de 10%min até 1000°C, com vazdo de 60 cm3/min. A
amostra ndo necessitou de nenhuma preparacéo prévia e foi adicionada
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ao equipamento onde simultaneamente ocorreram as analises térmicas e
a leitura dos gases eliminados.

Para identificar o teor de umidade do material realizou-se o
ensaio de determinacdo do teor de umidade, no Laboratdrio de
Argilominerais das Empresas Rio Deserto. Para este ensaio, pesou-se
entre 50 e 100 g da amostra e, em seguida, a amostra foi levada para
estufa com temperatura entre 105 e 130 °C, até que a massa
permanecesse constante. Em seguida, o material foi retirado da estufa,
resfriado em dessecador e novamente pesado. A partir da Equacgéo 2 se
calcula o teor de umidade (U), em percentual.

U= (Mpf B Ma)'(Mpf + Mr) x 1

M, 00 (2)

onde Mys é a massa do recipiente (g), Ma é a massa da amostra utilizada
(9) e M, é s massa do residuo ap6s a secagem (g).

Para determinar a capacidade de adsorcdo da micotoxina
aflatoxina B1 pela bentonita, utilizou-se o método primério in vitro
imunoenzimdtico Elisa. Os testes realizados utilizaram uma solucdo de
suco gastrico artificial em pH 3,0 e suco intestinal em pH 6,0, para
simular as etapas de digestdo no estdbmago e intestino, respectivamente.
O ensaio foi realizado no Laboratorio de Argilominerais das Empresas
Rio Deserto.

Para 0 processo de extracdo da amostra, foram utilizadas trés
porcdes de 10 g de fuba contaminado com a micotoxina para cada pH
analisado (pH 3,0 e pH 6,0), que foram transferidas para um erlenmeyer
de 500 mL onde foram adicionados 50 mL de suco gastrico artificial e
suco intestinal e 0,05 g (0,5%) da amostra de bentonita estudada. Em
seguida, o pH do meio foi ajustado para 3,0 ou 6,0. Logo apds 0s
erlenmeyers foram fechados com papel aluminio e colocados em banho-
maria a temperatura de 37 °C por 4 h, com agitacdo manual a cada 15
min. Apds o tempo estimado, filtrou-se o sobrenadante e o filtrado foi
analisado através do teste Elisa. O teste Elisa é feito com o auxilio de
Kit Veratox® da Neogen, no qual a amostra a ser analisada é preparada e
colocada em um leitor de microplacas e se efetua a leitura utilizando-se
comprimento de onda de 650 nm.
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42 PROCESSO DE LIOFILIZACGAO DA AMOSTRA DE
BENTONITA

O processo de liofilizacdo foi realizado em duas etapas:
primeiramente as amostras foram congeladas em um ultrafreezer tipo
barril para baixas temperaturas -75°C e -90°C da marca Liotop, modelo:
UFR30 (Figura 9) e, apds o processo de congelamento, as amostras
foram liofilizadas em um liofilizador da marca Liotop, modelo L101
(Figura 10), a uma pressdo de 24 mmHg por 24 h. A temperatura do
condensador se manteve em -51 °C durante todo processo de
liofilizacdo. Apo6s o término das etapas de liofilizacdo as amostras foram
armazenadas em embalagens secas, vedadas e armazenadas em local
apropriado para ndo ocorrer a absor¢do de umidade. O processo de
liofilizacdo foi realizado no Laboratorio de Reatores e Processos
Industriais (LabRePl), localizado no Parque Cientifico e Tecnoldgico
(IPARQUE), em Criciima.

Figura 9 - Ultrafreezer UFR30 Liotop.
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Fonte: A autora (2018).



53

Figura 10 - Liofilizador L101 Liotop.
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Os parametros massa de amostra, temperatura e tempo de
congelamento foram definidos seguindo a metodologia estatistica de um
planejamento fatorial 2° e séo apresentados na Tabela 3. Os valores de
cada fator foram definidos com base no trabalho de Machado et al.,
(2018),_que em sua pesquisa aplicou o processo de liofilizacdo em
argilas betoniticas a fim de verificar possiveis alteracdes em suas
caracteristicas. No entanto, a autora ndo aplicou a bentonita obtida para
verificar seu desempenho.

Tabela 3 - Matriz de dados do planejamento fatorial 23.

Fatores

. Lo Temperatura ~ Massa Tempo

Experimento Niveis (poc) @ (Diaz)
LBS 01 101 A1 -90 50 1,0
LBS 02 +1 -1 -1 -75 50 1,0
LBS 03 1o+ A1 -90 150 1,0
LBS 04 +1 +1 -1 -75 150 1,0
LBS 05 101+ -90 50 3,0
LBS 06 +1 -1 +1 -75 50 3,0
LBS 07 1o+l +1 -90 150 3,0

LBS 08 +1 +1 +1 -75 150 3,0
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LBS 09 0O 0 O -83 100 2,0
Fonte: A autora, 2018.

Apos liofilizadas, as amostras foram encaminhadas para o
Laboratorio de Argilominerais das Empresas Rio Deserto para que o
teste de adsorcdo de AFB31, pelo método in vitro Elisa, fosse realizado.
Além disso, os parametros de capacidade de troca catidnica (CTC), teor
de inchamento e umidade de cada amostra liofilizada também foram
determinados.

A amostra que apresentou a maior capacidade adsortiva de AFB;
determinada pelo método Elisa foi novamente caracterizada pelas
técnicas ja descritas no item 4.1. Para comprovar a eficiéncia do
resultado obtido através do ensaio primario Elisa, a amostra liofilizada
foi encaminhada ao Instituto Solucfes Analiticas Microbioldgicas e
Tecnoldgicas (SAMITEC), localizado em Santa Maria (RS), onde a
amostra foi analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC
— do inglés: High Performance Liquid Chromatography). A toxina
padrdo utilizada foi Aflatoxina Bi, padrdo Sigma Chemical Co. em
solucdo de acetonitrila, sendo as condi¢Bes de adsorcdo/neutraliza¢do
realizadas em triplicatas para o suco gastrico artificial em pH 3,0 e suco
intestinal artificial em pH 6,0. Ambas solu¢des foram preparadas
segundo descrito na Pharmacopeia National Formulary — USP XXII
(1990) (PHARMACORPEIA, 1989), com concentracdo de suco gastrico
de 1,0 pg/mL. O equipamento utilizado consiste de um sistema
automatizado com derivacdo pré-coluna com ASPEC XL4, com
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(LC/MS/MS), sendo a interpretacdo e andlises de dados realizada pelo
Sistema ChemStation Agilent™.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE ESTATISTICA DO PLANEJAMENTO
EXPERIMENTAL APLICADO A LIOFILIZACAO DA
ARGILA BENTONITICA

As metodologias de avaliacdo in vitro aplicadas neste estudo
foram realizadas simulando as condi¢des em que a bentonita liofilizada
se encontrara no local de sua ac&o, ou seja, no trato gastrointestinal. Para
a realizacdo dos testes nas amostras liofilizadas, foram testadas a
adsorcao no suco gastrico com pH 3,0 (estbmago) e suco intestinal com
pH 6,0 (intestino). A partir do planejamento experimental descrito na
Secdo 4.2, foram obtidas nove amostras de bentonita liofilizada, que
tiveram variacdo nos seus parametros de congelamento. Essas amostras
foram, entdo, submetidas ao ensaio de adsorcdo de aflatoxina B; e a sua
capacidade foi avaliada pelo método Elisa. A Tabela 4 traz os valores
em percentuais da adsorcdo de AFB3, utilizando 0,5 % de bentonita
liofilizada como AAM, para pH 3,0 e pH 6,0.

