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RESUMO

Aflatoxinas sdo metabolitos secundarios produzidos por fungos filamentosos que contaminam
uma grande variedade de cereais, incluindo ingredientes e adjuntos utilizados no processamento
da cerveja. Devido a sua elevada termoestabilidade, as aflatoxinas podem ser transferidas da
matéria-prima para a cerveja. A exposicao as aflatoxinas é bastante preocupante, pois esses
contaminantes apresentam elevado potencial toxico com efeitos carcinogénicos, teratogénicos
e mutagénicos. A cerveja é a bebida alcéolica mais consumida no Brasil, e assim, faz-se
necessario avaliar a ocorréncia das aflatoxinas e avaliar o risco carcinogénico decorrente da
exposicao a esses contaminantes. Os objetivos deste estudo foram (i) avaliar a ocorréncia das
aflatoxinas By, B2, G1 e G2 em cervejas, com e sem adjuntos, comercializadas no Brasil e (ii)
realizar avaliagdo de risco carcinogénico decorrente da exposicao as aflatoxinas pelo consumo
dessas cervejas. Foram analisadas 60 amostras de cerveja (30 com adjunto e 30 sem adjunto)
das principais marcas industriais comercializadas no Brasil. Um método analitico por CLAE
com deteccgdo por fluorescéncia foi validado. A extracdo e purificacdo das aflatoxinas foram
realizadas em colunas de imunoafinidade. O limite de quantificacdo (LQ) variou de 10 a 30
ng.L e as recuperagdes médias foram 88,5%, 98,0%, 98,3%, 110,1%, para AFB1, AFB,, AFG;
e AFGy, respectivamente. A avaliacéo de risco foi realizada através da determinacéo da margem
de exposicdo (MOE) em dois cenarios: consumo médio e alto consumo para homens e mulheres
separadamente. Do total das amostras de cerveja (n=60), 88,3% apresentaram a ocorréncia de,
no minimo, uma das aflatoxinas. Os niveis medianos das AFB1, AFG:1 e AFG; foram inferiores
ao LD/LQ. A AFB: apresentou os niveis mais elevados de contaminagdo nas amostras
analisadas. Houve diferenca significativa entre os niveis de AFB2 has amostras de cerveja com
e sem adjunto (p=0,003), os teores medianos de AFB; foram de 27,0 e 40,4 ng.L* para o grupo
de cerveja com e sem adjunto, respectivamente. Em oposi¢do aos nossos resultados, estudos
que realizaram investigacdo similar em outros paises sugerem que o0 uso de adjuntos pode
contribuir para a ocorréncia de aflatoxinas nessa bebida. Neste estudo, identificamos que além
da necessidade de avaliar a ocorréncia das aflatoxinas nos adjuntos cervejeiros, também ¢é
preciso realizar essa investigacdo no malte de cevada utilizado para a producgéo de cerveja no
Brasil. No que concerne a avaliacdo de risco, os valores da MOE correspondente ao consumo
elevado de cerveja (> 160 mL/dia) foi de 5303 para a cerveja com adjunto e de 3643 para cerveja
sem adjunto. O valor da MOE ¢€ inversamente proporcional ao risco, sendo assim o risco de
exposicao aos efeitos carcinogénicos das aflatoxinas € superior quando ha o consumo de cerveja
sem adjunto. A caracterizagdo do risco mostrou que pessoas que bebem mais de 1,1 L de cerveja
por semana podem estar expostas aos efeitos carcinogénicos da AFB», esse risco é mais elevado
para o consumo de cerveja sem adjunto. Esses dados podem contribuir para que as autoridades
competentes possam estabelecer limites méaximos tolerados de aflatoxinas em cerveja.

Palavras-chave: Aflatoxina. Cerveja. Imunoafinidade. CLAE. Avaliagdo de risco.



ABSTRACT

Aflatoxins (AFs) are secondary metabolites produced by filamentous fungi that contaminate
various cereals. Such contamination affects beer ingredients and adjuncts used in its processing.
Due to AFs high thermostability, they can be transferred from raw material to beer. Exposure
to aflatoxins is thus of great concern, as these contaminants have high toxic potential and
carcinogenic, teratogenic, and mutagenic effects. Since beer is the most consumed alcoholic
beverage in Brazil, the assessment of aflatoxins occurrence and carcinogenic risk arising from
such exposure are of paramount importance.The objectives of this study were: (i) to evaluate
the occurrence of aflatoxins Bi, Bz, Gi, and Gz in beers, with and without adjuncts,
commercialized in Brazil, and (ii) to carry out the carcinogenic risk assessment arising from the
exposure to aflatoxins through consumption of those beers. Sixty beer samples (30 with adjunct
and 30 without adjunct) of the leading industrial brands produced and commercialized in Brazil
were analyzed. An analytical method by HPLC with fluorescence detection was standardized.
Aflatoxin extraction and purification were performed on immunoaffinity columns. The limit of
quantification (LQ) ranged from 10 ng.L* to 30 ng.L%, and the mean recoveries were 88.5%,
98.0%, 98.3%, and 110.1% for AFB1, AFB2, AFGy, and AFG., respectively. The standardized
method showed selectivity, specificity, precision, and accuracy, meeting the requirements
established by INMETRO guidelines. The risk assessment was performed by determining the
margin of exposure (MOE) in two scenarios: medium consumption and high consumption, for
men and women. Of the total beer samples (n=60), 88.3% showed the occurrence of at least
one of the AFs. The median levels of AFB1, AFGy, and AFG; were lower than the LD/LQ.
AFB; had a higher incidence in the analyzed samples than other aflatoxins. There was a
significant difference between the content of AFB; in the beer groups with and without adjuncts
(p=0.003). The median levels of AFB; contents were 27.0 and 40.4 ng.L™* for the beer group
with and without adjunct, respectively. Contrary to our results, previous studies carried out in
other countries suggested that the use of adjuncts may contribute to the occurrence of aflatoxins
in beer. Furthermore, we identified that, in addition to the need of assessment of the occurrence
of aflatoxins in brewing adjuncts, this test should be carried out on barley malt used for beer
production in Brazil. Regarding the risk assessment, MOE values corresponding to high beer
consumption (> 160 mL/day) were 5,303 for beer with adjunct and 3,643 for beer without
adjunct. The risk characterization showed that people who drink more than 1.1 L per week
might be exposed to carcinogenic effects from AFB.. The risk is higher for the consumption of
beer without an adjunct. These data can thus help the authorities to establish maximum tolerated
limits for aflatoxins in beer.

