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RESUMO

Com o objetivo de avaliar a contaminagdo do leite nos SPL tanto por micotoxinas
quanto por residuos quimicos de organofosforados e carbamatos foi realizado um estudo
englobando 95 SPL em trés regides no estado do Parana. Foram colhidas amostras de leite,
agua ¢ alimentos, sendo avaliados os residuos quimicos para todas as amostras e de
aflatoxinas apenas para os alimentos e o leite. As micotoxinas nos alimentos (Aflatoxinas
B1, B2, GI, G2, Zearalenona e Ocratoxina) foram detectadas por meio do método de
cromatografia de camada delgada — CCD e para a determinagdo da AFM; foi utilizado um
kit de imuno-ensaio ELISA competitivo, Ridascreen®. A determinacdo dos residuos de
carbamatos e organofosforados foi realizada por método colorimétrico qualitativo. Foram
avaliadas as diferengas entre regides, periodos, as fontes de contaminagdes por
micotoxinas. Carbamatos e organofosforados foram avaliados quanto a sua presenca no
leite e nas fontes de alimentacdo e agua. Posteriormente foram estimadas as contribui¢des
de cada micotoxina para a contaminagdo do leite, bem como a de seus respectivos
alimentos contaminados. Foram encontradas diferencas entre os periodos (p < 0,05) para a
contaminagdo do leite com AFM,. Para os carbamatos e organofosforados foi detectada a
distincdo das fontes de contaminacdo (p < 0,01), sendo para os primeiros os pesticidas
usados para o controle de parasitoses do rebanho, e para os outros, os agrotoxicos utilizados
na agricultura. Para as fontes de contaminagdo alimentar originando a contaminagdo por
AFM; foi detectado que a AFB, foi a principal fonte para a primeira. A AFG1 apresentou
forte correlagdo (p < 0,01) com os niveis de AFB; sugerindo uma relagdo causal com esta
em fun¢do das cepas fungicas produzindo ambas ao mesmo tempo. Constatou-se ainda a

prevaléncia da contaminacao por aflatoxinas em 70% das amostras contaminadas.

Palavras-chave: micotoxinas, producao leiteira, pesticidas, alimentagcdo do rebanho
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ABSTRACT

Aiming to evaluate the milk contamination in the DPS for mycotoxins and
chemical residues of organophosphates and carbamates it was made a study encompassing
95 SPL in three regions of Parana state. There where collected samples of milk, water and
food and they were evaluated for chemical residues in all samples and aflatoxin only for
food and milk. Mycotoxins in food (aflatoxin B1, B2, G1, G2, zearalenone and ochratoxin )
were detected by the method of thin layer chromatography - TLC and for the determination
of aflatoxin M1 was used an immunoassay kit competitive ELISA Ridascreen ® . The
residues of organophosphates and carbamates was performed by colorimetric method
qualitatively. There were evaluated the differences between regions, periods and the
sources of mycotoxin contamination. Carbamates and organophosphates were screened for
their presence in milk and the sources of food and water. Then it was estimated the
contributions of each mycotoxin for milk contamination, as well as their respective
contaminated food. Differences were found between periods (p < 0.05) for milk
contamination with aflatoxin M1. For carbamates and organophosphates were found a
different contamination sources (p < 0.01), and for the first pesticides used to parasitic
herd control and for other pesticides used in agriculture. For food sources contamination
resulting in the AFM1 contamination it was detected that AFB1 was the main source for
the first. The AFG1 showed a strong correlation (p < 0.01) with AFBI levels suggesting a
causal relationship is a function of fungal strains producing both at the same time. It was
also found the prevalence of aflatoxin contamination in 70% of contaminated samples and

its predominant presence in relation to others in all kinds of foods analyzed.

Keywords: mycotoxins, dairy production, pesticides, herd feeding
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CAPITULOI
INTRODUCAO GERAL

Uma visdo geral da origem dos efeitos de contaminag¢do na produgdo de
alimentos

As atividades antropicas’ nos dois ultimos séculos aumentaram sensivelmente em
todas as regides do planeta. Suas consequéncias mudaram profundamente a face da Terra
em todos os sentidos.

A industria, o comércio e as relagdes entre as nacdes passaram a ser regidas pela
logica da revolucao industrial, pela visdo desenvolvimentista de mundo. Acompanhando
essas tendéncias, por uma logica natural, o aumento crescente da populacdo impulsiona as
indtstrias de todos os géneros alimenticios, incluindo as agroindustrias e industrias
quimicas, que intensificaram e ampliaram suas operagdes com perspectivas muito claras de
crescimento. Nada obstante, uma das consequéncias deletérias imediatas a médio e longo
prazo foi a descarga de grandes quantidades de diversos compostos quimicos provenientes
das industrias nos diversos compartimentos ambientais (ALMEIDA et al. 2007).

No ultimo quarto de século no Brasil, houve consequéncias de todo esse processo
histérico, no que tange a producdo de alimentos provenientes da agricultura e pecuaria.
Uma delas, que convém ressaltar, ¢ o desenvolvimento desigual dos elos das cadeias agro-

alimentares.

1 ~ . . ~ . .
Toda agdo ou resultado proveniente da interven¢do do Homem sobre o Meio ambiente.
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Os elos industriais desenvolvidos fazem sentir sua influéncia, em varios matizes, nos
elos primdrios, ou seja, de producdo de matéria-prima e da mesma forma sobre as
populacdes humanas sob sua influéncia.

A difusdo de tecnologias e de pacotes tecnoldgicos baseados nos produtos e servigos
oferecidos a partir do pressuposto da necessidade da tecnificacdo e industrializagdo das
cadeias produtivas (VEIGA, 1999) cresceu assustadoramente, sem o crescimento
correspondente na qualificacdo dos usuarios, os produtores rurais, assistentes técnicos e
orgios de ATER?, publica ou privada. Como corroboragio desse fato, em 2006, segundo a
ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — o Brasil passou a ser o segundo
maior consumidor mundial de agrotoxicos (RODRIGUES, 2006) e ainda, segundo pesquisa
desenvolvida pela mesma agéncia utilizando 4.000 amostras de alimentos destinados ao
consumo humano, a taxa de contamina¢do acima dos niveis maximos permitidos pela
legislagdo foi de 28%.

Especificamente no caso dos produtos quimicos: quimioterapicos, agrotoxicos,
antibioticos, aditivos e toda a gama de produtos utilizados na produ¢do animal e vegetal, ha
sérias discussdes sobre suas formas de utilizagdo e influéncias na satide publica. Medidas
regulatdrias contra a contaminacdo ambiental, efeitos nocivos sobre os seres vivos e
produtos de consumo humano sdo o foco atual de varias institui¢des e agéncias de alcance
mundial (EEA, 2005; 2006; European Commission - DG ENV, 2010; WHO, 1997;
FAO/WHO, 2008). Os contaminantes ndo sao apenas de natureza industrial, mas podem ser
de natureza biossintética e ligados aos processos de producdo agropecuaria como € o caso

das micotoxinas.

As micotoxinas e sua importdncia na contaminagdo de alimentos

Micotoxinas sdo metabolitos secundarios de baixo peso moleculares produzidos por
certos géneros de fungos filamentosos como principalmente Aspergilllus, Penicillium e
Fusarium (IHESHIULOR et al. 2011). Segundo o mesmo autor, infestam as culturas,
principalmente cereais, ainda no estagio de campo, sob condi¢des favoraveis de

temperatura e umidade.

2 Assisténcia Técnica e Extensdo Rural - ATER
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Nao hé regido do planeta que esteja livre das micotoxinas, sdo estimadas 300
moléculas nocivas dessa natureza. Segundo a FAO (1998), estima-se que mais de 25% de
todas as culturas no planeta contém micotoxinas. Na tabela 1, esta apresentada a ocorréncia

de micotoxinas por grandes regides do mundo.

Tabela 1 — Ocorréncia geografica das micotoxinas

Locais de ocorréncia Micotoxinas

Europa Ocidental Ocratoxina, vomitoxina, zearalenona

Europa Oriental Zearalenona, vomitoxina

América do Norte Ocratoxina, vomitoxina, zearalenona,
aflatoxina

América do Sul Aflatoxina, fumosina, ocratoxina,

vomitoxina, T-2toxina

Africa Aflatoxina, fumosina, zearalenona
Asia Aflatoxina
Australia Aflatoxina, fumosina

Fonte: DEVEGOWDA et al., 1998.

Essas moléculas tém uma grande importincia para a satde publica e também
econdmica no que diz respeito a produgdo animal. Suas propriedades toxicas para humanos
ttm um amplo espectro, merecendo atengdo especial as carcinogénicas (WAN
NORHASHIMA et al., 2009; CALDAS et al., 2002). As micotoxinas estdo presentes em
varias commodities e representam o mais perigoso dos contaminantes de alimentos
atualmente (OKOLI, 2005; IHESHIULOR et al. 2011), em razdo de:: i) quantidade
absoluta nos estoques de alimentos, ii) ocorréncia mundial, iii) efeitos toxicos e sinérgicos
(OMEDE, 2008).

Rodriguez-Amaya & Sabino, (2002) conduziram uma grande revisdo e sumarizacao
de trabalhos feitos no pais sobre o assunto e observaram o acréscimo de 27% de
investigagdes, representando 128 artigos indexados, sobre esse assunto de 1991 a 2000
demonstrando que o problema, de alguma forma, tomou uma conotacao mais preocupante,

no Brasil.
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Desta forma torna-se importante avaliar os riscos de micotoxinas nos sistemas de
producdo de leite por (dentre outros) dois motivos principais: 1) o consideravel consumo de
cereais (0 que sera tratado a seguir) e alimentos conservados, provenientes da agricultura,
pelas vacas em lactacdo e 2) o extenso e amplo uso do leite na alimentacdo humana,
principalmente de criangas, seja como tal ou como ingrediente.

A seguir ¢ apresentado um demonstrativo de alguns efeitos das principais
micotoxinas provenientes de fontes animais para a saude humana segundo dados da FAO,

(1998) na Tabela 2.

Tabela 2 — Alguns alimentos de origem animal, sujeitos a contaminag¢do natural com

micotoxinas
Micotoxina Efeito potencial em humanos Ocorréncia Nivel maximo
informado (ppb)**

Aflatoxina B; Cancer hepatico Ovos 0,4
Figado suino 0,5
Misculo suino 1,04
Rim suino 1,02

Aflatoxina M, Carcinogénico Leite* 0,33

Ocratoxina A Danos renais Figado suino 98
Rins 89
Salsichas 34

Zearalenona Estrogénico Figado suino 10
Musculo suino 10

* Nivel maximo permitido no MERCOSUL: 0,50 ppb; UE: 0,05 ppb; EUA: 0,50 ppb ; Canada: 0,05 ppb.
**Referéncia de dimensdo da medida: pg/Kg.

Os métodos de detecgao desses contaminantes sdo relativamente sofisticados indo
desde métodos qualitativos (colorimétricos de presenca ou auséncia) até métodos
quantitativos com alta sensibilidade de deteccdo como ELISA competitivo, Cromatografia
de Camada Delgada (TLC), Cromatografia liquida de alta performance (HPLC) e
Cromatografia gasosa (GC) (RODRIGUEZ-AMAYA & SABINO, 2002; TURNER et al.
2008).
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Desta forma caracterizam as micotoxinas como um desafio atual e importante a ser
equacionado em satde publica e produgdo animal, areas interdependentes. Uma importante
representante desse cendrio ¢ a cadeia do leite, que ¢ objeto de interesse deste trabalho. A
cadeia do leite tem algumas caracteristicas impares que merecem ser ressaltadas para um

melhor entendimento e desenvolvimento das argumentagdes subsequentes.

A cadeia de produgdo de leite

A produgdo leiteira tem uma grande importancia cultural e econdmica para o Brasil e
atualmente movimenta um mercado mundial bastante significativo chegando a algo em
torno de 20,16 milhdes de toneladas anuais (IBGE, 2006).

Pelas condicoes de alimentagdo e fornecimento de cereais as vacas leiteiras, como
suplemento ou como base da ragdo, pode-se quantificar a importancia do impacto da
contaminagdo destes produtos agricolas. Segundo o Sindicato Nacional da Industria de
Alimentagdo Animal (SINDIRACOES, 2010) 4,3 milhdes de toneladas de concentrados
foram fornecidos para o rebanho leiteiro brasileiro no ano de 2009.

Significa dizer que cada uma das 12,63 milhdes de vacas ordenhadas (IBGE, 2006),
receberam na média nacional em torno de 340 kg de concentrados ao ano, ou seja,
1,1kg/animal/dia de lactacio’. A alimentacdo concentrada, bem como as silagens, sdo
fontes importantes tanto para contaminagdo por agrotoxicos (NERO et al, 2007) quanto
para as micotoxinas (OLIVEIRA et al. 2010) provenientes principalmente dos processos de
estocagem de cereais.

Os metais pesados podem também estar presentes na contaminagdo do leite, seu vetor
de contaminagdo do leite ¢ usualmente a polui¢do dos cursos e reservatorios subterraneos
de agua (OKADA et al. 1997).

No esquema abaixo (Figura 1), busca-se elucidar a dinamica da contaminagdo versus

a qualidade do leite por meio de um modelo conceitual.

? Considera-se uma lactagdo ajustada para 305 dias.
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Figura 1 — Modelo conceitual da dindmica entre qualidade e contaminagdo do produto leite
e suas variaveis de estado e fluxos.

QUALIDADE
VETORES INDICADORES
B Gordura
Manejo Alimentacao Proteina
Agrotoxicos Agua Higiene Lactose
Endectocidas Cereais Transporte Minerais
Medicamentos Alimentos LEITE Armazenamento CCS

conservados

Toxinas Pastagem Genética CBT
Metais pesados g Input tecnologia Moléculas
funcionais

SOV IIWNEWUNINE VETORES

CONTAMINACAO

Do esquema apresentado se subentende que existem varidveis que originam a
contaminagdo, bem como alguns componentes ou fatores que traduzem a qualidade do leite.
Por deducdo existe alguma complementaridade entre a qualidade e a inocuidade do
alimento leite.

Por outro lado o leite ¢ um dos resultados (em muitos casos o principal) de um
sistema de produgdo bastante complexo, quanto a natureza (HOUSTIOU, 2006); diverso,
quanto ao conjunto de sistemas (DAMASCENO et al. 2008) e abrangente, quanto a sua
representacdo quantitativa no estado do Parana, que atualmente passa dos 114,4 mil
produtores (IPARDES, 2009).

Assim a andlise e a compreensao da contaminagdo em si, mas também dos processos
que a ocasionam dentro dos sistemas de produ¢do, seus determinantes regionais e suas
peculiaridades condicionadas pela natureza diversa desses sistemas, torna-se uma tarefa
mais desafiadora.

Para entender como deverd ser abordado esse problema ¢ necessirio o
aprofundamento nas caracteristicas dos sistemas de produc¢ao leiteira quanto a sua dindmica

de funcionamento ou pilotagem estratégica (RAMOS, 2008).
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O sistema de produgado leiteiro e a agdo sobre a contaminagdo do leite

Para entender como deverd ser abordado esse problema ¢ necessario o entendimento
sobre alguns conceitos uteis, o primeiro deles é o de sistemas de produgéo. Originalmente
cunhado como “Systemes d’elevage” no trabalho classico de Landais (1987), referindo-se
ao estudo, sistematizagdo, organizacdo da atuacdo sobre os produtores envolvidos com a
producao animal da Franca. Foi definido por Dedieu et al. (2008) como: “um conceito que
objetiva levar em conta as intera¢des as dimensdes humanas e biotécnicas dos sistemas de
produ¢do”. Esse entendimento facilita a estruturagdo do esfor¢o de pesquisa e evita as
simplificagdes excessivas das abordagens univariadas, geralmente experimentais.

O estudo de fendmenos contemporaneos no contexto real, em que as divisdes entre o
fendmeno e o contexto ndo sao claramente definidos (YIN, 2005) ndo ha, na maioria dos
casos, como exercer controles locais, portanto a utilidade da abordagem multifatorial dos
sistemas de produgao leiteiros.