Tabela 4 - Percentual de adsor¢cdo de AFB;: utilizando bentonita
liofilizada para pH 3,0 e pH 6,0.

Experimento Adsorgérc))'j%,,glzsl (%) Adsorgés :% gFBl (%)

Bruta 98,60 96,33
LBS 01 93,69 93,52
LBS 02 97,7 95,50
LBS 03 96,24 92,78
LBS 04 96,07 92,80
LBS 05 97,37 94,40
LBS 06 97,19 95,30
LBS 07 98,34 98,27
LBS 08 96,47 95,73
LBS 09 96,80 93,24

Fonte: A autora, 2018.

Observa-se que os valores de adsorcao obtidos em triplicata para
cada amostra foram superiores a 90%. Os resultados sdo semelhantes
aos obtidos por Mallmann et al. (2006), tanto para o suco gastrico (pH
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3,0) como para suco intestinal (pH 6,0). Isso significa que todas as
amostras apresentam desempenho satisfatério quando aplicadas como
AAM, para adsorgéo de AFB;.

O tratamento estatistico dos dados obtidos, apresentado nas
Tabelas 5 e 6, mostrou que com 90% de confianga e para o intervalo
testado, apenas a adsorcdo de AFB; em pH 3,0 apresentou fatores
significativos, sendo estes: (3) Tempo, interacdo (1) Temperatura por (2)
Massa e a interacdo (1) Temperatura por (3) Tempo.

Tabela 5 - Andlise de Varidncia (ANOVA) aplicada aos valores
percentuais de adsorcdo de AFB1 em pH 3,0 das amostras liofilizadas.
Legenda: SQ = Soma dos quadrados; GL = Graus de liberdade; QM =
Quadrado médio; F = Estatistica F; p = Valor p.

Fonte de Variacéo SQ GL QM F p
(1) Temperatura (°C)  0,39592 1 0,395920 13,5775 0,168708
(2) Massa (g) 0,17111 1 0,171112  5,8680  0,249239
(3) Tempo (Dias) 4,01861 1  4,018613 137,8118 0,054099
1 por 2 4,30711 1 4,307113 147,7055 0,052264
1 por 3 4,33651 1 4,336513 148,7137 0,052088
2 por 3 0,05611 1 0,056112  1,9243  0,397636
1%2*3 0,77501 1 0,775013 26,5778 0,121972

Erro 0,02916 1 0,029160

Fonte: A autora, 2018. a = 0,1, R2=0,99793

O modelo estatistico apresentou R2 = 0,99793, mostrando que
aproximadamente 99,8% da variavel resposta adsor¢do de AFB; em pH
3,0 é explicada por este modelo, considerando o intervalo testado para
0s parametros de congelamento. No entanto apesar de nenhum fator ter
sido significativo para a varidvel resposta adsorcdo de AFB1 em pH 6,0,
o0 valor de R2 = 0,91705 indica que aproximadamente 91,7% da variavel
resposta adsor¢do de AFB; em pH 6,0 é explicada por este modelo no
intervalo testado.

A partir dessas interacGes foram plotadas superficies de resposta
e curvas de nivel para adsorcdo de AFB; em pH 3,0, visando identificar
a melhor condicdo de congelamento para liofilizagéo de argila bentonita
e posterior aplicacdo na adsorcéo de AFB;. Avaliando a Figuras 11, com
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interacdo entre (1) Temperatura por (2) Massa, para pH 3,0, é possivel
observar que ambas as superficies e curvas de nivel indicam como
pontos Gtimos a maior massa (150 g) e os valores de temperatura
minimo e maximo estudados, respectivamente -90 °C e -75 °C.

Figura 11 - Superficie de resposta (a) e curva de nivel (b) para interagdo
(1) Temperatura por (2) Massa para adsorcdo de AFB; a pH 3,0.
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Fonte: A autora, 2018.
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Com relagéo a curva de (1) Temperatura por (3) Tempo (Figura
12), os pontos de congelamento &timos sdo obtidos para a menor
temperatura (-90 °C) e tempo de congelamento de 3 dias.

Figura 12 - Superficie de resposta (a) e curva de nivel (b) para interacéo
(1) Temperatura por (3) Tempo para adsor¢do de AFB1 a pH 3,0.
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Fonte: A autora, 2018.
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A partir da analise estatistica foi possivel constatar que dois
pontos apresentaram caracteristicas 6timas de congelamento no processo
de liofilizacdo para posterior aplicagdo na adsor¢do de AFBy, sendo eles
a maior massa estudada (150 g) e o maior tempo de congelamento (3
dias), se diferindo apenas na temperatura de congelamento (- 90°C e -
75°C). Este resultado indica que a temperatura de congelamento dentro
do intervalo testado ndo foi relevante no processo de liofilizacdo da
bentonita. No entanto, é importante salientar que quanto menor a
temperatura, mais efetivo serd o congelamento da amostra em massa
maiores, evitando-se assim locais de zonas mortas.

Desta forma, optou-se por avaliar estatisticamente a capacidade
de troca catibnica (CTC) das amostras para que, em conjunto com 0S
resultados ja obtidos, fosse possivel determinar o ponto 6timo de
congelamento. A escolha do CTC como pardmetro adicional a ser
avaliado deve-se ao fato de que diversos estudos anteriores relatam a
relacdo entre a eficicia de adsor¢do das bentonitas para substancias
organicas com as propriedade dos cations trocaveis presentes no mineral
(KOLOSOVA; STROKA, 2011; KONG; SHIN; KIM, 2014;
MAGNOLLI et al., 2011). A Tabela 6 traz os valores de capacidade de
troca catidnica total para as amostras liofilizadas.

Tabela 6 - Capacidade de troca catibnica para amostras liofilizadas.
Experimento CTCiota (MEQ/1009)

LBS 01 136,96
LBS 02 132,62
LBS 03 143,54
LBS 04 133,44
LBS 05 145,05
LBS 06 133,87
LBS 07 145,89
LBS 08 142,16
LBS 09 137,43

Fonte: A autora, 2018.

O tratamento estatistico dos dados (Tabela 7) mostrou que, com
90% de confianca e para o intervalo testado, nenhum dos fatores foi
significativo para a capacidade de troca catibnica total.
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Tabela 7 - Andlise de Variancia (ANOVA) aplicada aos valores de
capacidade de troca catidnica total para amostras liofilizadas. Legenda:
SQ = Soma dos quadrados; GL = Graus de liberdade; QM = Quadrado
médio; F = Estatistica F; p = Valor p.