Keywords: Aflatoxin. Beer. Immunoaffinity, HPLC. Risk assessment.
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1 INTRODUCAO

As aflatoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por fungos filamentosos das
especies Aspergillus flavus e A. parasiticus (COBOS et al., 2018). Essas toxinas representam
uma significativa ameaca a salude humana e animal devido ao seu potencial toxicogénico,
carcinogénico, teratogénico e mutagénico (PLEADIN et al., 2019). S&o classificadas pela
Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC da sua sigla na lingua inglesa) como
pertencentes ao grupo |, compostos que sdo carcinogénicos para humanos (IARC, 2012).

Uma grande variedade de importantes produtos agricolas, incluindo milho, trigo,
amendoim, arroz, especiarias, cevada, frutas e nozes sdo contaminados por aflatoxinas
(PATRIARCA et al., 2017; SARMA et al., 2017). Dentre esses, estdo 0s cereais que Sao
matéria-prima da cerveja, tais como a cevada que € o principal ingrediente e o milho e o arroz
que séo utilizados como adjunto (BENEZOVA et al., 2012). As aflatoxinas apresentam elevada
estabilidade térmica e assim podem ser transferidas da matéria-prima para a cerveja durante o
processo de producdo (PERNICA et al., 2019). As etapas criticas do processo cervejeiro que
tém influéncia sobre a taxa de transferéncia das aflatoxinas da matéria-prima para a cerveja sdo
a malteacdo, a filtracdo e a fermentacao.

A ocorréncia de aflatoxina em cerveja foi relatada em estudos em diferentes paises
(TRINDER, 1988; NAKAJIMA et al., 1999; MABLY et al., 2005; MATUMBA et al., 2011,
BENEZOVA et al., 2012; BERTUZZI et al., 2011; BURDASPAL; LEGARDA 2013; KHAN
etal., 2013; OKARU et al., 2017). Até o momento, dados sobre a ocorréncia de aflatoxinas em
cervejas produzidas no Brasil sdo escassos, sendo que o pais € o terceiro maior produtor mundial
de cerveja (SINDICERV, 2016). Por possuir um baixo teor alcoolico, a cerveja é consumida
em grandes quantidades e regularmente (OKARU et al., 2017). Sendo assim, faz-se necessario
investigar a ocorréncia de aflatoxina nas cervejas comercializadas no Brasil e estimar o risco
de exposicdo as aflatoxinas devido ao consumo de cerveja.

A determinacdo de aflatoxinas em alimentos e bebidas requer a utilizacdo de método
analitico com elevada sensibilidade, pois esses contaminantes estdo presentes na matriz em
concentragOes residuais (partes por bilhdo). Nos ultimos anos, houve grande investimento no
desenvolvimento de novos métodos analiticos para analise de aflatoxinas em diferentes
matrizes (PERNICA, 2019). O procedimento analitico é constituido basicamente de duas
etapas: o preparo da amostra (extracdo e purificacdo) e a deteccdo/quantificacdo. As opcoes
para o preparo da amostra vao desde os métodos tradicionais, como a extracdo liquido-liquido,

até os mais modernos que oferecem maior eficiéncia, como as colunas de imunoafinidade e o
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QUEChRES. A escolha do método para o preparo da amostra € muito importante, pois ird
influenciar no tempo de analise, custo e na qualidade dos resultados. E bastante comum o uso
de métodos de triagem para a deteccgdo rapidas das aflatoxinas, como o ELISA, principalmente
em regides onde ndo ha disponibilidade de muitos recursos, mas € indicado uma segunda
técnica de deteccdo para confirmacdo do resultado. A técnica mais utilizada para a
deteccdo/quantificacdo é a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
fluorescéncia e/ou espectrometria de massas. Cada método apresenta vantagens e desvantagens,
sendo a complexidade da matriz e o custo do método fatores determinantes para a escolha. Em
suma, faz-se necessario investigar o estado da arte acerca dos métodos analiticos para

determinagéo de teores de aflatoxinas em cerveja.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
v Determinar os teores de AFB:, AFB;, AFG: e AFG2 em cervejas produzidas

industrialmente e comercializadas no Brasil e realizar a avaliacao de risco carcinogénico

referente ao consumo dessas cervejas.

2.1 Objetivos Especificos

v

Desenvolver metodologia analitica por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
com detector de fluorescéncia para deteccdo e quantificacdo de aflatoxina em cerveja.
Diferenciar os teores de aflatoxinas em amostras de cerveja com e sem adjunto
produzidas industrialmente e comercializadas no Brasil.

Avaliar se ha diferenca entre os teores de aflatoxinas em cervejas sem e com adjunto.
Estimar o risco para o consumo humano da ingestdo de aflatoxinas em cervejas com

sem adjunto.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Aflatoxinas

A palavra micotoxina € originada dos termos “mykes”, do grego, que significa fungos e
“toxicum”, do latim, que quer dizer veneno (TURNER et al., 2009), sendo assim, significa
literalmente substancia venenosa produzida por fungos. Bennet (1987) define as micotoxinas
como sendo metabdlitos de fungos que tém uma resposta toxica em humanos e animais mesmo
em pequenas doses. As sindromes de toxicidade resultantes da ingestdo dessas substancias sdo
denominadas micotoxicoses (GOLDBLATT, 1973). Provavelmente, a primeira micotoxicose
conhecida foi o ergotismo, causada pelo fungo da espécie Claviceps purpurea, sendo que 0
surto dessa doenca causou milhares de mortes na Russia, Inglaterra e Franga em meados de
1920 (WHO, 1990).