No caso especifico da contaminacao do leite € necessario entender nao s6 do processo
de contaminacdo em si, dentro da porteira ou dos meios de determinagdo deste ultimo
(FAGAN, 2006; SOUZA et al. 2003), mas de como ele reage as diferentes condi¢des de
“fazenda”, de regido, de praticas de manejo, de ofertas de alimento, das estratégias de
gestao zootécnica, de ATER, de possibilidades de investimento e input tecnoldgico e outros
diversos fatores nao listados.

Dedieu (2009) propde a analise e qualificacdo das capacidades adaptativas dos
sistemas de producado, ou seja, sua habilidade em absorver impactos de instabilidades, tanto
de natureza enddgena (rebanho, sanidade, reproducdo, alimentacdo, producdo forrageira)
como exdgena (mudancas climaticas, eventos climaticos extremos, politicas reguladoras,
surtos de doencas, variagcdo no prego de insumos e precos do leite).

A maior ou menor capacidade de absor¢ao desses impactos ¢ designada com o termo
“resiliéncia®™ e esta ¢ preponderantemente relacionada a forma com que o produtor gere
sua propriedade, sendo mais ou menos conservador com relacao a adogao de tecnologias ou

boas praticas de produgio, que definem os atributos do produto final, o leite”.

* Um termo originario da fisica, redefinido pela psicologia como a capacidade do individuo lidar com
problemas, superar obstaculos ou resistir a pressdo de situagdes adversas - choque, estresse, etc.

> Vide Quadrol - Modelo conceitual da dindmica entre qualidade e contaminac¢do do produto leite e suas
variaveis de estado e fluxos.
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Para a elucidagdo do funcionamento do sistema de produgdo leitera propde-se o

esquema contido na Figura 2.

Fonte: RAMOS et al. (2008)

I OB JETIVOS/ESCOLHAS
REGRAS DE
= X _ .
' DECISAODO [ acSEs ACOES
o PRODUTOR
ad
| PRATICAS DE MANEJO |
(o]
et
E RECURSOS
= DISPO NIVEIS = | PRODUTOS
-
=
3 m) | RESULTADOS
—
2 NOVAS
2 ;
- INFORMACOES

Figura 2 - Esquema dindmico do sistema de producdo leiteiro, dividido em dois
subsistemas: decisdo e bioldgico + técnico, para a construgdo dos resultados na produgao.
Os fatores predisponente para a constru¢do da qualidade, tanto quanto para a

contaminagdo podem ser abordados nos pontos a seguir, descritos na Figura 2:

a. RECURSOS DISPONIVEIS: pode-se entender sobre toda a espécie de insumos
quanto a sua aquisicao, qualidade, quantidade, tempo de armazenamento forma de

utilizagdo e distribuicao intra-anual de sua utilizagao.

b. NOVAS INFORMACOES: baseados em resultados autuais, anteriores ou em
informagdes externas, vindas da assisténcia técnica, pesquisa ou ainda de outras

fontes de informagdes que possam interferir no planejamento e nas agdes futuras.

c. REGRAS DE DECISAO: avaliagdo interna do produtor (em conjunto com a familia
ou nao), que como sujeito e organizador da produgdo aceitam, rejeitam e
concretizam suas decisdes, ponderadas por critérios tantos externos (item anterior)

quanto intrinsecos (perfil psicologico, fatores culturais, etc.)
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d. PRATICAS DE MANEJO: veiculo tanto da materializacio das decisdes do
produtor como da determinacdo das saidas, ou dos diversos resultados do sistema

de produgdo de leite, entre eles o proprio produto leite.

As praticas de manejo definem a continuidade dos sistemas de producao leiteira, bem
como todos os seus indicadores produtivos e de qualidade de produtos e processos
envolvidos direta ou indiretamente com a contaminagio do produto final. E por meio das
praticas de manejo que se podem acessar os dados de andlise para uma pesquisa de campo
como esta.

Normalmente dados para pesquisas desta natureza sao obtidos conjugando esforgos
de coletas tradicionais de amostras (indicadores fisicos e bioldgicos do fendmeno), de
dados produtivos e estruturais, que ddo uma ideia das varidveis de estado do sistema de
produgao.

O passo seguinte é obtengdo de dados acerca dos processos que constituem a
estratégia produtiva do sistema e que levardo aos pontos criticos da contaminacao do leite.
Isso pode ser feito por meio de questiondrios semiestruturados semiestruturados orientando
entrevistas para colheita de dados, de acordo com a metodologia utilizada e descrita por
Damasceno et al. (2008) ¢ Ramos (2008).

A seguir ¢ apresentada uma descri¢ao sintética, diagrama de bloco, da contaminagao
do leite em um sistema leiteiro (Figura 3)

Os fluxos representados fornecem o modelo de abordagem para o problema da
contaminagdo, segundo a teoria de sistemas de produgdo, da porteira para dentro. Os
componentes de contaminagao visam identificar as fontes desta e medi-la em cada um dos
vetores: 1) 4gua, ii) cereais (concentrados e residuos da producao agricola sdo considerados
nessa grande categoria), iii) alimentos conservados (silagens e toda espécie de conservados

incluindo fenos) e iv) pastagens.
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Fonte: Pesquisa de campo (2009 —2010).
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Figura 3 — Diagrama de blocos dos fluxos da contaminacio do leite e suas possiveis fontes®

Outra fung¢do deduzida do diagrama ¢ a relagdo dos fluxos com as variaveis, possiveis
de serem descritas por meio de modelos deterministicos, empiricos ou estocasticos
(BALDWIN, 1995) utilizando-se de equagdes diferenciais, em nivel de sistemas complexos
(SCHWINNING & PARSONS, 1996).

Essas relagdes também podem ser descritas em termos de comparacao, dentro de uma
amostragem, utilizando a abordagem estatistica para construir tipologias de sistemas
leiteiros (SMITH et al.2002) de acordo com as particularidades de cada um sobre o quesit
0: “processos que levam a contaminagado”.

A abordagem estatistica mais comum para esses estudos, sdo as técnicas

multivariadas (LEBART, 2000) abordadas a seguir em detalhes.

% A intensidade dos fluxos esta representada pela espessura das linhas em quatro niveis (A, B, C e D) da
origem, passando pelos vetores de contaminagdo até o produto. Os simbolos significam: * podem ou ndo ser
industrializados; ** vias de contaminagao direta que incidem sobre todos os componentes no nivel “C”.
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Das técnicas de colheita de dados

Existem neste trabalho dois paradigmas diferentes de coletas de dados por se tratar de
um trabalho em parte conduzido de forma tradicional, em parte ndo experimental e nio
sujeito a controle local planejado.

O primeiro se refere a colheita de amostras a campo e analise quimica, bromatoldgica
e bioquimica de indicadores da contaminacao (alimentos diversos, concentrados,
volumosos conservados, leite e 4gua) e de indicadores regionais em que os SPL estdo
inseridos. Esses dados sdo de coleta e anélise corriqueira nos dominios da zootecnia e serdo
analisados de forma classica, univariada explicitada em detalhes nos artigos subsequentes.

O segundo paradigma se refere aos dados que descrevem processos, obtidos por meio
de entrevistas, enquetes, questiondrios e outras ferramentas pouco usuais nestes dominios.
Por esse motivo serd dada mais ateng@o as suas implicagdes praticas e metodologicas no
presente item desta revisao.

A colheita destes dados ¢ um ponto fundamental de estudos dessa categoria, pois,
principalmente para as variaveis que descrevem processos, muitas vezes qualitativas e
categoricas ¢ necessario rigor para que nao haja viés de interpretacdo ou confusdo , dado o
grau de subjetividade de muitas das informagdes. O problema das varidveis qualitativas
para a interpretacdo de dados ¢ discutido por Minayo & Sanches, (1993).

Para Foddy, (2003) a questdo da construcdo das entrevistas e questionarios ¢ um
ponto fundamental nas pesquisas de obtencdo de dados a partir de pessoas, para este autor
o cerne do problema se concentra em falhas corriqueiras como:

a. Quando o respondente ndo entende o que foi perguntado;

b. Alguma falta de interesse dos respondentes em responder as questdes em alguns
casos;

c. Os respondentes ndo estdo propensos a querer responder sobre certas atitudes e
comportamentos que apresentam;

d. Falha dos respondentes em responder, lembrar ou compreender questdes sob
situacdes estressantes (particularmente em entrevistas); e,

e. Falhas do entrevistador de varias naturezas (tendéncia em interpretar as perguntas,
trocar palavras por algumas que cré ser equivalentes, falhas na formulacdo do

questionario).
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Mesmo assim, com suas limitacdes as entrevistas, enquetes e questiondrios se
mostram uma poderosa ferramenta na obtencdo de dados notadamente nas ciéncias
humanas’, ciéncias da saude (MOLINA et al.2010) e mais recentemente nas ciéncias
agrarias (HOSTIOU, 2006; DEDIEU, 2008; DAMASCENO et al., 2008).

Dentro do método de coleta de dados por entrevistas e questionarios ainda ha
algumas variacdes na forma e na mecédnica de obten¢do de informacdo que merecem
alguma atencdo, por influenciar nas estatisticas, de forma mais sutil ou induzindo a erros
(VERGER, 2004).

A discussdo basica ¢ acerca dos questionarios ditos “fechados” ou estruturados em
que as respostas sao opgoes, respondidas por formuldrio impessoalmente ou apresentadas
em meio a uma entrevista. Questiondrios abertos ou ndo estruturados sdo aqueles que nao
ha, na medida do possivel, interven¢do ou direcionamento das respostas por parte do
entrevistador.

Entre esses extremos existem os semiestruturados, que sdo questionarios em que se
usa algum direcionamento das perguntas e respostas, mas ndo dentro de op¢des herméticas,
com € o caso do estruturado (ROEHSIG, 2005). Uma revisao mais detalhada entre os pros e
contras de cada abordagem ¢ encontrada em Foddy, (2003).

Erros de perguntas mal formuladas ou respostas enviesadas podem ser
consideravelmente minimizados se houver um grupo de trabalho com discussdes assiduas
sobre as varidveis e sobre a abordagem metodologica dos dados. Em Bodenmiiller, (2008) ¢
assinalada a importancia da discussdo do grupo de pesquisa acerca da obtencao dos dados e

construgao das variaveis.

Da abordagem analitica
A abordagem de dados de SPL para determinar os componentes € 0s processos de
contaminag¢do do leite lanca o foco da pesquisa para a unidade experimental “propriedade”.
Bondenmiiller Filho et al. (2010), exploraram, neste contexto, a caracterizagdo da
qualidade do leite no estado do Parana em mais de 1.000 estabelecimentos com os

pressupostos: a) a qualidade do leite ¢ uma construgdo; b) ela ¢ definida por alguns

7 Notadamente na psicologia, antropologia e ciéncias sociais aplicadas.
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componentes principais ligados ao sistema de producdo e c¢) a inferéncia desses
componentes ¢ feita a partir da diversidade dos sistemas estudados.

Assim, por definicdo, um objeto complexo deve ter um tratamento equivalente que
reduza a sua dimensionalidade sem simplificar excessivamente as informagdes
provenientes deste (LEBART, 2000).

Para isso os métodos multivariados de estatistica sdo necessarios para a abordagem.
Esses métodos (frequentistas ou ndo) derivam basicamente de andlises exploratérias,
classificatorias e fatoriais. As peculiaridades dessas andlises variam de acordo com o
objetivo do estudo e com a natureza intrinseca dos dados ou varidveis, sejam esses
quantitativos qualitativos ou um conjunto misto (MINAYO & SANCHES, 1993).

As principais abordagens neste estudo poderdo ser feitas pela: Andlises de
Componentes Principais — ACP; Analise de Correspondéncias Multiplas — ACM e Analise
de Classificagdo Hierarquica Ascendente — CHA (pelo método de Clusters). A finalidade
dos usos dessas técnicas ¢: 1) definir varidveis de importancia explicativa, 2) explicar a
estrutura de correlagdes entre varidveis e casos e 3) construir tipologias, definidas como a
ciéncia da elaboracdo de “tipos” com a finalidade de guiar andlises de dados em uma
realidade complexa (LANDALIS, 1998). As andlises de dados de natureza univariada
também sdo usadas nessa seara analitica, porém ndo diretamente aos dados brutos que
descrevem os processos, mas aos dados de respostas diretas (contaminag¢do do leite em
funcdo de época ou regido, por exemplo).

Uma descri¢ao mais detalhada dos métodos multivariados uteis para esse trabalho se
segue:

* ACP — A analise de Componentes principais pode ser descrita como se segue, em

termos matematicos.

Seja X= (Xj,....X,) um conjunto de varidveis observadas sobre n objetos (casos), os

componentes principais C; sdo definidos como:

C, = Z a;; X; > sujeito a:

J
a) var (C;) = maxima
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2
by ) ai=1
c) cor (C; Cy) =0, paraidiferentedei’; i =1,....p
em que: a = objeto (caso) na i-ésima observagao para a j-ésima variavel

X = variavel original variando de / a “p”

‘

C = Componente Principal variando de I a *“ q” sendo g o total de iteracdes até a
convergéncia a 100% da variancia.

Deste modo, podem-se destacar algumas caracteristicas essenciais da ACP segundo
Kubrusly (2001). A primeira ¢ que sendo uma andlise com propriedades geométricas a
dispersdo dos dados ¢ importante, pois esta associada a quantidade de variancia contida nos
mesmos, proveniente das combinagdes lineares das variaveis originais. Portanto a variancia

(variancia explicada ou também inércia) ¢ a medida central, pois traduz a informagao

contida em cada variavel, obtida por sua vez, a partir dos autovalores.

= ACM — A Analise de Correspondéncias Multiplas, ¢ um caso especial da Analise de
Correspondéncias, basicamente ¢ similar a ACP em interpretacdo, porém suas
estatisticas sdo calculadas levando em consideragdo que suas variaveis sao

categdricas, ou seja, aplica-se aos dados discretos, inclusive qualitativos.

Suas estatisticas sdo complexas do ponto de vista matematico, porque envolvem uma
pesada notagdo de algebra matricial (De LEEUW, 1984), ndo muito comum nesta area de
estudo, mas seguem algumas defini¢des simples para o entendimento funcional.

Desta forma:

a) as ponderagdes levam em conta a variavel Xj;, sendo:

b) X na sua i-ésima observagado para a j-ésima categoria (ou nivel);

c) As categorias sdo exclusivas, cada caso s6 pode assumir uma categoria por
variavel.

d) A Anilise de Correspondéncias é aplicada a matriz indicadora Z com 7 linhas
(sistemas de produgdo leiteiros ou propriedades) e p colunas que categorias

nominais das variaveis de estudo, no caso as variaveis relativas aos processos
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produtivos que podem ocasionar a contaminacao do leite ou dos vetores de
contaminacdo®.
e) A seguir a matriz Z ¢ padronizada em cada elemento para G por seus respectivos
perfis de linha (#;) e coluna (c;) de acordo com:
Gij =
VTj-Cj

para0<i<nel0<j<p.

Maiores informagdes sobre as estatisticas dessa andlise podem ser vistas em: De

Leeuw, (1984); Costa et al., (2008); Abdi & Valentin, (2007) e Lebart (2000).

= CHA - A Andlise Hierarquica Ascendente, também chamada de andlise de
grupamentos ou clusters (KUBRUSLY, 2001) ¢ uma técnica baseada nas distancias
Euclidianas de grupamentos de objetos de acordo com determinadas varidveis com
segue:
Seja X = {X},....X,} um conjunto de varidveis e
O ={0y,....0,} um conjunto de objetos (sistemas de produgao leiteira) que se deseja
agrupar.
Tomando o conjunto X, determinar uma parti¢do de O em grupos g; tal que:
se O, e O pertencemag;_, O, e O, sdo semelhantes,
se O, pertencem a g; ¢ O, pertencem a g, O, ¢ Oy sdo distintos.
Outros detalhes sobre as métricas e os calculos podem ser vistos em Lebart (2000).