Fonte de Variacao SQ GL QM F p

(1) Temperatura (°C)  106,8620 1  106,8620 29,99475 0,114974

(2) Massa (g) 341551 1 341551  9,58689  0,198876

(3) Tempo (Dias) 52,0710 1 520710 14,61564 0,162873

1 por 2 03570 1 03570  0,10021  0,804827

1por3 00276 1 00276 000775 0,944098

2 por 3 03741 1 03741 010501  0,800501

1%2%3 21,8130 1 218130 6,12262  0,244506
Erro 35627 1 35627

Fonte: A autora, 2018. a = 0,1; R2=0,98375

Apesar de nenhum dos fatores se mostrarem significativos para a
variavel resposta CTCiwl, 0 valor de R?2 = 0,98375 indica que
aproximadamente 98,4% da variavel resposta CTCita € explicada por
este modelo no intervalo testado. Assim, optou-se por gerar superficies
de respostas e curvas de nivel (Figura 13), capacidade de troca catibnica
total da argila bentonitica liofilizada, em mEq@/100 g. Com as interacBes
(1) Temperatura por (2) Massa e (1) Temperatura por (3) Tempo, a fim
de identificar os parametros 6timos de congelamento.

Avaliando a Figura 13, com interacdo entre (1) Temperatura por
(2) Massa, é possivel observar que a superficie indica que o ponto 6timo
de congelamento se situa na regido de maior massa (150 g) e para menor
temperatura (-90°C), resultado semelhante ao ja observado na Figura 11.
J4 para a interagdo entre (1) Temperatura por (3) Tempo (Figura 14),
observa-se 0 mesmo comportamento apresentado na Figura 12, sendo a
condicdo 6tima também para menor temperatura (-90°C) e maior tempo
de congelamento (3 dias).

Com base nos dados estatisticos apresentado pelas superficies de
resposta e curvas de nivel, concluiu-se que a melhor condicdo de
congelamento € dada pela amostra do ensaio LBS 07, que foi obtida
aplicando-se os parametros 6timos de congelamento e apresentou a
maior capacidade de adsorcdo de AFB: nos meios testados. Esta
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amostra, entdo, foi caracterizada e os resultados foram comparados aos
obtidos para argila bentonitica nao liofilizada.

Figura 13 - Superficie de resposta (a) e curva de nivel (b) para interagdo
(1) Temperatura por (2) Massa para capacidade de troca catidnica total
da argila bentonitica liofilizada, em mEgq/100 g.
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Fonte: A autora, 2018.
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Figura 14 - Superficie de resposta para interagdo (1) Temperatura por

(3) Tempo para capacidade de troca cati6nica total da argila bentonitica
liofilizada, em mEq/100 g.
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Fonte: A autora, 2018.
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52 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DAS ARGILAS
BENTONITICAS

5.2.1  Andlises quimicas

A andlise quimica das amostras de bentonita bruta e liofilizada
(LBS 07), obtidas por FRX, é apresentada na Tabela 8. E possivel
observar que o processo de liofilizagdo ndo provocou mudancas
significativas na composicdo do material, visto que os principais 6xidos
estdo presentes na composi¢cdo quimica das duas amostras. A auséncia
de uma alteracéo dréstica da composicao do material ja era um resultado
esperado, visto que o processo de liofilizacdo ndo apresenta energia
suficiente para remover ou alterar os dxidos presentes na amostra.

Dentre os Oxidos, destaca-se a consideravel quantia de éxido de
silicio, que pode estar presente tanto na forma de silica livre como
também na constituicdo do argilomineral. Da mesma forma ocorre com
0s Oxidos de soddio e potassio, que estdo presentes ndo somente na
composicdo dos ions interplanares, mas encontram-se também na
constituicdo dos minerais associados.

Tabela 8 - Andlise quimica de FRX das bentonitas bruta e liofilizada
LBS 07.

Bentonita Bruta Bentonita Liofilizada LBS 07

Elementos Teor (%) Teor (%)
Al;03 7,69 7,64
CaO <0,05 <0,05
Fe:0s3 3,69 3,67
K20 0,53 0,52
MgO 18,80 18,75
MnO 0,13 0,12
Na,O <0,05 <0,05
P20s 0,06 0,06
SiO, 62,90 62,66
TiO, 0,49 0,49
Perda Fogo 5,68 6,06

Fonte: A autora, 2018.

As amostras apresentam baixos valores de perda ao fogo, que
podem estar associados as hidroxilas presentes no argilomineral, as
moléculas de agua intercaladas nos espacos interlamelares e/ou ao baixo
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teor de matéria organica presente nas amostras. A Tabela 9 mostra um
comparativo da quantificacdo para os elementos C, H, N e S das
amostras de bentonita bruta e liofilizada LBS 07. E possivel observar
gue o processo de liofilizacdo ndo provocou alteracdo significativa no
percentual dos elementos testados, 0 que comprova que mesmo em
vacuo quase absoluto, que poderia ser responsavel por alterar as
guantias de matéria organica presente na amostra, 0 processo de
liofilizacdo manteve as caracteristicas do material.

Tabela 9 - Resultados de quantificacdo dos elementos C, H, N e S da
amostra em estudo.

Bentonita Bruta Bentonita Liofilizada LBS 07

Elementos % em massa % em massa
C 1,12 1,10
H 1,18 1,36
N 0,41 0,44
S 1,09 1,02

Fonte: A autora, 2018.
5.2.2 Difratometrias de Raios X

A Figura 15 traz o comparativo dos resultados de DRX para
identificacdo das fases mineralégicas presentes nas amostras de
bentonita bruta e liofilizada (LBS 07). De acordo com o difratograma,
tanto a amostra de bentonita bruta (Figura 15a) quando a LBS 07
(Figura 15b) sdo constituidas mineralogicamente pelas seguintes fases:
montmorilonita (JCPDS 13-259), caulinita (JCPDS 5-586), quartzo
(JCPDS 46-1045) e ilita (JCPDS 35-652). No entanto, apesar de a
amostra se tratar de uma argila bentonitica, uma quantidade alta da fase
caulinita é identificada pelo difratograma. Esta observacdo também foi
citada no trabalho escrito por De Resende et al. (2012), e este fendbmeno
ocorre devido ao grau de cristalizacdo e ordenacdo da caulinita, sendo
esta facilmente identificada pelo equipamento.

A andlise mineraldgica realizada por difragéo de raios X também
foi aplicada a fim de verificar as possiveis alteracGes provocadas pelo
processo de liofilizacdo sobre a amostra. Através da Equacdo 1,
referente a Lei de Bragg, foi possivel calcular o espacamento basal da
bentonita no plano cristalografico (001) para a amostra bruta e apés o
processo de liofilizagdo (LBS 07).
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Figura 15 - DRX das amostras de bentonita (a) bruta, (b) liofilizada
LBS 07; e (c) comparativo do pico de difracdo do plano (001) para as
duas amostras.
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Cada mineral apresenta sua prépria estrutura, bem como um
modelo de difracdo distinto, e a partir deste é possivel realizar a sua
identificacdo. Dentro dos diversos planos cristalinos (h, k, 1) que podem
ser definidos, para a ciéncia e tecnologia de argilas e argilomineirais,
destaca-se 0 plano cristalografico (001) como sendo o de maior
importancia, visto que fornece a reflexdo basal caracteristica de cada
grupo de argilomineral. Montmorilonitas pertencem ao grupo de
argilominerais que possuem distancia interplanar basal na faixa de 12 A
a 15 A (DO ROSARIO, 2010).