Na década de 1960, na Inglaterra, ocorreu um surto que matou mais de 100.000 perus,
uma vez que ndo se tinha conhecimento acerca da enfermidade responsavel, denominou-se de
“doenga X dos perus” (BLOUNT, 1961). Os estudos realizados na época demonstraram que a
causa desse surto foi a contaminacdo por toxinas na pasta de amendoim importada do Brasil
utilizada para a alimentacdo das aves (FONSECA, 1975; SACRAMENTO et al., 2016). Foi
identificado que essas toxinas eram produzidas pela espécie de fungos Aspergillus flavus, por
isso, foram denominadas de aflatoxinas (NEWBERNE; BUTLER, 1969). A palavra aflatoxina
é formada pelo prefixo “a” que representa o género Aspergillus, o termo “fla” é devido a espécie
Flavus, e “toxina” que significa veneno (ELLIS et al., 1991). Os surtos ocasionados pelas
aflatoxinas impulsionaram as pesquisas sobre as micotoxinas devido ao seu elevado potencial
toxico (PERAICA et al., 1999).

As aflatoxinas sdo metabdlitos secundarios de fungos filamentosos, isso significa que
ndo sdo utilizadas pelos fungos para o0 seu crescimento e sim para a competicdo com outras
espéecies (KAWASHIMA, 2004). Sao produzidas pelas espécies A. flavus, A. parasiticus e A.
nominus (ABARCA et al., 2000) e atualmente existem cerca de 17 compostos designados por
aflatoxinas, porém os que apresentam maior relevancia sdo as aflatoxinas B1 (AFB1), B2
(AFB2), G1 (AFG,) e G2 (AFG2) devido a sua maior incidéncia em alimentos (OLIVEIRA e
GERMANO, 1997). De acordo com a sua estrutura quimica (figura 1), sdo classificadas como
derivados de difuranocumarina, que sdo bezeno-derivados da pirona (MIRANDA, 2011), e
apresentam uma estrutura heterociclica com cinco anéis (APPLEBRAUM et al., 1982,
VENTURA, 2006).
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Figura 1 - Estrutura quimica das aflatoxinas B1, B2, G1 e Go.

AFG,

Fonte: Ammida el al. (2014).

Pode-se classificar as aflatoxinas em dois grupos, a série B de “blue” devido a emissao
da luz azul na fluorescéncia, séo as difuro-cumaro-ciclo-pentanonas e a série G, de “green” pois
emitem fluorescéncia na cor verde e séo as difuro-cumaro-lactonas (URREGO NOVOA et al.,
2006). A fluorescéncia intrinseca das aflatoxinas é decorrente da presenca de uma cadeia de
ligacGes conjugadas e de heterodtomos na estrutura molecular (MOLINA-GARCIA et al.,
2012). A ligacao dupla do éter de vinil C8=C9 no anel furano terminal das AFB1 e AFB;, as
torna com maior potencial carcinogénico, genotoxico e imunosupreesor quando comparadas
com as AFG: e AFG, (JAIMEZ et al., 2000; MACIEL et al., 2018).

As aflatoxinas sdo incolores, insipidas e inodoras e apresentam estabilidade térmica
guando estdo na matriz alimentar, ndo sendo degradadas durante o processo de cozimento dos
alimentos (TABATA et al., 1992; URREGO NOVOA, 2006). De acordo com experimento
realizado por Tabata et al. (1992), quando estdo dissolvidas apenas em agua apresentam uma
taxa de degradacdo de cerca de 80% apds 0 cozimento, enquanto que quando estdo na matriz
alimentar a taxa de degradacdo diminui para 10% a 30%, isso sugere que a interacdo com 0s
componentes da matriz dificulta a degradacgéo térmica das aflatoxinas. As AFB; e AFB> séo
mais estaveis a degradacdo térmica do que as AFG: e AFG, (TABATA et al.,1992). Algumas

das propriedades fisico-quimicas das aflatoxinas estdo descritas no quadro 1.
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Quadro 1- Caracteristicas fisico-quimicas das aflatoxinas

Tipo de Aflatoxina | Férmula Estrutural Peso Molecular Ponto de Fusao
(°C)
Serie 1: difuro-cumaro-ciclo-pentanonas
AFB1 C17H1206 312 268-269
AFB: C17H1406 314 286-289
Série 2: difuro-cumaro-lactonas
AFG; C17H1206 328 244-246
AFG; C17H1407 330 237-240

Fonte: Adaptado de Urrego Novoa (2006)

3.1.1 Aspectos toxicoldgicos

As aflatoxinas estdo entre as substancias mutagénicas e carcinogénicas mais potentes
conhecidas pelo homem (WILLIAM et al., 2004). Os efeitos bioldgicos das AFs podem ser
classificados em dois grupos: efeitos agudos, quando hé alto nivel de exposi¢cdo em um curto
intervalo de tempo, e crénicos, quando ocorre exposi¢do em pequenas doses e durante um longo
intervalo de tempo. Os sintomas causados pela aflatoxicose aguda sdo febre, dor abdominal,
vomito, diarreia, mal-estar e enfermidades no figado (WU, 2015; OKARU et al., 2017). Dentre
as enfermidades hepaticas, tem-se destaque a sindrome de Rey que € uma doenca hepatica com
degeneracdo gordurosa das visceras e a sindrome de Kwashiorkor que tem como sintomas a
hipoalbuminemia, imunossupressédo e figado gorduroso (OLIVEIRA, 1997; PENA, 2007). Os
efeitos cronicos sdo os teratogénicos, carcinogénicos e alteracdes genéticas (HAYES, 1978).