A forma de utilizacdo dessas analises nao ¢ uniforme, sendo seguida aquela
metodologia, cuja abordagem mais se adapte as caracteristicas dos dados e que extraia as
informagdes necessarias destes de acordo com a estruturacao da hipdtese. A construcao de
tipologias (LANDALIS, 1998) ou a elaboragdo de indices classificatorios (KUBRUSLY,
2001) esta entre essas nuances de utilizacgdo do método de estatisticas exploratorias
multidimensionais, termo utilizado por Lebart (2000), se referindo 4s analises multivariadas

apresentadas.

¥ Vide Quadrol e Figura 2
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OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi determinar os fatores relacionados a contaminagdao do

leite por micotoxinas e residuos quimicos de organofosforados e carbamatos nos SPL.
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CAPITULO II

A Influéncia de Regido e Periodos na Contaminacio por Aflatoxina M; e
Caracterizacdo dos Carbamatos e Organofosforados no Leite, no Estado
do Parana

RESUMO - Objetivando caracterizar a contamina¢do por AFM; e por residuos de
quimicos de organofosforados e carbamatos em trés regides (Maringa, Arapoti e Mal.
Candido Rondon), e dois periodos de fornecimento de alimentos foi conduzido um estudo
sobre 95 SPL no ano de 2009/2010. Foram colhidas e analisadas amostras de leite para
avaliar a contaminagdo pelos residuos quimicos e de aflatoxina. A AFM, foi quantificada
por meio de um kit-imunoensaio ELISA competitivo Ridascren® capaz de quantificar até
100ppt da toxina. A agua e os alimentos, bem como o leite foram analisados quanto a
presenga ou auséncia dos carbamatos e organofosforados por método qualitativo. Houve
diferenca entre as médias de concentragdo de AFM, entre os periodos de maior € menor
fornecimento de alimentos conservados e concentrados (p < 0,05) da ordem de 0,1433 ppb,
mas nao foi observada diferenca (p > 0,05) entre as regidoes. A contaminagdo do leite por
carbamatos ndo esteve correlacionada (p < 0,01) com a contaminacdo por
organofosforados, evidenciando a distin¢do entre as fontes de contaminagao: tratamento de
parasitos do rebanho e agrotoxicos utilizados na agricultura. Esse ultimo fato evidenciado
pela presenca de organofosforados nos alimentos afetando (p< 0,001) a contaminagdo dos
suprimentos de dgua para os SPL estudados. Conclui-se que a contaminagado por aflatoxinas
tem estrita relacdo com o fornecimento de alimentos concentrados e conservados e que se
torna necessaria a quantificacdo da contaminag¢do por agrotoxicos e a identificagdo das
fontes de contaminagdo por micotoxinas a fim de criar condigdes para a intervencao sobre a

contaminacao do leite.

Palavras-chave: producdo leiteira, seguranca alimentar, micotoxinas, sistemas de
alimenta¢do de bovinos
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ABSTRACT - Aiming to characterize the contamination by AFM,; and chemical’
residues(organophosphate and carbamates) in 3 regions in Parana state- Brazil over 2
feeding periods, it was conducted a study in 95 DPS on 2009/2010 years. There were
collected and analysed samples of milk and water to evaluate contamination by chemicals
residues and AFM,. This contaminant was quantified using a competitive imuno-assay:
Ridascren® . This test was able to quantify until 100ppt of AFM,. Water and feeds, as well
as milk, were analyzed about presence or absence of carbamates and organophosphates by a
quantitative method. There was diference (p < 0.05) for AFM; contamination between the
periods of higher and the lower supply of concentrate feeds. That was of about 0.1433 ppb,
however there was no difference among regions (p > 0.05). There was no relation between
milk contamination by carbamate and organophosphate, showing the distinction between
the contamination sources: treatment of herd parasites and pesticides used in
agriculture. This last one was evidenced by organophosphates presence in feeds affecting (p
< 0.05) the contamination of water supply. It was concluded that the mycotoxins
contamination have a strict relation with feed supply (specially concentrate and silage) and
it became necessary the quantifying the contamination source by organophosphate and

carbamates as well as to define the sources of mycotoxins contamination.

Keywords: dairy production, food safety, mycotoxins, herd feed systems
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Introducio

Sabe-se que as caracteristicas de uma propriedade leiteira, necessariamente,
influenciam nos seus resultados (DEDIEU et al., 2008; HOSTIOU et al., 2006) e que o
leite, quer em quantidade, quer em qualidade ¢ fun¢do do SPL utilizado
(BONDENMULLER et al. 2008). Portanto, suas caracteristicas, positivas ou negativas, so
construidas ao longo do processo de producao.

Os diferentes SPL, em fung¢do do produtor, o individuo (ou familia) que toma as
decisdes (DAMASCENO et al. 2008), tratam diferentemente, em termos de estratégias
produtivas, os postos de manejo’. Um dos postos de manejo que mais influencia na
quantidade, na qualidade (JAHREIS et al., 1997; ALDRICH et al., 1997; FORBES, 1995) e
na distribui¢do da producdo do leite ao longo do ano ¢ o de alimentagdo (ROEHSIG, 2005).

Para a contaminagdo se aplica o sentido inverso do de “constru¢do da qualidade”.
Tanto os fatores que originam as contaminagdes por residuos quimicos (OKADA et al.,
1997; FLORES et al. 2004) quanto aquelas originadas por micotoxinas (PARAMITHIOTIS
et al., 2009) tém forte componente nos processos de producdo agropecuarios como € o caso
do: 1) manejo de agrotoxicos nas culturas ou de ii) combate de parasitas no rebanho, de iii)
estocagem de alimentos (principalmente em se tratando as micotoxinas), iv) processamento
e transporte.

A variagdo intra-anual na oferta de alimentos seja em quantidade ou qualidade ¢ uma
realidade pratica na atividade leiteira que leva os produtores a desenvolver estratégias para
balancear a variagdo da oferta de alimentos (ROEHSIG, 2005; SANTOS & VILELA,
2000). Uma dessas estratégias muito difundidas entre os produtores ¢ a da armazenagem,
seja para graos secos, seja por fenagcdo ou ensilagem. Porém quanto a contaminagdo por
micotoxinas a armazenagem causa alguns inconvenientes dada a natureza da proliferacao
dos fungos causadores (Géneros: Aspergillus, Penicillium e Fusarium) em cereais
armazenados. Ndo somente o armazenamento, mas também o cultivo e tratos culturais de
cereais sao determinantes tanto para a contaminagdo por micotoxinas (WAN

NORHASIMA et al., 2009) quanto por agrotoxicos (FLORES et al. 2004).

? Postos de manejo sdo as unidades que compde o sistema de produgio quanto a organizagio do manejo
zootécnico: A Sanidade, A gestdo do efetivo de animais, Sistema de alimentagdo, Gestdo da superficie
forrageira, Reproducdo ¢ a Comercializacdo sdo exemplos de postos de manejo.
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Desta forma a contaminagdo do leite por Aflatoxina M;, residuos de carbamatos e
organofosforados ¢ a consequéncia natural da contaminagdo dos cereais utilizados na
alimenta¢do dos rebanhos leiteiros.

Considerando a sazonalidade na alimenta¢dao dos animais, bem como na produgao de
cereais e a influéncia que a regido pode ocasionar sobre essas atividades, o objetivo deste
trabalho ¢ determinar os efeitos de regido e de época sobre a contaminacdo do leite por
Aflatoxina M;, residuos de agrotoxicos e endectocidas dos grupos Carbamato e

Organofosforado.

Material e métodos

O presente estudo foi realizado no ano agricola de 2009/2010, em trés regides do
Estado do Parana. 1) Regido noroeste, delimitada entre: 23°00” e 23°30” sul; 51°30” e
52°30” oeste; clima tipo Cfa e solo predominantes Latossolo e Nitossolo contando com 38
SPL; 2) Regido sudeste, delimitada entre as coordenadas: 24°00” e 24°30” sul; 49°30” ¢
50°00” oeste, clima tipo Cfb'® e solo predominantes Latossolo e Cambissolo'' contando
com 32 Sistemas de Produgdo Leiteiros — SPL e 3) Regido sudoeste, delimitada entre:
24°30” e 25°00” sul; 53°30” e 54°06” oeste; clima tipo Cfa e solo predominantes Latossolo
e Nitossolo contando com 25 SPL. Todas as regides totalizaram 95 SPL. Mapa das regioes
no Apéncice.

As colheitas de amostras dos alimentos concentrados, forragens e graos conservados,
subprodutos da agricultura, 4gua e leite foram realizadas no periodo de maio a agosto de
2009 e subsequentemente de outubro de 2009 e abril de 2010. As entrevistas com 0s
produtores foram realizadas de maio de 2009 e setembro de 2010, segundo a
disponibilidade para a realizacdo das visitas conforme questionario guia (vide Apéndice)
visando identificar os processos de contaminagdo. Foram realizadas, no minimo, duas
visitas por SPL e no méximo quatro.

As amostras de alimentos foram refrigeradas logo apds a colheita de campo e em
seguida congeladas a -20°C em freezer até a realizagdo das analises de contaminantes no
laboratorio de Toxicologia Veterinaria da Universidade Estadual de Londrina, campus sede.

As amostras de leite e agua foram colhidas e acondicionadas da mesma forma que os

1% Classificagido de Koppen; fonte: Simepar/ITGC-PR 2008.
" Fonte: EMBRAPA/EMATER-ITGC-PR 2009.
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alimentos e posteriormente as amostras de leite (em duplicata) foram divididas em dois
lotes. As amostras de dgua e o primeiro lote das amostras de leite foram enviados a UEL,
assim como as amostras de alimentos, para a realizacdo das andlises de contaminantes. O
segundo lote das amostras de leite foi submetido a extracdo do plasma para a leitura de
Aflatoxina M; no Laboratorio de Alimentos ¢ Nutricdo Animal da Universidade Estadual
de Maringa.

A metodologia utilizada para a realizacdo das andlises de residuos de carbamatos e
organofosforados no leite, nos alimentos da dieta e na agua foi a cromatografia de camada
delgada — CCD com coloragdo em Rodamina e P-nitroanilina, uma técnica qualitativa
descrita em AOAC (2003).

Para deteccdo de micotoxinas, utilizou-se a CCD, descrita por Soares e
Rodriguez-Amaya (1989) adaptada por Gimeno (1983). Os padrdes e concentragdes
(ug/mL) utilizados foram AfB1 (2,55), AfB2 (2,62), AfG1 (2,45), AfG2 (4,55) e
Ocratoxina A (143,05) (Sigma Inc. - EUA), conforme metodologia da AOAC,
(1995). Os limites de deteccdo do método foram 2 e 5 pg/Kg e os limites de
determinagdo foram de 4 e 10 pg/Kg para aflatoxina e ocratoxina, respectivamente.

Na extragdo do plasma do leite, os potes plasticos de 20 ml, contendo as
amostras, foram descongelados em banho-maria a 40°C por 30 minutos e
imediatamente centrifugados em centrifuga refrigerada Fahen® a 10°C durante 10
minutos a uma rotagdo de 6700 RPM. Posteriormente foram retiradas aliquotas da
fase intermedidria, depois de removida a matéria graxa sobrenadante, ¢ depositadas
com pipeta em recipientes eppendorf sendo acondicionadas em refrigerador e
identificadas para andlise subsequente.

As amostras de leite foram analisadas, em duplicata, com o kit imunoenzimatico
ridascreen®Fast Aflatoxin M;, R-biopharm®. Este, composto por um suporte para os
“pogos”, recobertos com anticorpos anti-IgG, cinco solugdes-padrao de AFM; (de 0, 250,
500, 1000 e 2000ppt), contendo anticorpo IgG policlonal anti-AFM;, conjugado,
cromoégeno e solugdo bloqueadora de acordo com o protocolo descrito no manual.

A leitura foi realizada utilizando-se espectrofotometro em comprimento de onda (L)
de 450nm e o resultado expresso pela média dos valores observados para cada duplicata. As

absorbancias foram calculadas para cada observagdo segundo:
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A; :
M= () <100
-’4[!“”(
Em que::

A = absorbancia para A de 450 nm;

Agpp = absorbancia para o padrio 0 (0 ppt de AFM,);

A; = absorbancia observada para cada amostra (de i até n).

Os valores de absorbancia obtidos (em %) para cada observacdo foram convertidos
em concentragdo (ppt) pela curva padrao, parametrizada a cada ensaio, fornecida pelo
software Softmax-pro”, versdo 5.4. O protocolo de analise desenvolvido foi para ensaios de
imunoafinidade competitiva, (ELISA) lidos no “endpoint” de cada reacdo com base no

protocolo para melamina (Softmax-pro 5.4).

As andlises exploratorias dos dados foram realizadas com a ajuda do software R
versao 2.12.0 (2010). Preliminarmente os dados foram analisados segundo o modelo
estatistico:

};J.,M' = i+ It + P;‘ =+ RP” + €ijkl

Em que::
Y = observacdo associada a Regido i para o Periodo j;

1 = constante geral, representando a média das observagdes;
R = regido, com i variando de 1 até 3;

P = periodo, com j variando de entre 1 ¢ 2'%;

RP = interacdo entre regido i e periodo j;

¢ = erro aleatdrio associado as observagoes.

Como a variavel resposta (AFM;) ndo apresentasse distribuicdo normal pelo teste de
Shapiro Wilk (P>0,05), foi utilizado o procedimento de modelos lineares generalizados —
GLM para distribui¢ao gamma, do pacote car do software R2.12.0. As variaveis carbamato
e organofosforado no leite e alimentos foram analisadas por métodos ndo paramétricos e

baseados em tabelas de contingéncia.

12 1~ . e . , . .
Nao somente com sentido climatico, mas como periodo de maior fornecimento de concentrados e de
alimentos conservados.
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Os testes de média para AFM; foram feitos por meio de comparagdes multiplas

utilizando o recurso “Tukey” (p<0,05) com a ajuda, livraria multcomp. (R, 2.12.0)

Resultados e discussao

A sumariza¢do dos dados da contamina¢do dos SPL com AFM,; e apresentada a
seguir. A contaminagao total das amostras, acima do limite de deteccdo do teste (~ 0,2 ppb)

foi de 55,68% da amostras. Para as regides os dados sdo apresentados na Figura 4.

Proporcdo de Contaminagao por Aflatoxina M1

55,68% 49

50 +—{@>0,2 ppb
45 1@ <0,2 ppb

39

59,38%
51,61% 56,00%

SPL

11

Regido 1 Regido 2 Regido 3 Global

Figura 4 — Proporcao de amostras contaminadas por AFM; versus ndo contaminadas

segundo o limite de detec¢do 0,2 ppb

A percentagem de contaminagdo total por AFM; encontrada foi consideravelmente
mais baixa que a encontrada por Skrinjar et al. (1995) estudando amostras de leite cru, na
regido da antiga lugoslavia, cuja proporcao de contaminacao foi de 91%. Rodriguez-Amaya
& Sabino (2002) reportaram propor¢des de 11% em Sdo Paulo e 75% em Minas Gerais,
para leite em po reconstituido e queijos, respectivamente.

As amostras que excederam o limite estabelecido pela ANVISA (2006) e adotado
como legislagdo no pais (0,5 ppb), perfizeram 2,84% das amostras totais para este estudo.
Levando-se em considera¢do os limites adotados por paises como o Canadd e a Unido
Europeia que ¢ de 0,05 ppb (FAO, 2005) teriamos um total de 89% das amostras acima do
nivel de tolerancia. Considerando que paises mais tolerantes como os EUA (0,5 ppb) sdo
grandes produtores de leite (USDA, 2010) o leite da regido estudada ainda estd aquém dos

padrdes internacionais de potenciais importadores como a Unido Europeia.
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A apresentacdo dos resultados para os efeitos das varidveis independentes testadas
sobre a Aflatoxina M, e suas estatisticas estd na Tabela 3, que contém o sumdrio das
estatisticas.

Tabela 3 — Estatisticas para a analise de varidncia e teste de médias utilizando MLG
(Modelos Lineares Generalizados) para a quantificacdo de Aflatoxina M; em

um arranjo fatorial.