Na Figura 15c¢ é possivel identificar que o processo de liofilizagdo
provoca uma modificacdo na estrutura da argila com o adiantamento do
angulo 26 = 6,82° (bruta) para 206 = 7,36° (liofilizada) e,
consequentemente, tem-se diminui¢do do espacamento basal de d(001)
= 12,95 A para d(001) =12 A, equivalente a uma reducio de 7,34 %.
Ainda sim ambas as amostras possuem valores caracteristicos de
argilominerais esmectiticos. Esta redugdo muito provavelmente esta
ligada ao fato de o processo de liofilizacao ter a caracteristica de reduzir
0 teor de agua e a atividade de agua (CASSANELLI; NORTON;
MILLS, 2018). Desta forma, as moléculas de agua intercaladas nos
espacos interlamelares podem ter sido removidas. A diminuicdo de
intensidade, bem como o alargamento do pico de difracdo basal (001),
demonstra que esta remocdo de 4gua provocou um possivel
desfolhamento e colapso da estrutura lamelar, o que ocasiona uma
diminuicéo no tamanho do cristalito.

5.2.3 Capacidade de troca catibnica, inchamento e teor de
umidade

A Tabela 10 apresenta os valores da capacidade de inchamento
para a amostra bruta e liofilizada (LBS 07), bem como seu teor de
umidade. E importante salientar que o comportamento chamado de
inchamento interlamelar é controlado pelo cation associado a estrutura
da argila, ou seja, a espessura da camada de &gua interlamelar varia com
a natureza do cation adsorvido e com a quantia de agua disponivel. Se a
maior quantia de cations presente é de sédio, o inchamento pode
progredir desde 9,8 A (para argilas expostas ao ar) ou 40 A (quando a
argila é totalmente dispersa em meio liquido). No entanto, para argilas
calcicas ou policatinicas, a quantidade de agua adsorvida é limitada e
as particulas continuam unidas umas as outras pelas interagcdes
eletrostdticas e de massa. A diferenca no inchamento das
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montmorilonitas sddicas e calcicas deve-se a forca de atracdo entre as
camadas, que € acrescida pela presenca do célcio, reduzindo a
guantidade de agua que podera ser adsorvida, enquanto que o cation de
sodio provoca uma menor forca atrativa, permitindo que uma maior
guantidade de &gua penetre entre as camadas, e seja entdo adsorvida
(BRINDLEY, 1952; LUMMUS; AZAR, 1986).

Tabela 10 - Capacidade de inchamento e teor de umidade para as
amostras de bentonita bruta e liofilizada (LBS 07).

Capacidade de ] ;

inchamento (mL/2g) | eoF de Umidade (%)
Bentonita Bruta 25 11.85
Bentonita Liofilizada LBS 20 635

07

Fonte: A autora, 2018.

Em seu trabalho Do Rosario (2010), apresenta uma classificacao
para teores de inchamento, onde valores inferiores a 2,0 mL/g sdo
considerados como “ndo inchamentos”, valores de 3,0 a 5,0 mL/g como
“baixos”, valores de 6,0 a 8,0 mL/g como “médio” e acima de 8,0 mL/g
como “alto”. A partir dessa classificagdo, € possivel observar que ambas
as amostras podem ser classificadas como de “alto” inchamento,
podendo ser caracterizadas como bentonitas de carater sodico.
Entretanto, a capacidade de inchamento ap6s o processo de liofilizacdo
sofreu uma diminuicdo de 20 % quando comparada com a amostra
bruta. Esta diminuicdo pode estar ligada a remocao da agua da estrutura
da amostra, visto que houve uma diminuicdo de 46 % no teor de
umidade ap6s o processo de liofilizagdo, o que possivelmente gerou um
desfolhamento e o colapso da estrutura lamelar, ja observado nas
analises de FRX.

A Tabela 11 apresenta os valores comparativos da capacidade de
troca catidnica das amostra de bentonita bruta e liofilizada (LBS 07).
Verifica-se que o processo de liofilizagdo ndo provocou alteracdo
significativa na capacidade de troca catibnica e que ambas as amostras
apresentam uma quantia maior de sodio trocével, seguido pelo célcio.
Com base nas composicdes apresentadas, é possivel afirmar que a
amostra em estudo se trata de uma bentonita de carater sédico. Como a
origem da amostra disponibilizada para este estudo é de carater
desconhecido, o que se pode inferir é que a amostra apresenta
caracteristicas de uma bentonita policatinica tratada para obtencdo de
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uma bentonita sddica, pois 0s dois cations trocaveis principais (sédio e
célcio) apresentam-se predominantemente.

Tabela 11 - Resultados da capacidade de troca catibnica para as
amostras de bentonita bruta e liofilizada (LBS 07).

Bentonita Bruta Bentonita Liofilizada LBS 07
fons  Concentragio (meq/100g) Concentragdo (meq/100g)
Na* 81,3 84,26

K* 0,67 0,68
Mg? 8,12 6,35
ca?t 58,19 54,60
Total 148,28 145,89

Fonte: A autora, 2018.
5.2.4  Andlises térmicas (DTA/TG/FTIR)

As Figuras 16 e Figura 17 correspondem as analises térmicas
DTA/TG+FTIR acoplado para as amostras estudadas. Para a amostra
bruta (Figura 20), é possivel observar a queda de massa, bem como o
aparecimento da reacdo endotérmica na faixa de temperatura que vai de
100 °C a 200 °C, que ocorre devido a perda de agua adsorvida entre as
camadas estruturais da argila. Partindo da posi¢do de 200 °C a 500 °C,
aproximadamente, a massa da amostra se mantém praticamente
constante e nenhuma reacdo endotérmica é detectada, o que confirma a
caracterizacdo da amostra como uma bentonita sdédica. O néo
aparecimento do pequeno ombro caracteristico a 220° C correspondente
a perda de agua coordenada aos céations trocaveis nas intercamadas,
principalmente Ca?* e Mg?*, e confirma que esta amostra ndo apresenta
natureza policatidbnica, como possivelmente indicava a analise de
capacidade de troca catibnica (Amorin et al., 2006).

O comportamento de decomposicao se repete na posicao 550 °C a
700 °C, onde também é marcado o aparecimento de um pico de reacdo
endotérmica, referente & saida da dgua de constituicdo liberada em altas
temperaturas. A amostra, entdo, novamente apresenta carater de
estabilidade até 1000 °C. E importante salientar que acima da
temperatura de 850°C as esmectitas normalmente iniciam o processo de
destruicdo do seu reticulo cristalino.

No espectro de FTIR acoplado (Figura 16a) foi possivel
identificar que a saida de &gua de adsor¢éo ocorre na temperatura de 161
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°C, com nimero de onda que varia de 1200 cm™ a 2000 cm™, e que 0

pico se repete na temperatura de 679 °C em 3000 cm* a 4000 cm! para
remocdo da dgua de constituigéo.

Figura 16 - Espectro de DTA/TG + FTIR acoplado para bentonita
bruta (a) 3D, (b) 2D.
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Figura 17 - Espectro de DTA/TG + FTIR acoplado para bentonita
liofilizada LBS 07 (a) 3D, (b) 2D.
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Fonte: A autora, 2018.