As aflatoxinas sdo classificadas pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer
(IARC) no grupo | que corresponde aos compostos que sdo carcinogénicos para humanos
(IARC, 2012). Dentre as aflatoxinas, a de maior ocorréncia na contaminagédo de alimentos e
racdes € a AFB1, justamente a que apresenta maior potencial toxico (BENEZOVA et al., 2012).
Estudos epidemiolégicos tém demonstrado que a exposicéo as aflatoxinas em sinergia com a
hepatite B potencializa o risco de cancer hepatico (HENRY et al., 2002, LIU et al. 2012), pois
essa doenca contribui com a manifestacdo do fenotipo do tumor que provoca o cancer
hepatocelular (HENRY et al., 2002, LIU et al., 2012; SACRAMENTO et al., 2016). Em

populagdes com ambos os fatores de risco, como na China e Africa do Sul, o risco de ocorréncia
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do cancer hepatico é 60 vezes superior em situacdo na qual ha sinergia de ambos os fatores de
risco (SACRAMENTO, 2016).

A AFB: é um potente agente hepatocarcinogénico, mas para que manifeste 0s seus
efeitos toxicos € necessario que sofra uma biotransformacdo metabdlica (SCOTT,;
LAWRENCE, 1997; PENA et al., 2007; FERREIRA et al., 2006). Quando ocorre a exposi¢ao
a AFB; através da dieta, essas toxinas sdo absorvidas rapidamente pelo intestino delgado devido
ao seu baixo peso molecular e caracteristicas lipofilicas através da difusdo passiva.
Posteriormente, sdo transportadas até o figado onde ficam concentradas na membrana do
hepatdcito e sofrem biotransformacdo pelas enzimas hepéaticas (SACRAMENTO, 2016). O
produto final do processo de ativacdo metabdlica da AFB; é a AFB1— 8, 9 epdxido, composto
que apresenta propriedades toxicas, mutagénicas e carcinogénicas (GONG et al., 2016). A
AFB:1— 8, 9 epOxido é uma molécula bastante eletrofilica e instavel que reage rapidamente com
outras macromoléculas celulares, como as proteinas, 0 RNA e o DNA (OLIVEIRA,
GERMANO, 1997). A reacdo da AFBi— 8, 9 epdxido com DNA ¢é realizada por meio de
ligacGes covalentes com guaninas, formando adutos que podem resultar em erros de transcricao,
levando a mutacdes, e possivelmente cancer (FERREIRA, 2006; PENA et al., 2007,
SACRAMENTO, 2016).

Figura 2 - Conversdo da AFB1 na forma ativa e tdxica.
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Aflatoxina B, AFB, 8,9 epoxido

Fonte: Pena (2006).

3.1.2 Ocorréncia de aflatoxinas em alimentos

Estima-se que aproximadamente 500 milhdes de pessoas no mundo estejam expostas as
aflatoxinas através da alimentacdo (SMITH et al., 2017). Esses dados demonstram que a

contaminacéo de alimentos por aflatoxinas € um grave problema de saude publica.
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A contaminacéo por aflatoxinas ocorre em todos os niveis da cadeia alimentar, podendo
ocorrer no campo ou apds a colheita (BENEZOVA et al., 2012). Essa contaminagio esta
relacionada a dois principais fatores: a variacdo climatica e aos procedimentos de colheita e
estocagem. O clima quente e umido é favoravel ao desenvolvimento de fungos da espécie
Aspergillus e, consequentemente, a producdo de aflatoxinas (RODRIGUEZ-AMAYA,;
SABINO, 2002; HAIJNAL et al., 2017), sendo que a temperatura ideal é entre 25 e 42 °C
(SANTIN, 2005). Os procedimentos de colheita e estocagem devem seguir as boas préaticas
agricolas. Existem fatores intrinsecos e extrinsecos que influenciam na formacdo das
micotoxinas em grdos, tais como, a umidade, niveis de oxigénio e dioxido de carbono,
temperatura, danos fisicos na semente, nivel da infeccdo, prevaléncia de cepas toxicogénicas e
interacdes microbioldgicas (ABRAMSOM et al., 1999). Sendo assim, € importante o
desenvolvimento de programas de monitoramento dos niveis de contaminacao de alimentos por
micotoxinas para estabelecer prioridades em acbes de controle de qualidade e vigilancia
sanitaria (CALDAS et al., 2002). A melhor maneira de prevenir a contaminagdo é investindo
em boas praticas na producao agricola, garantindo um rigido controle da temperatura e umidade
no armazenamento dos graos para evitar a proliferacdo de fungo nos grdos (RUIZ-MEDINA et
al., 2015)

As aflatoxinas s&o um grupo de contaminantes de grande importancia no controle de
qualidade de alimentos e racdes (AMARAL et al., 2006). Podem estar presentes em nozes,
cereais, arroz, milho, amendoim, semente de algodao, cevada, figos, frutas e especiarias e outros
alimentos (PERAICA, 1999; RASCH et al., 2010). Dentre os grdos que sdo comumente
acometidos pelas aflatoxinas, estdo as matérias-primas da cerveja, como cevada e o milho, e
assim, essas micotoxinas podem ser transferidas da matéria-prima para a cerveja (TURNER et
al., 2009; RASCH et al., 2010, BERTUZZI et al., 2011).