Médias para os Fatores

n=95 REG1 REG 2 REG 3 PER1 PER2

u 0,1673° 0,1869 * 0,2164° 0,2594° 0,1171°
Max 0,5650 0,4420 1,2370 1,2370 0,3480
Min 0,0180 0,0230 0,0100 0,0910 0,0100
Dp 0,1101 0,1115 0,2124 0,1650 0,0767
Anova ns ns ns *x *x

** significativo a p< 0,001. Letras diferentes na linha diferem pelo teste de Tukey (p < 0,001)

Os niveis de AFM, ndo apresentaram variagdo de contaminacdo (p > 0,05) entre as
propriedades, por regido, embora a diferenga seja significativa entre periodos e nem entre
as interagdes entre periodo e regido.

Como esses periodos foram considerados como periodos com nimeros de fases de
alimentagdo distintas (ROEHSIG, 2005), ou seja, em um periodo de maior consumo de
concentrados e alimentos conservados € no outro consumo menor desses insumos, os
valores encontrados demonstram um efeito da contaminacdo sobre as praticas de
planejamento alimentar nos SPL.

Fagan (2006) encontrou diferencas entre SPL (0,180 e 0,628ppb) embora sua
abordagem nao fosse amostral, mas de um estudo de casos, isso evidencia as variagdes
individuais que ndo se transpuseram para as variagcdes entre grupos de produtores (Tabela
3) no presente estudo. Esse fato pode ser reforcado se considerada a variagdo entre o
maximo e o minimo amostral (0,100 ppb) e no méximo (1,233 ppb) como o indicador da
heterogeneidade das variagdes individuais.

A variagcao entre os periodos remete a dois raciocinios: os tratos culturais com os
cereais (WAN NORHASIMA et al., 2009) e os cuidados de armazenamento e estocagem
de graos (IHESHIULOR et al. 2011). Ambos estdo estritamente ligados aos processos de
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planejamento anual da alimentacao, ou seja, gestao da oferta e da demanda de alimentos no
rebanho (DAMASCENO et al., 2008).

Oliveira et al. (2010) estudando SPL na regido de Sao Carlos — SP encontrou niveis
mais elevados de AFM; para SPL que combinavam o concentrado (base milho e soja) com
outras oleaginosas (0,322 ppm) ou com silagem e polpa citrica (0,121 ppb) do que com
combinagdes somente com a silagem (0,010 ppb). No presente trabalho, principalmente as
regides 2 e 3 apresentam combinacgdes de alimentos oleaginosos com maiores niveis de
fornecimento de concentrados, sendo que a regido 3 apresentou a maior variagdo entre os
limites inferior e superior para AFM;. Foram estes 0,100 e 1,2370 ppb, respectivamente.

A ocorréncia de carbamatos e organofosforados no leite também ¢ decorréncia dos
tratos culturais e do manejo com o rebanho (NERO et al, 2007). Na Figura 5, ¢ apresentado

um panorama da contaminag¢ao por carbamatos e organofosforados no presente trabalho.
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Figura 5 — Contaminagao por residuos quimicos por fonte alimentar, colheita e regido para
os SPL de acordo com os MGL.

A probabilidade de contaminac¢do por organofosforados nos alimentos foi maior para
o leite (p < 0,05), ndo tendo sido observada diferenga em relacdo aos demais alimentos e
para os carbamatos. A colheita 1(figura 5) apresentou um acréscimo em relagdo a colheita
2, somente para os organofosforados.

Segundo Nero et al. (2007), fazendo uma caracterizagdo da contaminagdo em quatro
regides do Brasil (MG, SP, PR e RS), num total de 209 amostragens e também da
influéncia destes contaminantes sobre microrganismos do leite contabilizaram um total de

75,12% de contaminagdo por organofosforados e em torno de 74% por carbamatos. Apenas
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em torno de 6% das SPL estavam livres de contaminantes. Na presente amostragem, esse
montante foi de 46,97% para organofosforados e 24,2% para carbamatos, entretanto os SPL
descontaminados ocorreram numa propor¢ao maior com relacao aquele estudo, perfazendo
33,3% do total.

De qualquer modo, dois ter¢os dos SPL contaminados ¢ um dado preocupante em
termos de satide publica: Caldas et al. (2000) conduziram um estudo que apontou que
muitas das fontes de alimentacdo humana e animal, tém niveis elevados de IDA (ingestao
diaria aceitavel), e em varios casos proximos de 100% em um s6 alimento.

Os dados encontrados no presente trabalho, e na literatura, sdo reforgados pelas
estimativas da ANVISA (2006) que aponta o Brasil entre os maiores consumidores de
agrotoxicos e pesticidas no Mundo. Na tabela 4, sdo apresentadas as interacdes entre os
alimentos, periodos de colheita e regides.

Tabela 4 — Probabilidades de ocorréncia de contaminantes a partir dos MLG probit, familia

binomial, para as intera¢des alimentos: regido e alimentos:periodo

Alimento Organofosforados Carbamatos

Reg 1 Reg 2 Reg 3 Reg 1 Reg 2 Reg 3
Agua 0,07 <0,01* 0,03 <0,01* <0,01* <0,01*
Concentrado <0,01* <0,01* <0,01* 0,19 0,21°* 0,21°*
Leite 0,35° <0,01* 0,42 ° <0,01* <0,01* <0,01*
Volumoso 0,03 0,13 0,06 * 0,07 * 0,34* 0,15%

Per 1 Per 2 Per 3 Per 1 Per 2 Per 3
Agua <0,01* <0,01* <0,01* <00,1* <00,1* <00,1*
Concentrado 0,17° <0,01° 0,06 " 0,22° 0,21° 0,19°
Leite 0,54 * 035" 0,56 * 0,25° 0,08°  <0,01°*
Volumoso 0,04 * 0,10*° - 0,22 0,11% -

Reg, de 1 a 3 = regides noroeste, sudeste e sudoeste do Parana, respectivamente; Per, de 1 a 3 sdo os periodos de colheita

das amostras. Letras diferentes na linha diferem pelo teste de > com a corregio de Bonferroni (p < 0,05).

As regides 1 e 3 se encontram mais propensas a apresentar contaminagdo no leite por
causa dos residuos de organofosforados, o que ndo se repete para os periodos sugerindo
causas locais para esse tipo de contaminagdo. J4 para os carbamatos o leite apresentou
maior propensdo a contamina¢do nos periodos 1 e 2, com destaque para o periodo 1 com
25% de probabilidade. Os concentrados se mostraram influenciados pelo periodo na

contaminagdo pelo grupo dos organofosforados.
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Periodos de interferindo na contaminacdo podem estar associados com indices de
pluviosidade ou evaporacdo desses compostos para a atmosfera, conforme observado por
Rodrigues et al. (2009), embora neste caso possa estar mais relacionado a época de tratos
culturais mais intensos causados pelas maiores infestagdes de plantas daninhas e pragas de
verao conforme descrito por Waquil et al. (2004) estudando épocas de ocorréncias e pragas
mais frequentes na cultura do milho.

O aumento da chance de contaminacdo do leite por organofosforados em regides de
intensa atividade agricola, como ¢ o caso das regides 1 e 3 sugere que hé ligacdo entre
essa atividade e a contaminacdo das fontes alimentares do rebanho. Para determinar essas
inter-relagdes entre as fontes e as provaveis origens da contaminagdo foram utilizados

métodos ndo paramétricos cujas estatisticas estdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 — Efeito das fontes de contaminacdo por residuos de organofosforados e

carbamatos sobre a presen¢a ou auséncia’ no leite.

Correlaciao nao paramétrica de Kendall T (tau) 5
Teste y p valor

Estatisticas ORGieite CARBieite  ORGatimento

EE3

CARBic T -0,320%* - - 7,43 0,0064
n 66 - -

ORGaiimento T 0,234% -0,03 - 2,0 0,1486
n 64 64 -

CARBiimento 1T 0,058 -0,149 0,086 ns ns
n 63 63 63

ORGqgu T 0,011 0,106 0,240* 1839 0,0000
n 66 66 64

* kR gionificativo a p <0,05; <0,01; <0,001, para o tau de Kendall e o y* (Chi-quadrado com ajuste de McNemar). *

Os carbamatos como fonte de contaminac¢do da dgua estiveram ausentes em todas as amostras.

A presenca de carbamatos no leite, nos SPL estudados ndo esta associada a presenca
dos organofosforados (P <0,01) o que indica que estes provém de fontes diversas. Os
carbamatos, segundo Nero et al. (2007) sao base de endectocidas disponiveis no mercado.
Deste modo, neste estudo, sua presenga estd provavelmente relacionado ao tratamento

inadequado e mal orientado de parasitoses no rebanho. Vérios fatores podem contribuir
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para isto, entre outros o desrespeito dos prazos de caréncia e das dosagens recomendadas
(CALDAS et al. 2000). A passagem do organofosforado ao leite pela alimentacdo se
apresenta positivamente correlacionada (T < 0,05), embora o teste do x* ndo sustente essa
hipotese (p > 0,05). Esta ndo sensibilidade do teste pode retratar uma limitagcao no esforco
amostral, ja que retrospectivamente, a relacdo entre pesticidas agricolas e residuos de
organofosforados no leite foi estabelecida (NERO et al. 2007, RODRIGUES et al. 2009).
Um fato que reforga essa linha de argumentagdo é que a presenca de organofosforados nos
alimentos influenciou (p < 0,05) a presenca deste contaminante na agua. Rodrigues et al.
(2009) relata a deterioracdo da biodiversidade pela contaminagdo da agua em certos
habitats naturais principalmente em virtude dos s residuos de glifosato (Roundup®).

Valeeva et al. (2005) classificaram na Holanda, os cuidados em procedimentos de
producdo com relagdao a contaminacao quimica do leite. O processo de producao foi o fator
mais importante (entre 18 fatores) perfazendo 6,84% de impacto para a seguranga alimentar
do leite, seguido da qualidade dos insumos alimentares (6,74%) o que foi determinado por
meio de pesquisa com envolvidos em todos os setores da cadeia do leite. Esfor¢cos como
estes demonstram que existem solugdes possiveis para implantagdo de protocolos de
seguranga alimentar uma vez que numerosos esforcos de pesquisa tém sido feitos no
sentido de elucidar o problema da contaminagao.

Tanto a contaminagdo por compostos quimicos (carbamatos e organofosforados),
quanto por bio-toxinas (especificamente a AFM, neste trabalho) causam, conforme
discutido, problemas endémicos de saude publica e poderdo causar perdas econdmicas
consideraveis, considerando as restricdes internacionais para importacdo de produtos
lacteos brasileiros, com relagdo a sua seguranga alimentar e inocuidade (FAO, 2005).

As trés regides t€ém problemas com a contaminagdo do leite, portanto identificar,
localizar e sistematizar acdes no sentido de se atacar a contaminagdo ¢ um passo importante

para a producdo de alimentos, notadamente o leite, no Estado do Parana.

Conclusao

A contaminacdo do leite por Aflatoxina M; ndo variou entre as regides (p > 0,05),
mas variou de acordo com os periodos de fornecimento de alimentos conservados e

concentrados em maiores quantidade. A amplitude da variacdo foi de 0,1 a 1,2 ppm o que
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explica as regides ndo diferirem (p > 0,05). A contaminacao do leite por carbamatos teve
relacdo negativa (p < 0,01) com os residuos de organofosforados, sugerindo que esses
contaminantes provém de fontes diferentes, sendo o primeiro relacionado aos endectocidas
e o segundo aos inseticidas e dessecantes largamente utilizados na agricultura, nas trés
regioes. Essa afirmacdo ¢ fortalecida pela presenga de organofosforados na agua (p <
0,001), relacionado a sua presenca nos alimentos.

Torna-se necessario quantificar os residuos quimicos para prever o real impacto na

saude humana e dos rebanhos dos SPL.
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CAPITULO III

Analisando as Fontes de Contaminacio de Micotoxinas: O que contribui
para os Niveis de Aflatoxina M,?

RESUMO - Objetivando caracterizar a contaminagdo por AFM,; quanto as fontes
de contamina¢do alimentar e os metabodlitos que a originaram foi conduzido um estudo
sobre 95 SPL no ano de 2009/2010. Foram colhidas e analisadas amostras de leite para
avaliar a contaminagdo por aflatoxina. A AFM,; foi quantificada por meio de um kit-
imunoensaio ELISA competitivo Ridascren® capaz de quantificar até 200ppt da toxina. Os
alimentos foram analisados por meio de CCD quanto a presenga ou auséncia de
micotoxinas € os dados analisados via analise de trilha. Houve uma um efeito direto de 0,51
da AFB; sobre a contaminacdo por AFM,; A AFG; Apresentou forte correlacdo ( P < 0,01)
com a AFB;, demonstrando possivelmente oriundas da mesma cepa flingica. As
aflatoxinas exerceram contamina¢do majoritaria (70% em relagdo as demais micotoxinas)
em todas as amostras colhidas. Os niveis de contaminantes no milho, na soja e nos
concentrados ndo foram mais importantes do que a presenga dos metabolitos de Aflatoxina,
provavelmente por causa de sua ampla distribui¢do por todos os alimentos componentes

da dieta animal nos SPL.

Palavras-chave: producao leiteira, fontes de contaminagdo, metabolitos de toxinas,
alimentos concentrados
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ABSTRACT - In order to characterize the AFM1 contamination on food sources
contamination and metabolites it was done a study over 95 SPL, in the years 2009/2010.
There were collected and analyzed milk samples to assess contamination by aflatoxin. The
AFM; was measured using a competitive ELISA immunoassay kit-Ridascren ® 200ppt
even able to quantify the toxin. The foods were analyzed by TLC for the presence or
absence of mycotoxins and the data analyzed through path analysis. There was a direct
effect of 0.51 on the AFB,; contamination by aflatoxin M;. The AFG; presented strong
correlation (P <0.01) with AFB1 and demonstrated possibly be drawn from the same fungal
strain. Aflatoxins contamination exerted majority (70% compared to other mycotoxins) in
all samples. Contaminant levels in corn, soybeans and concentrates were not more
important than the presence of aflatoxin metabolites, probably due to its wide distribution

in all food components of animal diet in the SPL.

Keywords: dairy production, contamination sources , metabolites of toxins, concentrate
feed
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Introducao

Quando se estuda um fendmeno crénico e endémico como ¢ o caso da contaminagao
de alimentos por micotoxinas (FAO, 2003) ndo basta testar os efeitos ¢ definir algumas
condigdes em que isto ocorre (WAN NORHASIMA et al., 2009; IHESHIULOR et al.
2011) € necessario, como proximo passo, quantificar as influéncias dos fatores envolvidos.

A literatura aponta diversas fontes de contaminacdo por micotoxinas (FREIRE et al.
2007), embora a natureza dessas fontes seja, notadamente, alimentar. Os problemas de
saude derivados de sua toxidez sdo na maior parte dos casos abordados como: “alarmantes
problemas de satde publica” (BENNETT & KLICH, 2003) com varios episodios
dramaticos de intoxicacdo aguda e morte (FREIRE et al. 2007), seja de animais
(MOREAU, 1979) seja de humanos (RODRICKS et al., 1977; PITT & HOCKING,1986).

Nao obstante, contaminagdes cronicas subagudas estdo relacionadas a muitos efeitos
deletérios para o organismo, quer animal ou humano (WAN NORHASHIMA et al., 2009;
CALDAS et al., 2002) como a carcinogenia e a hepatotoxicidade. Esses efeitos afetam
diretamente a producdo animal pela contaminagdo dos produtos finais ou pelo dano
metabolico, causado pelo envenenamento cronico nos animais, o que adiciona ineficiéncia
ao processo de producdo (JELINEK et al., 1989; LEUNG et al., 2006).