Para a amostra liofilizada (Figura 17), observa-se comportamento
similar ao da amostra bruta. A principal alteracdo observada esta
relacionada a diminuicdo na intensidade da perda de massa, que pode
ser justificada pelo fato de o processo de liofilizagdo ja& remover uma
guantia consideréavel de dgua da estrutura do material.
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5.25 Porosidade total, area superficial e isoterma de adsorc¢ao e
dessorc¢éo (BET)

A Tabela 12 apresenta os resultados de porosidade total e area
superficial especifica para as amostras bruta e liofilizada (LBS 07). E
possivel verificar que o processo de liofilizacdo provocou uma redugédo
de 47 % na érea superficial da amostra e uma reducéo de 14,2 % na sua
porosidade total. Essas alteracBes sdo resultado, muito provavelmente,
das alteracdes na estrutura cristalina observada anteriormente na andlise
de FRX. A remocdo de &gua presente na estrutura do material pelo
processo de liofilizagdo acarretou em um possivel desfolhamento e o
colapso da estrutura lamelar, alterando consideravelmente os parametros
de area superficial e porosidade total da amostra em estudo. Entretanto,
embora a area superficial tenha sido afetada pelo processo de
liofilizacdo, € importante ressaltar que a capacidade de troca catidnica e
de adsor¢do de AFB; ndo foram negativamente afetadas.

Tabela 12 - Area superficial e porosidade total das amostras bruta e
liofilizada (LBS 07)

Area superficial (m2/g) Porosidade total (cm?/g)

Bentonita Bruta 455 0,090
Bentonita Liofilizada
LBS 07 24,1 0,077

A Figura 18 corresponde ao comparativo das isotermas de
adsorgao e dessorgio para amostra (a) bruta e (b) liofilizada. E possivel
observar que ambas as amostras apresentam 0 mesmo comportamento,
classificado como isotermas do tipo V pela Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) (IUPAC, 1985). Esse tipo de
isoterma é relativamente incomum e pode aparecer com certos
adsorventes porosos. A curva em vermelho apresentada na Figura 18 sdo
caracteristicas do fendmeno de histerese, que ocorre devido as pressoes
de saturacdo ndo serem iguais para a condensacgdo e para evapora¢do no
interior dos poros, isto &, as isotermas de adsorcdo e dessorcdo ndo
coincidem (ALOTHMAN, 2012).
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Figura 18 - Isotermas de adsorcdo e dessorgdo de N para a amostra
(@) bruta e (b) liofilizada (LBS 07).

% Bentonita Bruta

Volume @ STP {ccig)
-
(=1
1

204

Adscrgaa
Desargéo

T T T T
0.0 20x107  40x107  gox10? sox107  10x10°

Pressao Relativa P/Po

b} Bentonita Liofilizada LBS 07

50 H

40

30

20

Valume @ S 1P {ceig)

10- ','.‘:,'_‘___,,,,4‘_...0

P Lo

Adsorgdo
Desorgio

Pressao Relativa PiPo

Fonte: A autora, 2018.

53

ADSORCAO DE AFLATOXINA B;

T T T T
0.0 20x107 40x107 60x107  80x107  1.0x10

in vitro

PELOS

METODOS ELISA E CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE

ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Comparando-se 0s percentuais de adsor¢cdo da micotoxina,
apresentados na Tabela 13, foi possivel observar que para 0s ensaios in
vitro em suco gastrico artificial (pH 3,0) ndo houve diferenca
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significativa entre os resultados obtidos com as amostras bruta e
liofilizada, ou seja, apesar de todas as alteraces estruturais causadas
pela remog¢do da agua no processo de liofilizacdo, o material ndo perde
suas propriedades quando aplicado como adsorvente de micotoxinas,
sendo capaz de adsorver uma quantidade interessante de AFB;. J& para
0s ensaios realizados em suco intestinal (pH 6,0) foi possivel verificar
um aumento de 4% na capacidade de adsorcdo de AFB; pelo teste Elisa,
obtendo-se valores prdximos aos obtidos para a adsorcao em pH 3,0.

Com base no estudo desenvolvido por Mallmann et al, (2006), é
recomendado como critério de aceitacdo que o adsorvente testado tenha
capacidade de adsorcdo igual ou superior a 90 % em suco gastrico pH
3,0 e suco intestinal pH 6,0 para avaliagdes in vitro, sendo que entende-
se como resultado satisfatorio quando o produto tem comportamento
similar nos dois compartimentos do sistema digestorio.

Tabela 13 - Resultados da andlise de adsor¢do de micotoxina in vitro
para as amostras bruta e liofilizada (LBS 07).

Teste Elisa (%) HPLC (%)
Amostra pH30 pHG6,0 pH30 pH 6,0

Bentonita Bruta (0,5%) 98,6 96,33 - -

Bentonita Liofilizada
LBS 07 (0,5%)
Fonte: A autora, 2018.

98,34 98,27 99,96 99,94

Para comprovar a eficiéncia da amostra liofilizada no processo de
adsorcdo de AFBi, a amostra liofilizada (LBS 07) foi analisada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e os resultados apresentados
foram muito satisfatorios, com adsorcdo de quase 100% de AFB1. Com
este resultado, pode-se considerar que a bentonita liofilizada é um forte
candidato a adsorvente de micotoxinas para aplicacdo de ragdes para
aves em fase inicial, onde a contaminacdo deve ser zero. No entanto,
vale lembrar que testes in vitro sdo apenas uma fase do processo para
garantir a eficacia de um AAM e que ensaios in vivo devem ser
realizados para comprovar a total eficacia do material (BRASIL, 2006).
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6 CONCLUSAO

A partir da metodologia estatistica aplicada nas etapas do
processo de liofilizacdo, foi possivel obter os parametros 6timos de
congelamento para bentonita, que foram de 150 g da amostra a -90 °C
por 3 dias.

As propriedades fisicas e quimicas da bentonita ndo sofreram
alteragdes significativas apds o processo de liofilizacdo, sendo que as
mudancas mais relevantes ocorreram na sua estrutura devido a remocéo
de 4gua presente no material. Essas mudancas causaram a diminui¢éo no
teor de umidade para 46 %, confirmada também pelas analises térmicas
ATD/TG +FTIR. Houve também a diminuicdo da capacidade de
inchamento em 20 % e a diminuicdo do espagcamento basal de 7,34%. O
material apresentou uma reducéo de 47 % na sua area superficial e de
14,2 % na sua porosidade total. Em contrapartida apresentou 0 mesmo
comportamento nas isotermas de adsorcdo e dessorcdo de N, ambas
com o fendmeno de histerese.

Com os resultados da andlise de troca catibnica foi possivel
identificar que a amostra se tratava de um argilomineral policati6nico,
tendo como principais cations trocaveis o sédio e o célcio. Assim, 0s
baixos teores de inchamento foram justificados visto que o calcio limita
a adsorcao de dgua nos espacos lamelares.