3.2 Aflatoxinas em cerveja

3.2.1 Cerveja

N&o existe consenso em relagdo a exata origem das primeiras cervejas, mas 0S SUMErios
s&o considerados um dos pioneiros na fabricacéo dessa bebida ha cerca de 8.000 anos A.C. na
Mesopotamia, regido do Oriente Médio (ROSA; AFONSO, 2014). Na época, era comum

realizar a moagem dos gréos de cevada para a fabricagdo de pdo e, eventualmente, a massa
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Umida era deixada por um longo periodo sob a acdo do calor, o que favorecia o processo de
fermentagao pelas leveduras selvagens. Dessa forma, acidentalmente, ocorreu o surgimento do
“pao liquido”, bebida alcodlica que deu origem a cerveja (TSCHOPE, 2001). A chegada da
cerveja no Brasil ocorreu em 1808 com a mudanca da familia real portuguesa da corte para a
colonia (SIQUEIRA et al., 2008). Porém, a primeira noticia sobre a producéo de cerveja no
pais é de 1836, em um anuncio publicado no Jornal do Comercio no Rio de Janeiro (DE PAULA
SANTOS, 2003). No inicio, a cerveja produzida possuia qualidade inferior a que existe
atualmente, pois naquela época existia pouco conhecimento acerca dos processos bioguimicos
inerentes a producgéo dessa bebida (ARAUJO, 2016).

Com o intuito de garantir a qualidade da cerveja, no século X1V, foi promulgada a Lei
da Pureza, pelo Dugue Guilherme IV da Baviera na Alemanha. Essa lei estabeleceu que a
cerveja so poderia ser produzida com trés ingredientes: agua, malte e lapulo, no periodo nédo se
tinha conhecimento sobre a levedura (VENTURINI, 2000). A lei da Pureza influenciou
consideravelmente a producdo de cerveja, entretanto, alguns paises passaram a incluir outros
ingredientes na producdo dessa bebida. Nos Estados Unidos, em 1870, foi experimentado o uso
de adjuntos na producao de cerveja, com o intuito de substituir parcialmente o malte de cevada
para obter vantagem econémica (ARAUJO, 2016). Atualmente, € permitida a substitui¢do de
parte do malte por adjuntos cervejeiros em diversos paises, inclusive no Brasil (VENTURINI,
2000). O decreto n° 6.871 do MAPA (2009) define cerveja como sendo a bebida obtida pela
fermentacao alcodlica do mosto cervejeiro oriundo do malte de cevada e dgua potavel, por acdo
da levedura, com adicdo de lupulo, sendo que parte do malte pode ser substituida por adjuntos
cervejeiros desde que ndo exceda 45% do extrato original.

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA,

2009), adjuntos cervejeiros sdo a cevada e demais cereais aptos para consumo humano,
malteados ou ndo, bem como os amidos e agucares. A malteacdo consiste em um processo de
germinacao artificial sob condigdes de temperatura e umidade controladas. Os adjuntos s&o
utilizados na producéo de cerveja por serem uma alternativa para a reducé@o dos custos com as
matérias-primas, principalmente em paises que ndo produzem a cevada em larga escala. No
Brasil, a producdo de cevada é, majoritariamente, destinada para a producdo de cerveja. Apesar
disso, a cevada produzida no pais néo € suficiente para suprir ademanda de producéo de cerveja,
atende a apenas 43% da necessidade da industria brasileira (D’ AVILA et al., 2012; EMBRAPA,
2016).
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As cervejas podem ser classificadas de acordo com a quantidade de malte que possuem
em sua composicao. As bebidas que possuem como Unica fonte de aglcar o malte de cevada,
sdo nomeadas de “puro malte”, as que tem malte de cevada em quantidade igual ou superior a
55% em peso sobre extrato primitivo sdo denominadas de cerveja, e as que apresentam uma
proporcdo de malte de cevada superior a 25% e inferior a 55% devem apresentar no rétulo a
expressao “cerveja de” e o nome do vegetal que é predominante (MAPA, 2009). Sdo exemplos
de adjuntos usados na fabricacdo de cerveja: cevada, arroz, trigo, centeio, milho, aveia e sorgo
(D’AVILA et al., 2012). Sleiman et al. (2010) realizaram uma investigacéo sobre os principais
adjuntos utilizados em 161 amostras de cervejas do tipo Pilsen, as mais populares no Brasil, e
dentre as amostras analisadas, 91,3% utilizavam milho ou agucar de cana, 4,3% usavam arroz
e 4,3% ndo usavam adjuntos (eram puro malte). O uso de adjuntos na producdo de cerveja
auxilia a reduzir o custo, porém, pode contribuir com o aumento do risco de contaminacao por
micotoxinas (PIETRI et al., 2010; PIACENTINI et al., 2017). Os cereais usados como adjunto
na fabricacdo de cerveja, como milho, arroz e a cevada, sdo propensos a contaminacgao por
aflatoxinas (ZAO et al., 2016).

3.2.1.1 Matérias-primas

A é&gua é o constituinte majoritario da cerveja, corresponde a, aproximadamente, 92-
95% do peso da bebida e deve ter boa qualidade (D’AVILA, 2012). Alguns parametros da agua,
como: pH, teor de turbidez, concentracdo de sais minerais, padrdes microbiologicos, sdo
utilizados como requisito para obtencdo de agua cervejeira de qualidade (ROSA; AFONSO,
2014). A principal fonte de carboidratos fermentaveis é o malte de cevada (D’VILA et al.,
2012). Esta matéria-prima é produzida através da germinacdo das sementes de cevada em
condicdes de umidade e temperatura controladas (PEREYRA et al., 2011). Existem algumas
caracteristicas que fazem com a cevada seja um cereal ideal para a fabricacdo de cerveja, tais
como, o alto teor de amido, niveis elevados de aminoacidos que contribuem com o crescimento
das leveduras e alta concentracdo de compostos nitrogenados que s&o importantes para a
formacédo da espuma (CARVALHO, 2007). O lupulo é fonte de 6leos essenciais, polifendis e
resinas amargas, esses compostos que conferem o sabor caracteristico da cerveja (D’VILA et
al., 2012).