A qualidade das matérias-primas para alimentagdo animal ¢ um ponto de importante
discussdo nesse sentido, j& que em ultima instancia o consumo dos produtos animais carreia
essas toxinas para os humanos (MACHISNKI JUNIOR, 2008). A legislagdo de tolerancia
de contaminacdo em produtos para alimentacdo animal no Brasil ¢ condescendente, 50
ng/Kg para alimentos destinados ao consumo animal'® (ingestdo direta ou matéria-prima de
racdes), desta forma a regulacdo por meio de politicas publicas sobre o problema fica
comprometida, ja que a inica regulacdo ¢ exercida pelo custo/pre¢o de mercado.

A passagem das micotoxinas para os produtos de origem animal, neste caso
principalmente as aflatoxinas, estd condicionada a fendmenos de biotranformagao, sendo a

denominacdo genérica das vias metabolicas de detoxificagdo desses metabolitos. Segundo

> MINISTERIO DA AGRICULTURA. Portaria MA/SNAD/SFA, n ° 07, 09/11/88, Diario Oficial da Uni&o —
Secao I, pg: 21.968, 1988.
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Machinski Junior (2008) em torno de 58% dessas toxinas sdo eliminadas pela secrecao
biliar, por volta de 35% pela urina e uma fragao consideravel pelo leite na forma de AFM;.

Portanto, analisando e mapeando as fontes mais importantes de contaminacdo
alimentar, pode-se determinar pontos de controle eficientes para o problema da gestdo da
contaminagdo sobre matérias-primas na alimentagdo animal e posterior contaminagao dos
produtos de origem animal. Uma das propostas analiticas que se adequam a esta
abordagem do problema da contamina¢do por micotoxinas ¢ a andlise de trilhas (path
analysis) (REGO et al. 20006).

Deste modo, esse estudo objetiva determinar os efeitos diretos e indiretos e as

relacdes entre as variaveis “fonte de contamina¢ao” e as concentracdes de AFM;.

Material e métodos

O presente estudo foi realizado no ano agricola de 2009/2010 em trés regides do
Estado do Parana. 1) Regido noroeste, delimitada entre: 23°00” e 23°30” sul; 51°30” e
52°30” oeste; clima tipo Cfa e solo predominantes Latossolo e Nitossolo contando com 38
SPL; 2) Regido sudeste, delimitada entre as coordenadas: 24°00” e 24°30” sul; 49°30” e
50°00” oeste, clima tipo Cfb'* e solo predominantes Latossolo e Cambissolo'® contando
com 32 Sistemas de Produgdo Leiteiros — SPL e 3) Regido sudoeste, delimitada entre:
24°30” e 25°00 sul; 53°30” e 54°06” oeste; clima tipo Cfa e solo predominantes Latossolo
e Nitossolo contando com 25 SPL. Todas as regides totalizaram 95 SPL. Mapa das regides
no Apéncice.

As colheitas de amostras dos alimentos concentrados, forragens e graos conservados,
subprodutos da agricultura, agua e leite foram realizadas no periodo de maio a agosto de
2009 e subsequentemente de outubro de 2009 e abril de 2010.

As amostras de alimentos foram refrigeradas logo apds a colheita de campo e em
seguida congeladas a -20°C em freezer até a realizacdo das andlises de contaminantes no
laboratorio de Toxicologia Veterinaria da Universidade Estadual de Londrina, campus sede.
As amostras de leite e dgua foram colhidas e acondicionadas da mesma forma que os
alimentos e posteriormente as amostras de leite (em duplicata) foram divididas em dois

lotes. As amostras de 4gua e o primeiro lote das amostras de leite foram enviados a UEL,

' Classificagio de Koppen; fonte: Simepar/ITGC-PR 2008.
15 Fonte: EMBRAPA/EMATER-ITGC-PR 2009.
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assim como as amostras de alimentos, para a realizacdo das andlises de contaminantes. O
segundo lote das amostras de leite foi submetido a extracdo do plasma para a leitura de
Aflatoxina M| no Laboratério de Alimentos e Nutricdo Animal da Universidade Estadual
de Maringa.

Para detec¢ao de micotoxinas, utilizou-se a CCD, descrita por Soares e Rodriguez-
Amaya (1989) adaptada por Gimeno (1983). Os padrdes e concentragdes (pg/mL)
utilizados foram AfBI1 (2,55), AfB2 (2,62), AfGl (2,45), AfG2 (4,55) e Ocratoxina A
(143,05) (Sigma Inc. - EUA), conforme metodologia da AOAC, (1995). Os limites de
detecgdo do método foram 2 e 5 pg/Kg e os limites de determinagdo foram de 4 ¢ 10 ug/Kg
para aflatoxina e ocratoxina, respectivamente.

Na extracdo do plasma do leite, os potes plasticos de 20 ml, contendo as amostras,
foram descongelados em banho-maria a 40°C por 30 minutos e imediatamente
centrifugados em centrifuga refrigerada Fahen” a 10°C durante 10 minutos a uma rotagéo
de 6700 RPM. Posteriormente foram retiradas aliquotas da fase intermediaria, depois de
removida a matéria graxa sobrenadante, e depositadas com pipeta em recipientes eppendorf
sendo acondicionadas em refrigerador e identificadas para analise subsequente.

As amostras de leite foram analisadas, em duplicata, com o kit imunoenzimatico
ridascreen®Fast Aflatoxin M,;, R-biopharm®. Este, composto por um suporte para os
“pocos”, recobertos com anticorpos anti-IgG, cinco solugdes-padrao de AFM; (de 0, 250,
500, 1000 e 2000ppt), contendo anticorpo IgG policlonal anti-AFM;, conjugado,
cromoégeno e solugdo bloqueadora de acordo com o protocolo descrito no manual.

A leitura foi realizada utilizando espectrofotometro em comprimento de onda (A) de
450nm e o resultado expresso pela média dos valores observados para cada duplicata. As

absorbancias foram calculadas para cada observagao segundo:

A; i
A\ = (——-) * 100
-’I'l[!;apf
Onde:

A = absorbancia para A de 450 nm,;

Agppe = absorbancia para o padrdo 0 (0 ppt de AFM,);

A; = absorbancia observada para cada amostra (de 7 até n).

Os valores de absorbancia obtidos (em %) para cada observagdo foram convertidos

em concentragdo (ppt) pela curva padrao, parametrizada a cada ensaio, fornecida pelo
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software Softmax-pro”, versdo 5.4. O protocolo de analise desenvolvido foi para ensaios de
imunoafinidade competitiva, (ELISA) lidos no “endpoint” de cada reagdo com base no
protocolo para melamina (Softmax-pro 5.4).

Foram realizadas andlises de regressdao multiplas pelo método da analise de trilhas
“path analysis” segundo o método utilizado por Rego et al. (2006), mas com a ajuda do
software R versdo 2.12.0 (2010) utilizando a livraria agricolae. Os dados referentes as
concentragdes das Aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2), Ocratoxina e Zearalenona nos alimentos,
todas elas relacionadas aos niveis d AFB, e AFM; foram analisados segundo o modelo

estatistico:

Y =56+ ﬁ;l.X!‘] + ...+ ,.-ijjn.Xj” + Eij

Em que: :

Y= observagio da variavel dependente (Aflatoxinay,);

Bo= coeficiente do parametro inicial da regressao, intercepto;

Bi = coeficiente da regressdo para a varidvel independente i , com n variando de 1 a 9
para: Aflatoxina bl, b2, g1, g2, Aflatoxina no milho, no concentrado, na soja, Zearalenona
e Ocratoxina; respectivamente;

X; = valor das observacdes para as variaveis independentes i (n variando de 1 a 9);

€ = vetor de erros associados a i-ésima varidvel na j-ésima observacao.
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Resultados e discussao

A caracterizagao das fontes de contaminagdo a distribui¢do dos contaminantes nos

alimentos amostrados e regides estdo representadas na Figura 6.

Contaminagfio por alimento Contaminacfio por regiéio

12,52%

100%

20% -

60% -

Amostras positivas

20% -

0%

Concentrada Miha Saja Cereais/outros Total Global Regifo 1 Regifo 2 Regifo 3

| m Afla(B1,B2,G1,52) B Zea W Ocra | | M mitholcereais M zoja [ concentrado |

Figura 6 — Contaminagdo de micotoxinas por fonte alimentar da dieta dos rebanhos para os
SPL analisados

As aflatoxinas sdo os contaminantes mais amplamente distribuidos na amostragem
para as 3 regides (70,0%), o que comprova sua importdncia quantitativa ja descrita em
outros trabalhos (RODRiGUEZ-AMAYA & SABINO, 2002; CALDAS et al., 2002).

A distribuigdo das micotoxinas esta preferencialmente relacionada aos cereais nesta
amostragem. Notadamente o milho e os demais cereais'®, que apresentam 12,2% das
amostras contaminadas, tém papel de destaque nessa contaminag¢do. Kawashima & Valente
Soares (2009) encontraram cerca de 96,0% de contaminacdo estudando milho e seus
derivados, salientando que o limite de detec¢do para estes autores foi de 1 ppb enquanto o
do presente trabalho ¢ de 2ppb. Comparando com Sassahara et al. (2003) analisando 40
propriedades no norte do Parand a prevaléncia de contaminagdo encontrada neste trabalho
(12,2%) foi menor que a encontrada por aqueles autores (20%), utilizando o mesmo método
analitico do presente trabalho.

A segunda maior fonte de contaminacdo sdo os concentrados comerciais,

provavelmente por causa (novamente) do milho que ¢ um de seus componentes

'® A presenca de outros cereais como aveia, trigo e centeio foi inferior a 1% da amostra, por isso foram
incorporados ao milho.
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majoritarios. Marcia & Lazzari (2008) demonstraram a prevaléncia de contaminagao sobre
o milho, fato este condicionado por sua estocagem e condigdes fisicas dos graos. Graos
integros no processo de colheita sofrem menos com a contaminagdo por fungos,
principalmente os do género Aspergillus, reponsaveis pelas aflatoxinas (MARQUES et al.
2009).

A amostragem ainda demonstra que as percentagens encontradas para as regides de
Maringd, Arapoti e Mal. Candido Rondon de 12,82% 15,00% e 13,84%, respectivamente
sdo quantitativamente preocupantes, ja que o Estado do Parana responde por
aproximadamente 22,0% da produgdo nacional de milho (IBGE, 2006) e a contaminacao
média de 12,2% representaria mais de mil toneladas, sendo a producdo total do estado
superior a nove mil toneladas.

Para estabelecer a passagem destas micotoxinas para o leite e determinar a
contribuicdo de cada um dos foi conduzida uma andlise de trilha (path analysis) cujos
resultados estdo sumarizados pelas Tabelas 6 e 7. Na tabela 6, estao os efeitos das fontes de

contaminag¢ao sobre os niveis de AFM;,
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Tabela 6 — Estimativas dos efeitos diretos (diagonal em negrito) e indiretos, da soma dos efeitos indiretos (IND), da correlacao (COR)

e da razdo entre os efeitos diretos e indiretos (DIR/IND) das fontes de contaminacao por micotoxinas sobre a incidéncia de

aflatoxina M1 para o total da amostragem.

Efeitos diretos e indiretos IND COR DIR/IND
Variavel AFbl AFb2 AFgl AFg2 AFmi  AFcon  AFsj ZEA OCRA
AFb1 0,5107 0,0128 0,2075 -0,052  0,0056 -0,0063 0,0000 -0,0207 -0,0075  0,1393 0,6485** 3,6673
AFb2 -0,0306 -0,2131 0,0236 0,0183 0,0011 0,000 0,0116 -0,0311 -0,0206 -0,0269 -0,2413 7,912
AFgl -0,0107  0,2247  0,4716 -0,0731 -0,0106 -0,0126 -0,0549 -0,0601 -0,0244 -0,0216 0,4526* -21,8258
AFg2 0,0277 0,1890 0,2452 -0,1407 -0,0172 -0,0036  0,0433 -0,0331 0,0094 0,4607 0,3156 -0,3053
AFmi 0,0043 -0,0511 0,0896 -0,0436 -0,0555 -0,0460 -0,0116 0,0083 -0,0244 -0,0745 -0,1321 0,7457
AFcon 0,0021  0,0358 0,0660 -0,0056 -0,0283 -0,0902 0,0433 -0,0062 -0,0169 0,0902 -0,0007 -1,0000
AFsj 0,0085 0,0000 0,0896 0,0211 -0,0022 0,0135 -0,2889 -0,0373 0,0056 0,0989 -0,1910 2,0953
ZEA 0,0320 -0,0511 -0,1368 0,0225 -0,0022 0,0027 0,0520 0,2072 -0,0263 -0,1072 0,0953 -1,9331
OCRA 0,0234 -0,0204 -0,0613 -0,0070 0,0072  0,0081 -0,0087 -0,0290 0,1877 -0,0877 0,1009 -2,1407

* significativo a p< 0,05 e ** p< 0,01 para a correlacdo de Pearson
AFB; (Aflatoxina B1), AFB, (Aflatoxina B2), AFG; (Aflatoxina G1), AFG, (Aflatoxina G2), AFBy; (Aflatoxina no milho e derivados), AFBcon (Aflatoxina nos

concentrados fornecidos), AFBg; (Aflatoxina na soja e derivados), ZEA (Zearalenona no milho e derivados), OCRA(Ocratoxina nos concentrados). A zearalenona

foi encontrada somente no milho e a ocratoxina somente nos cconcentrados.



62

A andlise de trilha ¢ utilizada para identificar as “trilhas causais™ ou relagdes entre as
variaveis afetando uma varidvel dependente de interesse (WOODS et al.2003). Os maiores
efeitos diretos se manifestaram pelas variaveis AFB; (0,51) e AFG; (0,47), demonstrando
que essas variaveis contribuem positivamente para o aumento da concentragdo de AFM;,
MARTINS & MARTINS (1986) confirma a relagao contribui¢do da AFB; para a AFM;,
como seu metabolito mais toxico presente no organismo animal. A taxa de transferéncia de
AFB, da ragdo para o leite de vacas esta situada entre 1 e 3%, com uma transferéncia média
de 1,7% (OLIVEIRA et al. 2010), embora estes valores possam variar de acordo com
varios fatores como o nivel de AFB; ingerido, produgdo de leite e sensibilidade individual a
aflatoxinas (JOUANY & DIAZ, 2005).

A relacdo entre efeitos diretos e indiretos, evidenciou a diferenca entre a magnitude
(~ 4 vezes e ~ 22 vezes, respectivamente) desses efeitos e para ambas (AFB; e AFG))
variaveis, demonstrando que o efeito se manifesta principalmente pela via direta.

Efeitos diretos pequenos ou negativos para as demais variaveis demonstram que sua
contribuicdo para os niveis da AFM; foi nula ou negativa. Por contribui¢do negativa ndo se
entenda descontaminacdo, mas a possivel contaminacdo por outros metabdlitos nao
especificos para o imunoensaio utilizado neste estudo. Isso se deve principalmente a outros
metabolitos que passariam ao leite como por exemplo o a-Zearalenol (PRELUSKY et al.
1990). Para este estudo esse pode ser o caso da AFG,, cujo efeito direto foi de — 0,14, mas
sua correlagdo com a AFM; nao foi significativa.

As aflatoxinas nas fontes alimentares (milho, concentrado e soja) tiveram, nesta
analise menores relevancias na analise, provavelmente pelo fato de que a AFM; tém maior
relacdo com o metabolito AFB,; (Oliveira et al. 2010; Martins & Martins, 1986) do que
propriamente com a fonte alimentar deste, j& que as aflatoxinas sdo amplamente
distribuidos em grdos, cereais e oleaginosas (Rodriguez-Amaya & Sabino, 2002). A
constatagcdo desses autores foi reafirmada neste estudo, sendo as aflatoxinas (B1, B2, G1 e
G2) os contaminantes majoritarios (70,0%) em todas as fontes alimentares nos SPL
analisados.

Na Tabela 7, sdo mostradas as relagdes entre os demais metabolitos e a AFB;.
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Tabela 7— Estimativas dos efeitos diretos (diagonal em negrito) e indiretos, da soma dos efeitos indiretos (IND), da correlagao (COR)

e da razdo entre os efeitos diretos e indiretos (DIR/IND) das fontes de contaminag¢do por micotoxinas sobre a incidéncia de

aflatoxina B1 para o total da amostragem.