Apesar das alteracGes estruturais que o processo de liofilizagdo
causou na amostra, seu comportamento para adsorcdo de AFB;: nos
ensaios in vitro ndo foram alterados. Para o pH 6,0, pelo método Elisa,
houve um aumento de 4 % na capacidade de adsorcéo e 0s ensaios em
cromatografia liquida de alta eficiéncia deram uma representatividade de
quase 100% na adsor¢do da micotoxina em estudo. Os ensaios in vitro,
no entanto, sdo apenas o primeiro indicativo de uma possivel aplica¢do
de bentonitas liofilizadas para adsor¢do de micotoxinas, que s6 podera
ser confirmada ap0s a realizacdo de ensaios in vivo.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com os dados obtidos neste trabalho, sugere-se para trabalhos
futuros:

e Avaliacdo de testes in vivo para comprovacdo da eficacia na
adsorcdo de AFB;;

e Estudo do mecanismo de adsor¢cdo de AFBi para bentonita
liofilizada;

e Verificagdo do tipo de colapso estrutural causado pela remocao
de agua através do processo de liofilizacao

e Combinar o processo de liofilizacdo juntamente com qualquer
tratamento ja consolidado para ativacdo de bentonitas.
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RESOLUCAO DE DIRETORIA COLEGIADA < RDC N* 07, DE 18 DE FEVEREIRO DE 2011 (%)

(Publicada em DOU n* 37, de 22 de fevereiro de 2011)
(Republicada em DOU n® 46, de 09 de margo de 2011)

Dispde sobre hmutes maxunos tolerados
(LMT) parn micotoxinas em alimentos.

A Diretoria Coleglada da Agéncia Naclonal de Vigilincla Sanitaria, 1o uso da
atribaugio que the confere o meiso IV do art. |1 do Regulamento aprovado pelo Decrelo
1°.3.029. de 16 de abril de 1999 ¢ tendo em vista o disposto no miso Il e nos §§ 1% e
3% do ant. 54 do Regimento Interno aprovado nos termos do Anexo | da Pormania of. 354
da Anvisa. de 11 de agosto de 2006, republicada no DOLT de 21 de agosto de 2006, em
reunido realizada em 15 de feveremro de 2011,

adota a segmnte Resolugho da Diretona Colegada ¢ en, Diretor-Presidente
Substituto. deteruno a sua publicagio:

An. 1” Fica aprovado o Regulamento Técnico sobre limites miximos tolerndos
(LMT) para mucotoxmas em alimentos, nos termos desta Resolugdo

Ant. 2" Este Regulamento possur o objetivo de estabelecer 0s Hmites maxunos
parn  aflatoxinas  (AFBI+AFB2-AFGI-AFGY ¢ AFMI), ocmtoxia A (OTA),
desoxmivalenol (DON), fimnomsinas (FBL = FB2). patlina (PAT) ¢ zeamlenona
(ZON) admissiveis em alimensos proutos par oferta 30 conswmidor ¢ em usatérias-
primns, conforme os Anexos L IL [l e IV desta Resolugdo.

Paragrafo tindco. Os hinntes maximos tolerados referem-se aos resultados obtidos
por metodologins que atendmm aos criténios de desemnpenbo estabelecidos pelo Codex
Alimentarius.

An. 3* Este Regulamento aplica-se ds empresas que unportem. produzam.
distnbuam ¢ comercinlizem as segumntes categonias de bebidas, alimentos ¢ maténas
prisuas:

1 - mmendoun e seus denvados;

II - alimentos & base de ceremis para alimentagdo infantil (Iactentes e cnangas de
pruvesra miancia);

111 - café torrado (moido ou em grbo) e solivel,
IV - cerems ¢ produtos de cerents:

V'« especianas,
Este texto ndo substitus ofs) publicada(s) em Diario Oficial da Unido.
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V1 - frutas secas ¢ desidratadas.

V11 - nozes ¢ castanhas.

VI - ameéndoas de cacnu e seus denvados,
IX - suco de magd ¢ polpa de maga:

X - suco de uva e polpa de uva:

X1« vinho ¢ seus denvados;

XII « formulas mfants para Inctentes ¢ formulas mfants de seguumento para
Inctentes ¢ cringas de primeira infimcn,

XII1 - leite e produtos lacteos, ¢
XIV - leguminosas e seus denvados.

At 4% Os nivers de nucotoxinas deverio ser o baxos quanto razoavelmente

possivel, devendo ser aplicadas as melhores princas e tecnologias na produgio.

I 40, amazenamento. processamento ¢ embalagem, de fonma a evitar que wmn
alimento contamiado seja comercializado ou consumido,

Art. 5° No caso de produtos ndo previstos no art. 3° desta Resolugdo ¢ que sejam
produzidos n partis de ingredientes com limites estabelecidos na fonma dos Anexos
deste Regulamento, que forem desidratados ou secos, diluidos, transformados <
compostos, os limites miximos tolerados devem considerar as proporgdes relativas dos
ngredientes no produto. concentragio ¢ dilmigio em relagio aos himmtes estabelecidos
pars 08 gredientes

§ 1° Na lupotese do “caput” deste artigo, o mteressado sera notificado para
fomecer mfonmagdes relativas 4 proporgio dos ingredientes no produto, bem como aos
fatores especificos de concentragho ¢ diluigio. caso seja necessanio.

§ 2¢ A nio apresentagio das mformagdes mencronadas no § 1% no prazo de 10
(dez) dias, ou sua inadequagio. ensejari conclusio com base nos dados disponivers.

Art. 6° Os hinites maxunos tolerados se aplicam a parte comestivel dos produtos
alimenticios em questio, salvo especificagdo em contrinio,

At 7 O descumprimento das disposigdes contidas nesta Resolugio constitua

mfragho santinia, nos termos da Lei n° 6.437, de 20 de agosto de 1977, sem prejuizo
das responsabilidades civil. admunistrativa ¢ penal cabivess.

Este texta ndo substitul o(s) publicadols) em Didrio Oficial da Unila.
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An. 8 Ficam revogadas a Resolugdo CNNPA n° 34, de 1976. publcada no
D.O.U. de 19/01/1977, e a Resolugio RDC n® 274, de 15 de ontubro de 2002.

Ant. 9° Sio concedidos pmzos pama aplicagio dos lumites maximos tolerndos
estabelecidos nos anexos desta Resolugio, tendo em vista a necessidade de adequagio
do setor produtivo, com excegdo dos limites estabelecidos no Anexo L

An. 10 Os Limites Maximos Tolerados (LMT) estabelecidos para as Micotoxinas
¢ as respectivas categorias de alimentos especificadas no Anexo I entrardo em vigor em
1° de janeiro de 2012.

Ant. 11, Os Limites Maximos Tolerndos (LMT) estabelecidos para as Micotoxinas
¢ as respectivas categonas de alimentos especificadas no Anexo IT1 entrardo em vigor
em 1* de janeno de 2014, (Prazo prorrogado até 1* de janciro de 2017, pela
Resolugio — RDC n* 59, de 26 de dezembro de 2013)

Ar. 12, Os Linuites Maximos Tolerados (LMT) estabelecidos para as Micotoxinas
¢ as respectivas categonas de alimentos especificadas no Anexo IV entrardo em vigor
em 1° de janeiro de 2016, (Prazo prorrogado até 1* de janeiro de 2017, pela
Resolugio - RDC n* 59, de 26 de dezembro de 2013)

An. 13, Esta Resolugdio e sen Anexo I entram em vigor na data de sua publicagdo.