O malte é produzido através da germinacdo da cevada em condigdes de umidade e

temperatura controladas, esse processo é denominado maltagem (PEREYRA et al., 2011). A
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maltagem ¢é iniciada com a adi¢do de agua ao grdo até que seja atingido um teor de umidade de
cerca de 42-48%, em seguida, ocorre germinacdo sob condi¢Oes de temperatura e umidade
controladas para favorecer a producdo das enzimas que irdo promover a hidrolise dos
carboidratos, a germinacao € interrompida com etapa de torrefacdo (PASCARI et al., 2018;
SIQUEIRA et al., 2018). A intensidade da torrefacdo ira determinar a coloragdo do malte
devido a reacdo de Maillard e de caramelizagdo que ocorrem durante o aquecimento, sendo
assim, as cervejas escuras foram produzidas com malte que passou por um processo de
torrefacdo intenso (BARROS; GHESTI et al., 2016).

3.2.1.2 Processo de producgéo

A fabricacdo da cerveja € iniciada com a moagem do malte, etapa que tem a finalidade
de expor o conteudo do grdo, aumentando a superficie de contato para facilitar a acdo
enzimatica (CARVALHO, 2017). Normalmente, sdo utilizados moinhos de rolo ou de martelo,
recomendaveis para manter a casca parcialmente intacta, evitando a extracdo de taninos e outros
compostos indesejaveis presentes nestas (PASCARI et al., 2018). Em seguida, é realizada a
mosturacdo que consiste na adicdo de dgua ao malte triturado e no aquecimento da mistura
promovendo a solubilizacdo dos componentes e ativacdo enzimatica (VENTURINI FILHO,
2016). A mosturacdo € feita com controle do binbmio tempo-temperatura, 0s parametros
utilizados nessa etapa irdo determinar o tipo de cerveja que sera produzida (PASCARI et al.,
2018).

Apos a etapa da mosturacao, é realizada a filtracdo do mosto. Esse processo consiste na
separacdo dos componentes sélidos em suspensdo no liquido que ndo foram dissolvidos no
mosto. A fracdo solida € constituida pela casca do malte, proteinas coaguladas, restos de parede
celular da levedura, dentre outros (VENTURI FILHO; CEREDA, 2001). Em seguida, a cerveja
é submetida ao processo de fervura visando a inativacao das enzimas, esterilizacdo e formacao
dos compostos responsaveis pelas caracteristicas organolépticas desejadas (CURI, 2006). E
durante esse tratamento térmico que ocorre a adi¢cdo do lupulo e dos adjuntos (quando
utilizados) (ARAUJO, 2016). A adicdo do lupulo faz com que ocorra a liberagcdo dos compostos
aromaticos e adstringentes que irdo contribuir de maneira significativa para o sabor
caracteristico da cerveja (ROSA; AFONSO, 2014). O lupulo ¢ fonte de polifendis e resinas que
conferem o amargor da bebida, além disso, possui propriedades bacteriostaticas (D’AVILA,

2012). A quantidade de lapulo adicionada ira influenciar no estilo de cerveja produzido. Ao fim
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da etapa de fervura, ocorre a separa¢do do trub e o resfriamento do mosto. O trub é formado
por complexos de proteinas, resinas e taninos, através da aplicacdo de uma forca centripeta por
meio de rotacdo forcada ocorre a sedimentacdo desses compostos (BRIGGS et al., 2004).
Posteriormente, 0 mosto é resfriado até a temperatura de fermentacéo.

A fermentagdo consiste em reacBes bioquimicas que convertem os agUcares
fermentesciveis em etanol e gés carb6nico. De acordo com o tipo de fermentacéo, a cerveja
pode ser classifica em dois grupos: de alta (Ale) e de baixa fermentacdo (Lager). A
nomenclatura é decorrente do posicionamento da levedura na cuba de fermentacdo. As do tipo
Ale sdo produzidas com leveduras no topo da cuba com temperatura variando entre de 12 e 15
°C, normalmente a espécie Sacaromices cerevisae € utilizada. As cervejas do tipo Lager sdo
fabricadas com as leveduras que ficam no fundo da cuba, com temperaturas inferiores, entre 5
e 10 °C, sendo que a espécie mais utilizada € a Saccharomyces uvarum (MEGA et al., 2011;
D’AVILA, 2012).

Em seguida é realizada a maturacéo que tem como objetivo melhorar e estabilizar
0 sabor da cerveja, através de reacBes bioquimicas incluindo fermentacdo secundaria
(ARAUJO, 2016; PASCARI et al., 2018). Nessa etapa, ocorre a reducdo da concentracdo de
acetaldeido, diacetil, dentre outros compostos indesejaveis e é promovida a carbonatacdo do
produto (CURI, 2006). Apds essa etapa € feita a carbonatacdo e o envase da cerveja.

3.2.1.2 Mercado e consumo

As bebidas alcoolicas apresentam relevante papel na vida social das pessoas
(BELOGLAZOVA et al., 2015). As bebidas que possuem baixo teor alcodlico, como a cerveja,
sdo consumidas em maior quantidade e frequéncia mais elevada (OKARU et al., 2017). A
cerveja € a bebida alcodlica mais consumida no Brasil (OMS, 2018a). O mercado consumidor
de cerveja no pais € constituido, principalmente, por jovens com idade entre 25 e 44 anos, esse
tipo de consumidor corresponde a 61% do mercado (SINDCERYV, 2007). Nas tltimas décadas,
0 consumo de cerveja aumentou consideravelmente em paises emergentes, como o Brasil
(COLEN; SWINNEN, 2010).

O Brasil é o terceiro maior produtor de cerveja do mundo, com uma producéo de 13,3
bilhGes de L/ano, o primeiro lugar é da China, com 46 milhdes L/ano e o segundo lugar é dos
Estados Unidos com 22,1 milhdes L/ano (SINDCERYV, 2016). De acordo com o IBGE a

producdo industrial de bebidas alcodlicas cresceu 4,8 % no pais em 2018, e esse crescimento
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ocorreu na contramao do que foi registrado pela industria nacional de outros setores. Segundo
Muller, em 2018, existiam 835 cervejarias registradas no Brasil e seus produtos somavam
16.968 tipos de cerveja, conforme levantamento do Ministério da Agricultura e Pecuéria
(MAPA).