Efeitos diretos e indiretos IND COR DIR/IND

Variavel ~ AFB2 AFG1 AFG2 AFmi AFcon AFsj ZEA OCRA

AFB2 -0,0523 0,0484 -0,0031 -0,0265 0,0127  0,0002 -0,0013 0,0019 0,0323 -0,2413 -1,6201
AFG1 -0,0073  0,3457 0,1853  -0,1175 0,0506  0,0031 -0,0026 0,0027  0,1143 0,6485** 3,0239
AFQG2 0,0005  0,2074  0,3089 -0,1630 0,0362  -0,0002  0,0005 -0,0003 0,0811 0,4526* 3,8072
AFmi -0,0037  0,1072  0,1328 -0,3791  0,1049  0,0014  0,0042  0,0022  0,3491 0,3156 -1,0859
AFcon -0,0037  0,0968  0,0618 -0,2199  0,1809 -0,0005 0,0026  0,0019 -0,0609 -0,1321 -2,9711
AFsj -0,0010  0,0899  -0,0062 -0,0455 -0,0072  0,0119 -0,0019 0,0000  0,0281 -0,0007 0,4245
ZEA 0,0026  -0,0346  0,0062 -0,0607 0,0181 -0,0008  0,0265 0,0027 -0,0665 -0,1910 -0,3981
OCRA 0,0037  -0,0346  0,0031 0,0303  -0,0127  0,0000 -0,0026 -0,0272 -0,0128 0,0953 2,1241

* significativo a p< 0,05 e ** p< 0,01 para a correlacdo de Pearson

AFB; (Aflatoxina B1), AFG; (Aflatoxina G1), AFG, (Aflatoxina G2), AFBy; (Aflatoxina no milho e derivados), AFBcon (Aflatoxina nos concentrados

fornecidos), AFBg; (Aflatoxina na soja e derivados), ZEA (Zearalenona no milho e derivados), OCRA(Ocratoxina nos concentrados). A zearalenona foi

encontrada somente no milho e a ocratoxina somente nos cconcentrados



64

A AFB, ¢ a aflatoxina com maior toxidez (MOSS, 1998), por outro lado ela da
origem a AFM; que ¢ o metabolito animal de maior relevancia e potencial patogénico
(Caldas et al., 2002). Neste trabalho a AFB; teve o maior efeito direto (0,51) na andlise de
trilha sobre os niveis de AFM,, desta forma as relagdes dos demais metabolitos ¢ a AFB,
podem ser instrutivos para o entendimento da contamina¢do no leite por meio dos
alimentos.

As aflatoxinas AFG; E AFG, (Tabela 7) apresentaram os maiores efeitos diretos
(0,35 ¢ 0,31) sobre a AFB,, com correlagdes positivas (p < 0,05; p <0,01). Esse fato aliado
a relacdo entre efeitos diretos e indiretos (DIR/IND) mostra que essas variaveis contribuem
para o aumento da ocorréncia da AFB; nos alimentos amostrados. Esse fato pode ter como
causa provavel a produgdo paralela desses metabdlitos pela populagdo fingica que infecta
os alimentos. Segundo Farias et al. (2000) o A. parasiticus tem a capacidade de produzir os
quatro metabolitos ao mesmo tempo o que nao explica o efeito direto negativo (- 0,05) da
AFB,, embora a correlagdo (p > 0,05) para esse efeito, bem como a soma dos efeitos
indiretos (0,032) seja, tampouco, relevante. Isto demonstra que para as amostras que
apresentaram contaminagdo por esses dois metabdlitos, ndo houve relagdo aparente. Na
Figura 7, esta o fluxograma (diagrama de trilha) que representa os principais efeitos e os

erros associados as estimativas dos efeitos sobre as variaveis AFM, (a) e AFB; (b).

Em azul, estimativas para o vetor de erros (g) associados a AFB, (0,6860) e a AFM, (0,3480)

AFLA milho

AFLA soja
018 g0

a) b) LEGENDA

AFLA Bl

¥ AFLA M1
0.0 i 006

010 T 003

011 ‘007

-0,01

Efeitos diretos
----- Efeitos indiretos
Vetor de erros

Figura 7 — Diagrama de trilha para os principais efeitos e erros associados as estimativas
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Desta forma fica evidenciada a influéncia das varidveis AFB, e AFG; (Figura 8)
sobre a concentracdo de AFM, e que embora a primeira esteja associada ao metabolismo de
formacdo da AFM; (Caldas et al. 2002), a segunda ndo tem relacdo aparente com esta. A
hipotese mais provavel para efeito da AFG; seria o metabolismo secundario paralelo ao da
AFB; produzindo quantidades equivalentes dos dois metabolitos simultaneamente, como
foi descrito por Farias et al. (2000).

Os metabdlitos de aflatoxina (B1, B2, Gl e G2) foram mais fidedignos como
indicadores da presenga de AFM; no leite do que quando associados aos alimentos (AFLA
soja, AFLA milho e AFLA conc.) provavelmente por causa de sua ampla distribuicdo por

todos os alimentos componentes da dieta animal nos SPL.

Conclusao

As Aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 foram os contaminantes de maior prevaléncia sobre
os alimentos fornecidos nos SPL. A AFB; exerceu o maior efeito direto sobre os niveis de
AFM; e sua concentragdo estd correlacionada (p < 0,01) a AFG,. Desta forma, esses

metabolitos contribuiram para o aumento na contaminagao do leite por AFM;.
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CAPITULO IV

As causas da contaminac¢io quimica e bioldgica do leite segundo analise
das praticas adotadas nos Sistemas de Producao de Leite.

RESUMO - Objetivando identificar os fatores da gestdo zootécnica nos SPL que
influenciaram na contaminagdo do leite por residuos quimicos e micotoxinas foi conduzido
um estudo sobre 95 SPL no ano de 2009/2010. Foram colhidas e analisadas amostras de
leite para avaliar a contaminagdo por aflatoxina. A AFM, foi quantificada por meio de um
kit-imunoensaio ELISA competitivo Ridascren™ ¢ um questionario guia semiestruturado
para identificar as causas junto aos produtores. Os alimentos foram analisados por meio de
CCD quanto a presenga ou auséncia de micotoxinas e os dados analisados via analise de
trilha. A ACM apresentou relagdes entre as praticas de manejo, praticas agricolas e
qualidade da matéria-prima da alimentagdo para esses contaminantes. As dimensodes da
ACM acumularam respectivamente 22,2% de variancia na primeira e 14,2% na segunda.
Houve relagdo (p<0,05) entre os alimentos conservados e a presenca de organofosforados
no leite e entre regido e presenca de aflatoxinas nos alimentos da dieta animal nos SPL. A
partir da contaminagdo por micotoxinas e residuos quimicos foi construida uma tipologia
com cinco familias de SPL em que os indicadores de aplicagcdo de tecnologia ligados aos
sistemas de alimentacdo e a producdo de conservados determinaram a incidéncia e a

intensidade da contaminagao do produto leite.

Palavras-chave: estratégias de gestdo, fontes de contamina¢do, manejo alimentar,
alimentos concentrados
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ABSTRACT - To identify the factors in animal production management in the SPL
influencing the milk contamination by chemical residues and mycotoxins it was conducted
a study in 95 SPL in the years of 2009/2010. There were collected and analyzed milk
samples to assess contamination by aflatoxin. The AFM1 was measured using a
competitive ELISA immunoassay kit-Ridascren ® and a semi-structured guide
questionnaire to identify the causes with farmers. The foods were analyzed by TLC for the
presence or absence of mycotoxins and the data analyzed through path analysis. The MCA
presented relationships between management practices, agricultural practices and quality of
raw material feed for these contaminants. The dimensions of the MCA accumulated
respectively 22.2% of variance in the first and 14.2% in the second. A correlation was
found (p <0.05) between preserved foods and the presence of organophosphates in milk and
between region and the presence of aflatoxins in foods of animal diet in the SPL. It was
constructed a tipology concerning to milk contamination which pointed five groups of dairy
farms. At these groups the indicators of technology aplication were linked with feed
management and conserved feed production to incidence of contaminants. The amount and

intensity of milk contamination was determined by these factors.

Keywords: manegement strategies, contamination sources , feeding, concetrate feed.
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Introducao

Os sistemas de Producdo Leiteiros (SPL) sdo unidades autonomas de produgdo que
operam sob condigdes diversas e com estratégias de producdo distintas. Essas estratégias
podem ser planejadas pelos produtores minuciosamente, focando algum objetivo produtivo,
mas muitas vezes o produtor ndo tem consciéncia exata de sua estratégia em longo prazo.

Sendo a producdo de leite um dos resultados alcangados no SPL, sua quantidade,
qualidade e distribui¢do sao dependentes do planejamento anterior que o produtor faz. A
comercializacdo deste produto tem regras institucionais estabelecidas quanto a sua
qualidade (MAPA, 2002) e inocuidade (ANVISA, 2001; 2002). As regras que regem
quantidade e distribui¢do estdo mais ligadas as condigdes edafoclimaticas, a gestdo
zootécnica e as flutuacdes do mercado.

E possivel estabelecer relagdes causais entre uma caracteristica do leite reconstruindo
o “caminho da contamina¢d0”, uma vez que o leite ¢ um resultado das praticas empregadas
no SPL (LANDALIS, 1998). Um questionario abordando os pontos chave do fendmeno pode
estabelecer uma relagdo de causa (FODDY, 2003), mas para isso ¢ necessario métodos de
analise que possam sumarizar grandes quantidades de varidveis sem perder as relagdes de
causa originais do fendmeno estudado (LEBARTet al., 2000; De LEEUW, 1984), no caso a
contaminagdo do leite. Este ¢ o caso em que se aplicam as técnicas multivariadas,
notadamente a Analise de Correspondéncias Multiplas (ACM).

Desta forma o alimento leite serd caracterizado em termos de qualidade e inocuidade
quanto ao seu processo de producdo primaria e transformacao industrial (quando ha) até o
consumidor final. Os contaminantes do leite, em especial os residuos quimicos de
agrotoxicos e endectocidas bem como as micotoxinas sdo fortemente influenciados pela
alimentac¢do do rebanho e pelas demais praticas de manejo adotadas nos SPL.

No caso dos agrotdxicos e endectocidas as principais causas de contamina¢ido sdo o
desrespeito de prazos de caréncia (CALDAS et al. 2000) e a ma orientagdo dos produtores
(NERO et al. 2007). Valeeva et al. (2005) classificaram na Holanda os cuidados em

procedimentos de produgdo com relacdo a contaminacdo quimica do leite. O processo de
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produgdo foi o fator mais importante (entre 18 fatores) tendo assim o maior impacto para a
seguranca alimentar do leite.

Quanto as micotoxinas, a literatura aponta diversas fontes de contaminac¢do (FREIRE
et al. 2007), sendo que a qualidade das matérias primas para alimentacdo animal ¢ um
ponto de importante discussdo nesse sentido, ja& que em ultima instdncia o consumo dos
produtos animais carreia essas toxinas para os humanos (MACHISNKI JUNIOR, 2008).

A legislagdo, para micotoxinas no pais ¢ bastante tolerante permitindo 50ppb'’
(ng/Kg) nos alimentos (FREIRE et al. 2007) o que d4 uma margem de seguranga nula,
considerando taxas de transferéncia entre 1,7 ¢ 3,0% em ruminantes para a AFB; por
exemplo (OLIVEIRA et al. 2010), embora estes valores possam variar de acordo com
varios fatores como o nivel de AFB; ingerido, produgdo de leite e sensibilidade individual a
aflatoxinas (JOUANY & DIAZ, 2005). Segundo Machinski Junior (2008) em torno de 58%
dessas toxinas sao eliminadas pela secre¢do biliar, por volta de 35% pela urina e uma fragdo
consideravel pelo leite na forma de AFM;.

Portanto, a andlise dos processos de producdo do leite, principalmente as praticas de
alimentagdo permitirdo determinar pontos de controle eficientes para o problema da gestao
da contaminagdo sobre os produtos de origem animal.

Deste modo, esse estudo objetiva identificar as praticas de manejo que estdo ligadas
as causas na contaminagdo por micotoxinas e residuos quimicos nos alimentos e no leite

dos SPL estudados.

Material e métodos

O presente estudo foi realizado no ano agricola de 2009/2010 em tré€s regides do
Estado do Parana. 1) Regido noroeste, delimitada entre: 23°00” e 23°30” sul; 51°30” e
52°30” oeste; clima tipo Cfa e solo predominantes Latossolo e Nitossolo contando com 38
SPL; 2) Regido sudeste, delimitada entre as coordenadas: 24°00” e 24°30” sul; 49°30” e
50°00” oeste, clima tipo Cfb'® ¢ solo predominantes Latossolo e Cambissolo' contando

com 32 Sistemas de Produgdo Leiteiros — SPL e 3) Regido sudoeste, delimitada entre:

7 MINISTERIO DA AGRICULTURA. Portaria MA/SNAD/SFA, n ° 07, 09/11/88, Diario Oficial da Unidio —
Secao I, pg: 21.968, 1988.

'8 Classificagdo de Koppen; fonte: Simepar/ITGC-PR 2008.

1 Fonte: EMBRAPA/EMATER-ITGC-PR 2009.
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24°30” e 25°00” sul; 53°30” e 54°06” oeste; clima tipo Cfa e solo predominantes Latossolo
e Nitossolo contando com 25 SPL. Todas as regides totalizaram 95 SPL. Mapa das regides
no Apéncice.

A colheita dos dados referentes aos sistemas de produgao leiteiros foi feita utilizando
um questionario guia semi-estruturado semiestruturado (Apéndice B) contendo questdes
que visam remontar os processos chave da contaminagdao do leite tanto por micotoxinas
quanto por residuos quimicos provenientes de agrotdxicos e endectocidas.

Este questiondario foi elaborado por um grupo de pesquisadores e técnicos na area da
produgdo e qualidade utilizando as técnicas para levantamento de dados e pesquisa em SPL
(DEDIEU et al., 2008; DAMASCENO et al. 2008; SOLANO et al., 2000). A partir das
respostas dos produtores cada uma das questdes foi considerada uma varidvel.
Posteriormente se realizou o método de sele¢do das variaveis, por meio da ACM e da CHA.
Foram mantidas as variaveis que obtiveram os maiores escores de contribui¢do dados em
termos de variancia explicada (KUBRUSLY, 2001) e ajuste fiel aos dados originais (o de
Crombach > 0,75).

Tabela 8 — Relagao das variaveis de elei¢ao submetidas a ACM e seus niveis de ocorréncia

VARIAVEIS
Niveis de cada variavel e descrigdo
MICOTOXINAS
Aflatoxina M, - Leite 1. Concentragoes de 0,4 ¢ até superiores a 0,5 ppb
2. Concentragoes até 0,4 ppb
3. Concentragdes acima de 0,2 ppb
4. Concentragdes abaixo do limite de deteccdo (< 0,2 ppb)

Aflatoxina B, - Alimentos 1 = < limite detec¢do; 2 = > 3 ppb; 3 = entre 10 e 20 ppb; 4 = > 20 ppb.

Aflatoxina B, - Alimentos 1 = < limite detec¢do; 2 = > 3 ppb; 3 = entre 10 e 20 ppb; 4 = > 20 ppb.

Aflatoxina G, - Alimentos 1 = < limite detec¢do; 2 = > 3 ppb; 3 = entre 10 e 20 ppb; 4 = > 20 ppb.

Aflatoxina G, - Alimentos 1 = < limite detec¢do; 2 = > 3 ppb; 3 = entre 10 e 20 ppb; 4 = > 20 ppb.

Ocratoxina - Alimentos

1 = positivo; 2 = negativo.

Zearalenona - Alimentos

1 = positivo; 2 = negativo.

RESIDUOS QUIMICOS
Carbamatos no leite

1 = positivo; 2 = negativo.

Carbamatos nos alimentos

1 = positivo; 2 = negativo.

Organofosforados no leite

1 = positivo; 2 = negativo.

Organofosforados nos
alimentos

1 = positivo; 2 = negativo.