DIRCEU BRAS APARECIDO BARBANO

ANEXO I - Aplicagio Imediata

LIMITES MAXIMOS TOLERADOS (LMT) PARA MICOTOXINAS

Micotoxinas Alimento [LMT ( pg/kg)

Afatoxina M1 [ cite em pd 5
Queijos 2,5
Cereats ¢ produtos de cereats. 5

astanhas ¢xceto Castanha-do-
sil. inclhundo nozes, pistachios,
velds ¢ ameéndoas

10

Este texto ndo substitui ols) publicadols) em Diario Oficial da Unido,
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Castanha-do-Brasil com casca para
consumo diseto

20

Castanha-do-Brasil sem casca para

onsumo direto
Castanha-do-Brasil sem casca para

unentos a base de cereais pam
lmmentagdo mfannl (lactentes e
nangas de primeira infancia)

ormulas infantis para lactentes ¢
ormulas infantis de seguimento
lactentes e cnangas de
eira mfancia

Amendoas de cacan

Produtos de cacau ¢ chocolate

Especiarias: Capsicum spp. (o fruto
keco, intenro on tritwrado, inclundo
inentas, pimenta em po, pimenta de
niena ¢ punentio- doce). Piper spp.
o fruto, incluindo a pumenta branca ¢
punenta preta) Myristica fragrans
noz-moscada) Zmgiber officinale
gengibre) Curcuma longa (curcuma).
Elmuns de especiarias que

ontenham uma ou mais das
specianas acima idicadas

20

Amendomm (com casca),

descascado, cru ou tostado),
sta de amendoim ou manteiga
amendonmn

20

fitho. imlbo em grao (inteiro.
ido. amassado. moido). farmhas
semolas de nulho

20

Ocratoxina A

Este texto nlo substitul ofs) pubbicade(s) em Didrio Oficial ds Unibo

ereais ¢ produtos de cereais,

10

“afé torrado (mordo ou em grdo) ¢

afé soluvel
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1as: Capsscun spp. (o fruto
0. interro ou triturado, inchundo

punenta preta) Myristica fragrans
noz-moscada) Zingiber officinale

nngas de primewrn mfancia)

Produtos de cacau e chocolate 50

Amendoa de cacan 10

[Frutas secas ¢ desidratadas 10

Aoz beneficiado e derivados 750

Pesoxinivalencl (DON)  [yji;entos a base de cereais par 200

alimentagao mfantl (lactentes ¢
criangas de prumeirn mfincia)

Milbo de pipoca 2000

Alimentos a base de milho para
alunentacho infanul (lactentes e
criangas de primeira mfincia)

Fumonisinas (B1 + B2) Aad

Alimentos a base de cerems para

plimentagio mfannl (lactentes ¢
rcnnluon iangas de primeirn infincia) 20

Patulina Suco de maga ¢ polpa de magd S0

Este texto nio substitut ofs) publicado(s) em Diario Oficial da Unido
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ANEXO II - Aplicagio em janeiro de 2012

LIMITES MAXIMOS TOLERADOS (LMT) PARA MICOTOXINAS

Micotoxinas

Alimento

LMT (ug/kg)

Desoxinivalenol (DON)

Trigo itegral, trigo para quibe,
Faninha de rigo integral, farelo
e trigo. farelo de aroz, grio de
kevada

2000

Farinha de migo. massas. crackers,
biscottos de dgua ¢ sal. e produtos de
panificacio, cereais e produtos de
ereais exceto trigo ¢ incluindo
evada malteada

1750

[Fumonisinas (B1 + B2)

Em'nha de mulho, creme de milho.
a. flocos. canjica, canjiquinha

2500

Anudo de nulho e outros produtos a
pase de milho

2000

Zearalenona

Farinha  de  migo, massas,
crackers e produtos  de
panificagdo. cereais ¢ produtos
ke  cereals exceto mgo e
Tuindo cevada malteada

200

Anoz beneficiado ¢ denvados

filho de prpoca. canpquinha,
anjica, produtos e subprodutos a
base de millio

£ BEE

Trnigo mtegral, farmhba de tngo
pntegral, farelo de mgo

Este texto nlo substitul ofs) publicado(s) em Duario Oficial da Unédo.
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ANEXO I - Aplicagho em janelro de 2014 (Prazo prorrogado até 1* de
Janeiro de 2017, pela Resolugiio ~ RDC n* §9, de 26 de dezembro de 2013)

LIMITES MAXIMOS TOLERADOS (LMT) PARA MICOTOXINAS

Micotoxinas

Alimento

MT (pgkg) |

Ocratoxina A

Cerents para posterior processamento,
pucluindo grio de cevada

20

Desoxinivalenol (DON)

Trigo ¢ muilho em grios para postenor
processamento

3000

Trigo miegral, mgo para qube,
annha de tgo mtegral, farelo de

2o, farelo de arroz. grao de
kevada

1500

Fannha de tnigo. massas. crackers,
hiscoitos de agua ¢ sal. ¢ produtos de
panificagio, cereais e produtos de
kereals exceto trigo ¢ inclundo cevada
pualteada

1250

Fumonisinas (B1 + B2)

PMillio em grio para postenor

rnnlelon

{ilho em grdo e trigo para posterior
pro«murnm

5000
400

ANEXO IV ~ Aplicagio em janciro de 2016 (Prazo prorrogado até 1" de
Janeiro de 2017, pela Resolugiio ~ RDC n* 59, de 26 de dezembro de 2013)

LIMITES MAXIMOS TOLERADOS (LMT) PARA MICOTOXINAS

Micotoxinas Alimento LMT ( pgikg)
Trngo mtegral, trigo para quibe,
arnba de tigo itegral, farelo de 1000
go. farelo de arroz. grao de
Desoxinivalenol ON) [

Este texto nko substitui ofs) publicado(s) em Didrio Oficial da Unido,
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annha de trgo, massas, crackers,
iscoitos de agua e sal, e produtos de
nificagdo. cereais e produtos de 750
s exceto tngo ¢ mclumdo cevada
nalteada

arinba de mulho, creme de milho, 1500

fFu 1+ 8) udo de milho ¢ outros produtos a

se de milho 1000

Farinhn ~ de  migo.  massas,
crackers e produtos  de 100

men:ngio. cerears e produtos
e

cerens  excelo  igo e
hudo cevada malteada

Zearalenona Antoz beneficiado e derivados
ntegral

arelo de arroz
E:I:m de pipoca, canywquinhia, 150

anjica, produtos e sub-produtos i
de milho

[Trigo ntegral, fanmba de trigo mitegral, 200
ficelo de wizo

(*) Republscada por ter saido, no DOU 0 37, de 22-2-2011, Segio 1. pdg. 72, com meorrecho
0o ongmal

Este texto ndo substitul o(s) publicado(s) em Diano Oficial da Unido



99

ANEXO B

ARGENTINA:

Alimentos infantis: AFB; = zero;

Amendoim, milho e subprodutos: B; = 5 ppb; By, Bz, G1, G2 = 20
ng/kg;

Farelo de soja = By = 30 pg/kg;

Leite fluido e em pd: M1 = 0,05 pg/kg;

Produtos lacteos: M1 = 0,5 pg/kg.