3.2.2 Ocorréncia de aflatoxinas na matéria-prima da cerveja

A ocorréncia de aflatoxinas na cerveja é devido a contaminacdo na matéria-prima
(INOUE et al., 2017). H& maior incidéncia de aflatoxinas em paises de clima tropical devido as
condicgdes ideais de temperatura e umidade para o desenvolvimento dos fungos produtores
(KWIATKOWSK e ALVES, 2007). Em paises em desenvolvimento, o risco de contaminacao
pode ser ainda mais elevado devido a dificuldade de implantacdo das boas préaticas agricolas e
de fabricacdo (GALVANO et al.,, 2005). O controle de qualidade da matéria-prima é
fundamental para a prevencao desse tipo de contaminacé&o.

Estudos que relatam a ocorréncia de aflatoxina nos cereais utilizados para a producéo
de cerveja, principalmente o milho e o arroz que sdo adjuntos (SIMIONATO et al., 2003;
KAWASHIMA et al., 2006; SILVA et al., 2008; BENTO et al., 2012; KATSURAYAMA,
TANIWAKI, 2017). No Brasil, o adjunto mais utilizado é o milho (SLEIMAN et al., 2010),
esse cereal é comumente relatado como alvo da contaminagdo por aflatoxina (tabela 1). E
possivel observar relevante incidéncia de aflatoxinas nos produtos feitos com milho e no milho
in natura produzidos no pais. Alguns estudos relatam niveis de contaminacdo superiores ao
limite maximo toleravel estabelecido pela RDC n° 7 (BRASIL, 2011) que é de 20 pg.Kg™ para
aflatoxinas totais. O arroz é outro adjunto bastante utilizado no Brasil e que também pode
contribuir com a contaminacdo por aflatoxina na cerveja. Burdaspal e Legarda (2003), em
estudo conduzido na Espanha, encontraram os niveis mais elevados aflatoxinas nas amostras
de cerveja que continham arroz na composigao.

Durante o processamento da cerveja pode ocorrer a transferéncia de aflatoxinas da
matéria-prima para a bebida. Entretanto, niveis de aflatoxinas podem ficar retidos no residuo
solido oriundo do processo cervejeiro. Estudos realizaram a investigacdo da ocorréncia de
aflatoxina em residuo solido de cervejarias que, normalmente, € utilizado para alimentacao de
bovinos e suinos (SIMAS et al., 2007; KELLER et al., 2009; GERBALDO et al., 2011). Simas
et al., (2007) encontraram 33,75% das amostras positivas para aflatoxinas, com niveis de

contaminacdo entre 1 e 3 pg.Kg?, em estudo realizado em cervejaria do Recdncavo Baiano
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(Bahia, Brasil). Keller et al., (2009) identificaram uma contaminacdo ainda mais elevada, 45%
das amostras positivas com niveis de contaminagdo entre 7,1 e 32,7 pg.Kg, em cervejaria de
Campo Grande (Rio de Janeiro, Brasil). Na Argentina, Gerbaldo et al., (2011) realizaram um
estudo similar e encontraram amostras contaminadas com nivel acima do limite estabelecido
pela legislacdo do pais para alimentagdo animal, que é 20 pg.Kg™. Os resultados desses estudos
demonstram que ha contaminacdo da matéria-prima da cerveja, detectada no residuo sélido

umido, o que corrobora com o risco de contaminacdo do produto final.

Tabela 1 - Ocorréncia de aflatoxina em milho em diferentes regides do pais

Regido do Brasil ~ Tipo de amostra Numero de Nivel de Referencia
amostras contaminagao
(Ocorréncia %) (ug.Kg?)
Sao Paulo Milho (110) 54,5 6 -1600 Machinski et al.,
(2001)
Varias regides do Milho (214) 38,3 0,2-129 Vargas et al.,
Brasil (2001)
Distrito Federal Alimento a base de (366) 19,6 1,7* Caldas et al.,
milho (2002)
Pernambuco Alimento a base de 6,75% 20 ** Kawashima et
milho al., (2006)
Parana Alimento a base de (123) 13% 0,78 *** Amaral et al.,
milho (2006)
Goias Milho 91,7% nd-277,8 Ramos et al.,
(2008)
Mato Grosso Milho 84 (23,8%) 1-108,7 Bento et al.,
(2012)

“concentracdo maxima para AFT
““concentragdo maxima para AFB1
™ concentracdo média

nd n3o detectado;

3.3.2 Ocorréncia de aflatoxinas na cerveja

A ocorréncia de aflatoxinas na cerveja foi relatada em estudos realizados em diferentes
regides do mundo (tabela 2). Os niveis mais altos de contaminacao relatados séo de paises da
Africa, referentes as cervejas artesanais preparadas com malte de sorgo (MATUMA et al.,
2013). Okuru et al. (2017) enfatizam que a grande incidéncia de fungos em paises da Africa,
principalmente no Quénia, é divido as condicdes climéticas favoraveis e a dificuldade de
implantacdo das medidas de boas praticas agricolas e de fabricacdo. Nos periodos de escassez

de chuva ocorre uma significativa diminui¢ao na producdo do milho, consequentemente, alguns
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produtores utilizam gréos de qualidade inferior para produzir a cerveja, tendo em vista que 0s

gréos de melhor qualidade s&o destinados para a alimentacao.

Tabela 2 - Estudos que relatam a ocorréncia de aflatoxina em cerveja em diferentes regides.