Controle de carrapatos 1 = alopatico; 2 = homeopatico; 3 = ndo faz controle.

Controle quimico de carrapatos 1 = utiliza; 2 = nfo utiliza.
em animais lactantes




PROCESSOS DE PRODUCAO

Uso de silagem

Tipo de concentrado

1 = concentrado comercial; 2 = feito na propriedade; 3 = usam alimentos.

Armazenamento de
concentrados

1 <30dias;
2 >30 dias e <90 dias;
3 >90 dias

Concentrados para lactantes

1 = utiliza; 2 = ndo utiliza.

Uso de adsorventes

1 = utiliza; 2 = ndo utiliza.

Uso de subprodutos agricolas

1 = utiliza; 2 = ndo utiliza.

(cascas, carogos, polpas,
etc.)

TECNOLOGIA
Meédia por animal (L/dia) 1 menor que 120 L/dia
2 entre 120 e 250 L/dia

3 até 500 L/dia e maiores

1 em torno de 40% lactantes
2 de 60 até menos de 80% de lactantes
3 igual ou superior a 80 % de lactantes

Percentagem de lactantes em
relagdo ao total de vacas

Genética dos animais lactantes 1 =raga pura; 2 = cruzada; 3 = SRD

Regido 1 = Maringa; 2 = Arapoti; 3 = Marechal Candido Rondon

Posteriormente foi feita uma ACM com as varidveis eleitas para explicitar as relagdes
de causa (LEBART, 2000) entre as variaveis relativas aos processos € aquelas relativas aos
niveis e abrangéncia de contaminac¢ao do leite e dos alimentos.

As colheitas de amostras dos alimentos concentrados, forragens e graos conservados,
subprodutos da agricultura, agua e leite foram realizadas no periodo de maio a agosto de
2009 e subsequentemente de outubro de 2009 e abril de 2010.

As amostras de alimentos foram refrigeradas logo apds a colheita de campo e em
seguida congeladas a -20°C em freezer até a realizacdo das andlises de contaminantes no
laboratério de Toxicologia Veterinaria da Universidade Estadual de Londrina, campus sede.
As amostras de leite e dgua foram colhidas e acondicionadas da mesma forma que os
alimentos e posteriormente as amostras de leite (em duplicata) foram divididas em dois
lotes. As amostras de agua e o primeiro lote das amostras de leiteforam enviados a UEL,
assim como as amostras de alimentos, para a realizagdo das analises de contaminantes. O
segundo lote das amostras de leite foi submetido a extragdo do plasma para a leitura de
Aflatoxina M; no Laboratorio de Alimentos ¢ Nutricdo Animal da Universidade Estadual
de Maringa.

Para detec¢do de micotoxinas, utilizou-se a CCD, descrita por Soares ¢ Rodriguez-

Amaya (1989) adaptada por Gimeno (1983). Os padrdes e concentragdes (ug/mL)
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utilizados foram AfB1 (2,55), AfB2 (2,62), AfGl (2,45), AfG2 (4,55) e Ocratoxina A
(143,05) (Sigma Inc. - EUA), conforme metodologia da AOAC, (1995). Os limites de
detec¢do do método foram 2 e 5 pg/Kg e os limites de determinagdo foram de 4 e 10 nug/Kg
para aflatoxina e ocratoxina, respectivamente.

Na extracdo do plasma do leite, os potes plasticos de 20 ml, contendo as amostras,
foram descongelados em banho-maria a 40°C por 30 minutos e imediatamente
centrifugadas em centrifuga refrigerada Fahen” a 10°C durante 10 minutos a uma rotagio
de 6700 RPM. Posteriormente foram retiradas aliquotas da fase intermedidria, depois de
removida a matéria graxa sobrenadante, ¢ depositadas com pipeta em recipientes eppendorf
sendo acondicionadas em refrigerador e identificadas para analise subsequente.

As amostras de leite foram analisadas, em duplicata, com o kif imunoenzimatico
ridascreen”Fast Aflatoxin M, R-biopharm®. Este, composto por um suporte para os
“pocos”, recobertos com anticorpos anti-IgG, cinco solugdes-padrao de AFM; (de 0, 250,
500, 1000 e 2000ppt), contendo anticorpo IgG policlonal anti-AFM;, conjugado,
cromogeno e solugao bloqueadora de acordo com o protocolo descrito no manual.

A leitura foi realizada utilizando espectrofotdmetro em comprimento de onda (1) de
450nm e o resultado expresso pela média dos valores observados para cada duplicata. As

absorbancias foram calculadas para cada observagdo segundo:

A; :
A= (——-—) * 100
-’q[!ppf
Em que::

A = absorbancia para A de 450 nm;

Agppe = absorbancia para o padrdo 0 (0 ppt de AFM,);

A; = absorbancia observada para cada amostra (de i até n).

Os valores de absorbancia obtidos (em %) para cada observacdo foram convertidos
em concentracdo (ppt) pela curva padrdo, parametrizada a cada ensaio, fornecida pelo
software Softmax-pro”, versdo 5.4. O protocolo de analise desenvolvido foi para ensaios de
imunoafinidade competitiva, (ELISA) lidos no “endpoint” de cada reacdo com base no
protocolo para melamina (Softmax-pro 5.4).

As analises estatisticas, ja descritas, foram realizadas com ajuda do software SPSS
18.0, com os procedimentos de reducdo de dimensionalidade dos dados (ACM) e

classificagdo de variaveis (CHA).
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Resultados e discussao

A seguir as varidveis ligadas a contaminag¢do e suas respectivas contribuicdes e

correlagdes sdo representadas na figura 8.

057 tipo conc
A

0.4

' arm conc
conc vel A
A

media por animal L ¢
A

°
4

ctrl carp vl
A

Dimenséo 2
Q

ki
>

G2
A
afm1
A classe vcs lac
B2
A class perc ves| A
0,17 A
Zearalenona
A Ocratoxina ctrl quim msAub pro
carb ali A uso s adsorv
Acarbaliorg ali ,é a

T T T T
0,0 02 04 06 08 1,0

Dimenséo 1

Figura 8 — Representagdo das variaveis e suas contribuigdes para a formacao das duas

primeiras dimensdes da ACM.

As varidveis que assumem os maiores valores para cada dimensdo sdo as que mais
contribuem para a variancia acumulada (BARROSO & ARTES, 2003) sob a forma de
inércia. Desta forma, as varidveis que mais contribuiram para a formacao da dimensao 1 e a
diferencia¢do dos casos (SPL’s) foram: armazenamento de concentrado, nimero de vacas
em lactacdo, média de producdo por animal, uso de adsorventes e uso de subprodutos
subprodutos. A mensagem que essas varidveis passam ¢ tipicamente tecnoldgica, com
relagdo aos sistemas de producao.

Para a dimensdo 2 o tipo de concentrado, o controle de carrapatos em lactantes, a
incidéncia de Aflatoxina Bl nos alimentos e¢ o fornecimento de concentrado para as
lactantes ddo uma interpretagdo de qualidade do produto leite, principalmente quanto a sua
inocuidade/contaminagao.

Na tabela 9, estdo as saidas da ACM para as correlagdes ndo paramétricas entre as

variaveis.
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Bl B2 Gl G2 Zearalenona  Ocratoxina ORGali CARBali  afml PROD VLAC VLAC %
AFB1 1
AFB2 -0,018 1
AFG1 -0,016  0,691** 1
AFG2 0,177  0,294**  (,293** 1
Zearalenona -0,042 -0,030 -0,026 0,052 1
Ocratoxina -0,018 -0,013 -0,012 0,294* -0,030 1
ORGali -0,073 0,074 0,083 0,090 -0,060 0,074 1
CARBAali -0,105 0,176 0,090 0,078 0,175 0,176 -0,075 1
AFM1 0,144 -0,026 -0,033 0,244* 0,061 0,329* 0,224* -0,017 1
PROD 0,152 -0,019 -0,041 0,188 0,055 0,107 0,172 -0,079 0,223* 1
VLAC -0,055 0,050 0,009 0,155 0,045 0,116 0,214* 0,004 0,236* 0,611%* 1
VLAC % 0,085 -0,056 0,061 0,224* 0,026 0,059 0,162 0,014 0,076 0,446* 0,485 1
Uso silagem -0,132 0,140 0,046 0,067 0,108 0,140 0,180 0,107 0,194 0,333* 0,646 0,224
UCL 0,213* -0,039 -0,034 0,243* 0,084 -0,039 0,219* -0,033 0,023 0,318* 0,238 0,150
TiC 0,179 -0,130 -0,029 0,079 0,019 -0,130 0,129 -0,085 0,083 0,252* 0,402 0,248
SProd -0,008 0,108 -0,013 0,193 0,039 0,108 0,005 0,164 0,198 0,455* 0,555 0,060
ARMZ 0,135 0,063 0,100 0,262* -0,055 0,063 0,257* 0,004 0,211* 0,592* 0,815 0,484
UAD 0,111 0,078 0,104 0,191 -0,045 0,078 0,219* 0,022 0,176 0,496* 0,591 0,417
CQrebanho -0,103 -0,072 -0,111 -0,068 -0,064 0,150 -0,106 -0,003 0,091 0,346* 0,295 0,158
CQIlactantes -0,208* 0,083 0,106 -0,171 -0,125 0,083 0,151 0,019 0,084 0,264* 0,439 0,043

* significativo pelo teste T de Kendall (p < 0,05); ** significativo pelo teste T de Kendall (p< 0,01)
AFBI1 = aflatoxina B1; AFB2 = aflatoxina B2; AFGI1 = aflatoxina G1; AFG2 = aflatoxina B2; ORGali = residuos de organofosforados nos alimentos; CARBali= residuos de

carbamatos nos alimentos; AFM1 = aflatoxina M1; VLAC e VLAC% = nimero de vacas lactantes e percentual de lactantes em relagdo ao rebanho de fémeas, respectivamente;

CVL = concentrado para vacas lactantes; TiC = tipo de concentrado fornecido; SProd = subprodutos agricolas; ARMZ = armazenamento dos concentrados; UAD = utilizacdo de

adsorventes para micotoxinas; CQrebanho = controle quimico de parasitos no rebanho; CQlactantes = controle quimico de parasitos nas vacas lactantes; UCL = utilizagdo de

concentrados para lactantes; CARB leite = residuos de carbamatos no leite.
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Tabela 9b — Correlagdo entre as variaveis transformadas para a ACM — continuagao

uso sm conc vcl TiC subpro ARMZ UAD ctrl quim  CQlactantes
Uso silagem 1
conc vel 0,157 1
tipo conc 0,174 0,204* 1
sub pro 0,352* 0,067 0,225* 1
ARMZ 0,478* 0,257* 0,558**  0,512* 1
UAD 0,389* 0,232%* 0,305*  0,503*  0,581* 1
CQrebanho 0,272* -0,050 0,051 0278*  0,214% 0,142 1
CQlactantes 0,315* -0,094  0317*  0,301* 0,455 0,273*  0,416** 1

O controle quimico de carrapatos esteve fortemente associado a regiao (Tabela 8) P <
0,01, desta forma se torna uma componente importante na explicacdo da contaminagao.
Smith et al.(2002); trabalhando com sistemas de producdo leiteiros no Chile identificou,
como no presente trabalho, a influéncia das varidveis tecnoldgicas na tipologia de SPL.

As praticas que sao afetadas pela utilizacao de tecnologias no processo de producao,
via de regra alteram os resultados em termos de qualidade e oferta do produto leite como
observado por Bondenmiiller et al., (2010) e Damasceno et al. (2008). Essas tecnologias
incorporadas as praticas de alimentagdo t€m efeito sobre a contaminagao por micotoxinas,

como representado pela figura 9.
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As variaveis representadas na figura, sua descri¢do niveis de incidéncia podem ser visualizados na Tabela 8.
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Figura 9 — Representagdo dos niveis de incidéncia das variaveis sobre o plano fatorial

e interpretagdo da ACM.

A proximidade entre as representacdes graficas da auséncia de aflatoxina B2
(ocorréncia “2” em laranja) e o fornecimento minimo ou nulo de concentrado (ocorréncia
em azul) no quadrante em que as dimensdes assumem valores negativos indicando que
essas duas variaveis tém alta correlacio (LEBART et al. 2000). Isto demonstra uma
relagdo entre a quantidade de concentrados fornecidos e a ocorréncia desta micotoxina. Esta
afirmacao ¢ suportada pelos trabalhos de Marcia & Lazzari (2008) e Kawashima & Valente
Soares (2009) estudando a contribui¢do dos derivados do milho nas contamina¢des por
micotoxinas.

A contaminagdo foi representada na figura acima como uma tendéncia central, ou
seja, ndo diferencia os SPL em estudo. Em outras palavras a contaminagao por aflatoxinas,
bem como por residuos quimicos ¢ uma caracteristica endémica desses SPL, variando

apenas na intensidade e nas suas especificidades.
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A intensificacdo do uso de concentrado nos SPL mais produtivos (lado positivo da
dimensao 1) esta associado a maiores concentragdes (> 0,4 ppb) de AFMI1 no leite, embora
o menor uso de tecnologia esteve relacionado com maior incidéncia de amostras de leite
contaminadas com AFMI1, mas concentracdes mais baixas de até 0,2 ppb. J& para os
residuos de organofosforados, estes foram associados (p < 0,05) a alimentagdo dos animais,
com relagdo aos alimentos conservados (Tabela 8).

A distribuigdo das micotoxinas estd preferencialmente relacionada aos cereais e aos
concentrados nesta amostragem. Notadamente o milho e os demais cereais™, que
apresentam 12,2% das amostras contaminadas, t€ém papel de destaque nessa contaminagao.
Kawashima & Valente Soares (2009) encontraram cerca de 96,0% de contaminacio
estudando milho e seus derivados. O fornecimento de concentrado para as lactantes, por sua
vez, esteve associada (p<0,05) a contaminagdo por AFB,.

O equilibrio entre aplicagdo de tecnologia na producdo e contaminagdo do leite ¢
bastante ténue. No caso das micotoxinas, parece estar relacionado ao armazenamento de
concentrado e tratos culturais do milho (MARQUES et al. 2009), mas principalmente a
qualidade das matérias-primas das racdes comerciais.Essas matérias-primas obedecem a
legislagdo determinada pelo Ministério da Agricultura (1988) e a tolerancia ¢ alta, 50 ug/Kg
para alimentos destinados ao consumo animal, criando assim um problema institucional e
pratico, ja que a contaminacao do leite ¢ em funcao dos alimentos e a cobranga recai sobre
o produtor de leite.

A tipologia formou quatro familias de produtores (G1 a G4) baseados em suas
caracteristicas diante da contaminagao do leite.

Utilizando as interpretagdes funcionais das varidveis (figura 9) podem-se classificar
essas familias de SPL segundo suas caracteristicas gerais.

O Grupol ¢ caracterizado por SPL que se apresentam contaminado por residuos de
AFM1 bem como por pesticidas/agrotoxicos. As concentragdes de AFMI1 se apresentam
variaveis, desde abaixo do limite de deteccdo em torno de 0,2 ppm até acima do limite da

ANVISA de 0,5 ppm.

% A presenca de outros cereais como aveia, trigo e centeio foi inferior a 1% da amostra, por isso foram
incorporados ao milho.
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A distribui¢ao dos SPL segundo a tipologia criada pela ACM, classificados pela
ACHA ¢ apresentada na figura 11.
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Figura 10 — Representagao das tipologias dos SPL sobre o plano fatorial para a ACM.

Quanto a producdo de leite caracteriza-se por médias até 250 L/ dia e que
confeccionam seu proprio concentrado ou utilizam residuos da agricultura em seu lugar.
Relacionando as caracteristicas deste grupo com o trabalho de Oliveira et al. (2010) ¢
possivel tracar um paralelo entre o fornecimento de residuos da agricultura, principalmente
os oleaginosos ao aumento das concentragdes (ug/ L) de AFMI1. Quantitativamente ¢ o
grupo mais importante em niimero de produtores e, por esse motivo ¢ um perfil de produtor
a ser atingido por ag¢des de melhoria das praticas de producdo visando a melhoria da
qualidade do produto final (DAMASCENO et al. 2008).