URUGUALI:
Aflatoxinas B1, By, G1, G»:

Alimentos e especiarias = 20 pg/kg;

e Produtos de soja, amendoim, frutas secas = 30 pg/kg;

e (Cacau em grao = 10 pg/kg;

e Alimentos infantis, industrializados = 3 pg/kg;

e Leite e produtos lacteos: Aflatoxina M1 = 0,5 ug/kg.
CHILE:

e Ragdes: B1 = 20 ppb;

e B1,B2,G1,G2=50 pg/kg.
COLOMBIA:

e Alimentos: By, Bz, G1, G2 =20 pg/kg;

e Cereais (sorgo, milheto): B1 ,Bz, G1, G2 = 30 pg/kg;

e Sementes oleaginosas: B1, Bz, G1, G2 = 10 pg/kg;

e Rag0es para gado: B1, By, G1, G2 = 50 pg/kg;

e Sementes de gergelim: By, Bz, G1, G2 =20 pg/kg;

e Alimentos para aves: B1, By, G1, G2 =20 pg/kg.
ALEMANHA:

Alimentos: B1 = 2 ppb; By, By, G1, G2 =4 pg/kg;

PreparagGes de enzimas para producgdo de alimentos: By, Bz, G1, G2
=0,05 pg/kg;

Alimentos para criangas e jovens: Bi, By, G1, G2 = 0,05 ng/kg;
Leite: My = 0,05 pg/kg;

Alimentos para criangas e jovens: M1 = 0,01 pg/kg.

AUSTRIA:
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Desoxinivalenol em ragdes para porcos = 500 pg/kg;
Desoxinivalenol em rac¢Ges para gado de corte, poedeiras e matrizes
=1000 pg/kg;

Aves para corte = 1500 pg/kg;

Ragoes para porcas matrizes = Zearalenona: 50 pg/kg.

BELGICA:

Amendoim: By =5 ng/kg;
Leite: My = 0,05 nug/kg.

DINAMARCA:

Amendoim e produtos: Aflatoxina B1 = 2 pg/kg; B1, B2, G1, G2 =4
ng/kg;

Castanha do Brasil, figo séco: B: = 2 pg/kg; B1, B2, G1, G2 = 4
ng/kg;

Rins de suinos: Ocratoxina A =25 pg/kg;

Cereais e produtos: Ocratoxina A = 5 pg/kg.

ESPANHA:

Todos alimentos: B1, Bz, Gi1, G2 = 10 ng/kg; B1 =5 pg/kg.

FRANCA:

Todos alimentos: Aflatoxina By = 10 ug/kg;

Amendoim, pistache, améndoas, oleaginosas, alimentos infantis: B,
=1 pg/kg;

Farelo de trigo: B1 = 10 pg/kg;

Oleos vegetais, cereais: By = 5 ng/kg;

Suco de maca (produtos): Patulina = 50 pg/kg;

Cereais, 0leos vegetais: Zearalenona = 200 ug/kg;

Cereais: Ocratoxina A =5 pg/kg;

Leite, leite em pd (calculado no produto reconstituido): Aflatoxina
M= 0,05 pg/kg;

Leite, leite em pd, (criangas menores que 3 anos calc. no produto
reconstituido): My = 0,03 pg/kg.

GRECIA:

Amendoim, avalds, nozes, castanha de caju, pistache, améndoas,
sementes de abobora, sementes de girassol, sementes de pinus,



101

sementes de damasco, milho, figo seco, damasco seco, ameixa
seca, tamaras, uva passas: B1, B2, G1, G2 = 10 ug/kg; B1 =5 pg/kg;

e Café cru, suco de macd, produtos de maca: Ocratoxina A = 20
ug/kg; Patulina = 50 pg/kg.

IRLANDA:
e Todos os alimentos: By, B2, G1, G2 =30 ppb; B1 =5 pug/kg.

ITALIA:
e Alimentos: Aflatoxina By =5 ppb; B1+B2+G1+G2 = 10 pg/kg;

e Figos secos: Aflatoxina By =5 ppb; B1+B2+G1+G2 = 10 pg/kg;

e Especiarias: Aflatoxina By = 10 ppb; B1+B2+G1+G2 = 20 ng/kg;

e Ervas para chas: Aflatoxina B1 = 5 ppb; B1+B2+G1+G2 = 10 pg/kg;

e Alimentos para criangas (Baby foods): 0,1 ppb; Aflatoxina My =
0,01ppb; Zearalenona = 20 pg/kg;

e Café cru: Ocratoxina A = 8 ppb;

e (Café torrado e soluvel = 4 pg/kg;

e (Cacau e produtos derivados: Ocratoxina A = 0,5 pg/kg;

e Carne de porco e derivados: Ocratoxina A = 1 pg/kg;

e Cereais e produtos: Ocratoxina A = 3 ppb; Zearalenona = 100

negke;
e Cerveja: Ocratoxina A = 0,2 pg/kg;
e Sucos de frutas: Patulina = 50 pg/kg.

LUXEMBURGO:
e Amendoim e seus produtos: B1 = 5 pg/kg.

NORUEGA:
e Todos alimentos: By, By, G1, G2 = 5 ng/kg;
e Suco de maga concentrado: Patulina = 50 pg/kg.

PORTUGAL:

e Todos alimentos: B; =20 ug/kg;
e Amendoim: By =25 pg/kg;

e Alimentos infantis: By = 5 ng/kg.

SUECIA:
e Todos alimentos: B1, B2, G1, G2 =5 ng/kg;
e Bagas, frutas, sucos: Patulina = 50 pg/kg;
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Produtos de leite liquidos: M1 = 0,05 pg/kg;

Ingredientes para racdo: B; = 50 pg/kg;

Ingredientes para racdo para gado leiteiro: My = 10 pg/kg;

Gréos de cereais e forragens como ingrediente para racdo de gado
leiteiro: B1 =1 png/kg;

RacOes misturadas (exceto forragens) para gado leiteiro: By = 3
ng/kg;

Racbes completas: B1 = 10 pg/kg;

Racbes completas para gado de engorda, ovinos, caprinos, exceto
gado leiteiro e animais jovens: By = 50 pg/kg;

RacOes completas para porcos e aves, execto animais jovens: By =
20 pg/kg;

Racdes completas para gado leiteiro, incluindo forragens: By = 1,5
ng/kg

Ragdes completas para aves: Ocratoxina A = 200 pg/kg;

Racgdes completas para porcos: Ocratoxina A = 100 pg/kg.

AFRICA DO SUL:

Todos os alimentos: By = 5 pg/kg; B1, Bz, G1, G2 = 10 pg/kg.

AUSTRALIA:

Todos alimentos: By, B2, G1, G2 =5 pg/kg; Fomopsina = 5 pg/kg;
Manteiga de amendoim, nozes em geral = 15 pg/kg;
Castanha-do-Brasil: aflatoxinas = 15 pg/kg.

CHINA:

Arroz, 6leos comestiveis: B1 = 10 ug/kg;

Trigo, cevada, aveia, feijdo, sorgo, outros frdos e alimentos
fermentados: By = 20 pg/kg;

Leite fluido e produtos lacteos (calculados na base de leite fllido):
B1=0,5 ng/kg;

Racé&o para frangos: B1 = 10 pg/kg;

Racdo para poedeiras e suinos de engorda: B1 = 20 pg/kg;

Milho, farelo de amendoim e outros residuos de amendoim (para
racdo): B; = 50 pg/kg.