O Grupo 2 ¢ um exemplo de maior aplicagdo de tecnologia na produg¢ao e maiores
indices produtivos, acima de 250 L/dia até superiores a 500 L de leite/ dia. A contaminacao
nesse grupo ¢ principalmente ligada aos residuos de organofosforados na alimenta¢ao dos
animais, caracterizada por fornecimento de forragens conservadas e propor¢des mais
elevadas de concentrados comerciais com relacao aos demais grupos. A contaminagao por
AFM1, assim como no grupo 1 ¢ importante em termos de propor¢do dos SPL, mas
contaminados com concentracdes intermedidrias acima de 0,2 até 0,3 ppb. A utilizagdo de

maiores propor¢des de concentrados e de silagens, ambos com presenga marcante de milho
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que ¢ um veiculo de contaminagdo por Aflatoxinas como observado por Kawashima &
Valente Soares (2009).

Os grupos 3 e 4 estdo ligados a aspectos especificos, tanto com relagdo a problemas
de armazenamento e ocorréncia de AFBI1, no caso do grupo 3 quanto por produg¢des
medianas e contaminacdo das matérias-primas por Aflatoxinas no caso do grupo 4. Ambos
0S grupos conservam um traco interessante de ndo terem presenca de contaminantes
provenientes de residuos de carbamatos e organofosforados. E importante notar que esses
grupos sao menos representativos em termos de nimero de SPL contemplados frente aos
demais grupos, e embora tenham que melhorar as caracteristicas de controle de qualidade
de seus alimentos, podem ser referéncias em termos de ndo contaminagao por residuos de
pesticidas e de agrotdxicos.

A determinacdo desses grupos de SPL, chamados de familias pela tipologia, tém
algumas utilidades mais oObvias: i) tentar minimizar o viés de classificacdes simplistas
(“intensivo”, “extensivo”, etc.) e usuais de SPL e deste modo estabelecer informagdes
validas do ponto de vista cientifico para a tomada de decisdo e aconselhamento técnico; ii)
demonstrar os processos de producdo, enquanto praticas definidas de manejo zootécnico
dos SPL, determinam a qualidade dos produtos finais, (inclusive o leite) e sdo distintos
entre os grupos de SPL agrupados segundo as suas caracteristicas técnicas; iii) implementar
modelos de acdo de ATER, visando boas praticas para evitar contaminagdo, baseado nos
indicadores técnicos que definem a tipologia do SPL.

Essas afirmagdes de que os SPL sdo diversos (HOSTIOU et al. 2006) e que
necessitam de agdes de pesquisa (SMITH et al. 2002) e de ATER compativeis com suas
caracteristicas funcionais, sdo a base para a ciéncia dos sistemas de produgao (LANDAIS,
1987; DEDIEU et al. 2008). Portanto para se estudar e intervir sobre qualquer aspecto de
um SPL, neste caso a contaminag¢do do leite, é necessario considerar a sua diversidade e as

multiplas interagdes a que esta submetido.
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Conclusao

A contamina¢do dos SPL por AFM1 nao foi importante para a distingdo dos grupos
pela CHA, portanto foi generalizada entre os grupos. A contaminagdo dos alimentos por
aflatoxinas parece estar ligada a presenca do milho, como componente da alimentaciao dos
rebanhos. A causa relacionada mais fortemente a presenga de residuos de organofosforados
foi a contaminagao dos alimentos conservados, provavelmente em razao da sua utilizagao

nas culturas que posteriormente foram conservadas.
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APENDICE A

Quadro 1 - Mapa do Estado do Parana discriminando as regides pesquisadas
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QUESTIONARIO TECNICO — MAPA/CNPqQ/UEM
ENTREVISTADOR:

DATA DA ENTREVISTA: / /
l. DADOS CADASTRAIS

Nome do entrevistado:

APENDICE B
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Como a decisdo é tomada na propriedade?

] pelo pai

] pela familia em

] outra forma: Qual?

3.

[

[ ]pelo pai e pela méae
[

[

conjunto

4. Grau de escolaridade dos membros da familia:

Endereco:

A) N&o tem estudos;
C) 1° grau completo;

E) 2° grau completo;
G) superior completo;

Telefone:

A B
Pai

Mae
Filho

Il. CARACTERIZAGAO DO PROPRIETARIO E
PROPRIEDADE RURAL:

1. Onde a familia reside?
a) Propriedade onde trabalha;
b) Outra propriedade rural,
c) Cidade.

2. Faz anotacdes da atividade?Quais?

Filho
outro
Quem é outro?:

— e ——
[ S Sy S S T—

[ ]
[ ]
[ ]
Fiho [ ]
[ ]
[ ]

B) 1° grau incompleto;
D) 2° grau incompleto;
F) superior incompleto;
H) pés graduacao

C D E F G H

— e ——
e e e
— e ——
[ Sy S S S—
— e —_——
e
—_—————
[ S N Sy S—
— e ——
[ S N [ — S—
——————
— e

5. Idade da familia (anos)

Pai : Mae : Filho : Filho; ;

Filho ; Outro .

6. Ha quantos anos trabalha na atividade agropecuaria?



7. Area total da propriedade rural (em ha)

8. Area da propriedade destinada a producéo de leite (inclusive
para a producdo de alimentos) Pastagem ha;
Conservadas/corte ha.

9. Quais as principais atividades agropecudrias desenvolvidas
na propriedade? (considerar renda como fator classificatorio
da importancia)

a)
b)
c)
d)
e) Outras?

89

c) Jersey

d) Girolando

e) Gir

f) Cruzado (2 racas)
g) SRD (+ de 2 racas)

12. Qual o numero total de animais?

Total |; lactantes |; vacas secas l;
novilhas | |; bezerros | |; garrotes |; Touros | ;

lIl. CARACTERIZAGAO DA PRODUGAO LEITEIRA E
REBANHO

10. Qual a quantidade de leite produzido (em litros por dia)?
[considerar a média ao longo de 12 meses]

Se houver como, precisar melhor a seguir;

Ja

Fe | Ma | Ab | Ma | Ju | Ju | Ag | Se | Ou | No | de

11. Quais as racgas leiteiras que o Sr. possui no rebanho?
a) Holandesa
b) Pardo suico

IV. MANEJO ALIMENTAR

13. Qual é a base forrageira principal?

[ ]Pastagem [ ]pastagem+silagem

[ ]Pastagem + cana [ ]pastagem + feno

[ ]Silagem [ ] sil.+ feno

[ ]Outra: Qual?

14. Forragem de corte?

[ ]1Milho ha [ ]Capim elefante ha
[ ]Cana ha [ Javeia ha

[ ] Milheto ha

[ ]Outra: Qual? : Area ha

15. Como é feito 0 manejo alimentar das vacas em lactacao?
a) Pastejo;
b) Estabulado;
c) Semi-estabulado (pastejo + estabulo).



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

[
[
[
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Como é feito o manejo alimentar das vacas secas? 24. O Sr. utiliza concentrado para vacas em lactacao?
a) Pastejo; . . = N
sim n&o: caso ndo, por qué?
b) Estabulado; [ ] porg
c) Semi-estabulado. [ ]asvezes; quando?
ual a area utilizada para pastagem? (em ha): . . .
Q parap 9 ( ) Quantidade (Kg) estimada de concentrado consumida.
Qual a principal forrageira utilizada? Ja | Fe [Ma |Ab [Ma | Ju [Ju| Ag | Se | Ou | No | de
a) Brachiaria brizantha;
b) Brachiaria humidicola;
¢) Grama estrela; 25. Que tipo de concentrado o Sr. utiliza?
d) Coast-cross; a) Mistura comercial,
e) Panicum (Tanzénia, Mombaga, etc.) b) Preparado na propriedade;
f) Outros, quais? ¢) Outro, qual?
Qual a principal forragem conservada utilizada?

a) Silagem de milho;
b) Silagem de sorgo;
c) Silagem de cana;
d) Feno, qual?

Quando comega e termina aproximadamente o periodo das
aguas na sua regiao? (ex: set-mai)

Por quanto tempo, em meses, o Sr. oferecer silagem para as
vacas? (ex: janeiro a julho)

Qual a quantidade média de silagem oferecida para cada
vaca (Kg)? aguas seca

Qual é o critério?
]Kg/ litro de leite produzido
] S6 os melhores animais
] Para todos os animais




26. O Sr. possui local de armazenagem de concentrados?

a)
b)
c)
d)

Sim, paiol;

Sim, silo vertical;
Sim, outro local;
Nao.

27. Caso armazene o concentrado no paiol ou em outro local,
como é feito o armazenamento?

a)
b)
<)

d)
e)

f)

Em sacos diretamente em contato com o piso (solo);
Em sacos sobre jornal, papeldo ou plastico;

Em sacos colocados sobre tablado de madeira ou
plastico (pallets);

Em tambores de ferro ou plastico com tampas;

Em tambores de ferro ou plastico sem tampas;

Outro, qual?

28. Por quanto tempo o senhor armazena concentrado em
média?

31.
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c) Nao.

O Sr. utiliza adsorvente quimico para micotoxinas na ragao?
a) Sim;
b) Néo;
c) Desconheco o produto

29. Osr.
a)
b)
<)

30. O Sr.

utiliza sal mineral para a alimentac¢éo animal?
Sim;

Né&o;

As vezes:
?

Frequéncia

utiliza subprodutos ou restos de culturas agricolas na

alimentacéo animal?

a)
b)

Sim, qual (ais)?
Algumas vezes, qual (ais)?

32.

33.

34.

35.

———————

. MANEJO DE ORDENHA

Qual o horario das ordenhas?

Qual o tipo de ordenha o Sr. utiliza?
a) Ordenha manual com bezerro;
b) Ordenha manual sem bezerro;
¢) Ordenha mecanizada (balde ao pé);
d) Ordenha mecanizada com linha de leite;

O Sr. alimenta as vacas em periodos proximos a ordenha?
[antes ou apOs as ordenhas]

a) Sim, durante a ordenha;

b) Sim, apos a ordenha;

c) Nao.

Assinale as praticas de ordenha que sao rotinas na
propriedade e dé uma nota de 0 a 5 para cada uma, sendo O
nenhuma importancia e 5 muita importancia, em sua opiniéo:

] Higieniza os tetos antes da ordenha (nota).
] Limpeza do conjunto de teteiras ;

] Descarte dos 3 primeiros jatos de leite ;

] Teste para mastite, caneco ;

] Mé&os limpas ;

] Asseio pessoal ;



36. Como é feito o teste de mastite?
a) Caneca
b) CMT
c) Caneca + CMT
d) O senhor sabe o0 que € CMT?[ ]sim;[ ]nao.

37. Qual a freqiéncia de uso do CMT?

38. Ha mastite no rebanho?

Qual a frequéncia [nimero de animais
infectados ao longo de 12 meses]

Epoca das aguas Epoca de seca

Sim, muito frequente

b)

Sim, frequente

c)

Sim, pouco frequente

d)

Nao

39. O senhor trata mastite no seu rebanho? [ ]sim,[ ]nao.
a. Quantos caso tratou nos ultimos 2 anos?
b. Quanto gastou em tratamento nesse periodo
aproximadamente em R$?
c. Quantos animais teve de descartar por esse motivo
nos ultimos 5 anos?

40. Liste o nome dos medicamentos (antibiéticos) que o senhor
utiliza na sua propriedade:
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a) Sim, pré-dipping;

b) Sim, pds-dipping;

¢) Sim, ambos (pré e pos-dipping);
d) Nao realizo.

42. H& informagdo sobre contagem de células somaticas
(CCs)?
a) Sim, qual a situacdo?
b) Nao;
c) Desconheco o que é CCS.

43. Quantos meses, em média, dura a lactacdo de uma vaca na
sua propriedade? meses

44. O Sr. possui resfriador de leite na propriedade?
a) Sim, qual o tipo?
b) N&o, por qué?

45. Local que as vacas dormem?
a) Pasto;
b) Estébulo.

46. Qual o material da cama das vacas?
a) colchao;
b) cepilho;
c) areia;
d) outros.

41. Realiza pré e p6s-dipping?

VI. MANEJO REPRODUTIVO

47. O Sr. adota algum critério para a realizacdo da primeira
cobertura das novilhas? Qual?



48.

49.

50.

51.

52.

Qual a idade média das novilhas a primeira paricdo em
meses?

Qual técnica de cobertura o Sr. adota?
a) Monta natural;
b) Monta controlada (leva a vaca ao touro);
c) Inseminacao artificial,
d) IA +repasse;
e) Transferéncia de embrido.

Quantas repeticdes de cio o senhor aceita no maximo?
a. Emgeral
b. Para um animal mais produtivo
c. Na&o controla isso

Depois disso qual o destino da vaca que ndo emprenhar?
a. Descarte
b. Consulta um técnico para saber
c. Depende do animal: Explique:

Em que época do ano ocorre a maior frequéncia dos
nascimentos? (marque “X” em baixo dos meses, ou se
souber, quantidade de nascimentos)
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55. Ha ocorréncia de: [podem ser assinaladas mais de uma
alternatival
a) Abortos;
b) Metrite;
¢) Retencdo de placenta;
d) Problemas durante o parto;
e) Repeticéo de cio;
f) Problemas de casco;
g) Outros: Quais?

Ja Fe | Ma | Ab |Ma | Ju [Ju | Ag | Se | Ou | No | de
53. Qual a média de intervalo entre partos? meses.
54. Quanto tempo depois do parto a vaca leva para emprenhar

novamente?

VII.

CONTROLE SANITARIO
56. Ja houve recusa ou penalizagdo do seu leite? [ ]ndo;[ ]sim

57. Foi informado o motivo? Qual era?

58. Qual é o destino do leite de animais que sdo tratados com
endectocidas ou antibioticos?

59. O Sr. realiza vacinacao de (podem ser assinaladas mais de
uma alternativa):
a) Febre aftosa;
b) Raiva;
c) Brucelose;
d) Leptospirose;
e) BVD;
f) IBR;
g) outros,
quais?

60. J& houve descartes de animais por problemas de
doencas? quando?
Quantos animais?




61. Ha problema de carrapatos no rebanho?
a) Sim, sempre;
b) Sim, de vez em quando;
c) Ocasionalmente;
d) Néo.

Tente precisar melhor marcando “X” hos meses de ocorréncia.

Ja

Fe | Ma | Ab | Ma | Ju | Ju | Ag | Se | Ou | No | de

62. O Sr. utiliza carrapaticida nos animais?
a) Sim, com produtos halopaticos (medicamentos
convencionais);
b) Sim, com produtos homeopaticos;
c) Nao;

63. Assinale as categorias animais tratadas contra carrapatos.

[ ]Jvacassecas [ ]bezerros
[ ]touros [ ]vacas lactantes
[ ]novilhas [ ]garrotes

64. Caso utilize carrapaticida, qual o método adotado para
aplicacdo?
a) Pulverizacao;
b) Asperséo;
c) Injetavel;
d) Pour-on.
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65. Poderia citar os medicamentos usados para esse fim?

VIIl. Comercializagao

66. Quais sdo os produtos de venda ou fonte de renda na
propriedade? Assinalar os que sédo vendidos na propriedade
e quantos % eles representam da renda anual.

[ 1leite_ % [ Jcafé %

[ Jqueijo % [ Jeucalipto_ %

[ Jdoces % [ ]banana__ %

[ 1bezerros % [ Tporcos %
[ Tnovihas % [ Jovos %

[ Jvacas % [ ]Jfrangos __ %

[ ]Outras frutas % Quais?

[ JArrendamento % [ IMilho___ %
[ 1Soja__ % [ JFeijao__ %
[ TArroz % [ Jpeixes %
[ ]Outras culturas __ % Quais?

[ ] outros produtos ou servicos
turismo)

% Quais? (por exemplo:

67. Para quem o senhor entrega o leite?

68. Qual o valor em centavos de Real recebido nos dltimos 12
meses?

Ja Fe | Ma | Ab |Ma | Ju |Ju | Ag | Se | Ou | No | de
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