Regido de origem das Método Percentual de Concentragéo Autoria
cervejas analitico ocorréncia (%) média/ faixa
(nimero de amostras) (>LOQ) (ng.mL)
Adis Adeba-Africa CLAE-FLU 38,9 3,52/1,23-12,47 Nigussie et
(18) al., (2018)
Quénia -Africa (45) ELISA e CLAE- 100 3,5/1,8 -6,8 Okaru et al.,
MS/MS (2017)
Espanha (336); outros CLAE-FLU 72,6 3,56/0,07-45,18 Burdaspal et
paises da Europa (81) al., Lagarda
(2013)
Malawai- Africa(9) CLAE-MS 88,9 90/N.1. Matumba et
al., (2014)
Europa (116) CLAE-FLU 0 N.D. Bertuzzi et
al., (2011)
Europa (117) CLAE-MS/MS 115,1 N.1./15,4-31 Benezova et
al., (2012)
Malawi- Africa (5) Fluorimetria 100 22,32/8,8-34,5 Matumba et
al., (2011)
Canada-América do CLAE-FLU 2,66 0,0086/0,0007- Mably et
Norte (304) 0,23 al.,(2005)
Outros paises (36)
Japéo-Asia(22); CLAE-FLU 11,7 (N.D/0,0012- Nakajima et
outros paises (94) 0,066 al., (1999)

CLAE Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
FLU detector de fluorescéncia
MS espectrometria de massas
MS/MS espectrometria de massa em série

ND Nao detectado
NI Néo informado

Os dados apresentados na tabela 2 demonstram que 0s niveis de contaminagdo em

cervejas comercializadas em paises da Europa sdo, expressivamente, inferiores aos relatados na

Africa. Benezova et al. (2012) relataram que os niveis de aflatoxinas encontrados nas cervejas

foram consideravelmente baixos, e assim, o risco de exposi¢do as aflatoxinas devido ao

consumo das cervejas estudadas é negligenciavel. Burdaspal e Legarda (2013) encontraram

diferenga significativa (p<0,05) entre os niveis de aflatoxinas nas cervejas com e sem milho na
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composicao, o valor mediano da contaminacdo por AFT nas amostras com milho (n=105) foi
de 2,31 ng.L™, enquanto nas cervejas sem milho (n=45) foi de 0,73 ng.L™. Os autores ressaltam
que o uso de adjuntos pode contribuir para ocorréncia dessas toxinas na cerveja. Mably et al.
(2005) investigaram a presenca de aflatoxinas em cervejas comercializadas no Meéxico,
incluindo também amostras importadas, os resultados mostraram que houve maior incidéncia
de aflatoxinas em cervejas produzidas em paises de clima quente. Até o0 momento, estudos
acerca da ocorréncia de aflatoxinas em cervejas comercializadas na América do Sul sdo

€SCassos.

3.2.4 Transferéncia de aflatoxina da matéria-prima para a cerveja

Os pioneiros na investigacdo da transferéncia de aflatoxina da matéria-prima para a
cerveja durante o processo de producdo foram Chu et al. em 1975. Neste estudo, AFB; foi
adicionada a cevada em duas concentragbes, 1 pg.g* e 10 pg.gl, apds as etapas do
processamento foi realizada a determinacéo do teor de AFB1. Ao final da fervura do mosto, foi
identificada uma recuperacgdo de 40-49% e ap0s a fermentacédo foi possivel recuperar 45-55%
da concentracdo inicial de AFB1. Apds todas as etapas do processamento, houve recuperacao
de 18-27% de AFB: na cerveja. Esse estudo despertou o interesse acerca do processo de
transferéncia das micotoxinas presentes na matéria-prima para a cerveja, e assim, demais
pesquisadores realizaram trabalhos similares posteriormente. Entretanto, ainda ndo existe um
consenso sobre a taxa de degradacdo das aflatoxinas apds cada etapa do processo cervejeiro,
mas é sabido que algumas fases do processamento tém maior influéncia na reducdo dos niveis
devido aos processos de separa¢do, como a filtracdo, e tratamentos térmicos.

A producdo do malte pode ser considerada uma etapa critica, pois ocorre 0 aumento da
umidade e existe um tratamento térmico. Matumba et al. (2011) identificaram que os niveis de
contaminacdo por aflatoxinas foram mais elevados no malte de sorgo do que no sorgo nao
maltado. Os autores relataram um aumento de até 39,3% da contaminacdo fungica na etapa de
germinacdo, isto pode ser devido aos seguintes fatores: contaminagdo cruzada com a agua
residual da maceracdo e aumento da reprodugdo dos fungos devido as condi¢Ges de umidade
(PASCARI et al., 2018). O risco de aumento da contaminacdo por micotoxinas € ainda mais
elevado em ambientes onde n&o ha controle higiénico-sanitario adequado (MATUMBA et al.,
2014).
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Okaye et al. (1987) realizaram uma investigacao sobre a transferéncia de AFB1 do milho
para a cerveja na Nigéria e identificaram uma taxa de transferéncia de 41,38%. Enquanto, Pietre
et al. (2010) realizaram um estudo avaliando a transferéncia de AFB;1 e fumonisina B; (FB1)
durante todas as etapas do processo de producdo de cerveja feita com malte de cevada, e 0s
resultados demonstraram uma recuperacdo de 1,5 % e 50%, respectivamente. De acordo com
Pietre et al. (2010), a recuperacdo distinta entre AFB1 e FB1 é decorrente da diferenca de
solubilidade em agua dessas micotoxinas. Os autores relatam que apos a etapa de lavagem do
malte e filtracdo do mosto houve uma reducdo significativa de 45% AFB; devido a sua baixa
hidrosolubilidade.

Inoue et al. (2013) realizaram um estudo com o objetivo de verificar a transferéncia de
14 tipos de micotoxinas, incluindo as aflatoxinas, do malte para a cerveja apos as etapas de
trituracao, filtracdo, fervura e fermentacéo. Os resultados demonstraram um decréscimo de 50%
na concentragdo das micotoxinas ap6s todas as etapas, sendo que houve consideravel reducéo
na concentracdo aflatoxinas ap6s a fermentacdo. Inoue et al. (2013) discutem que isso pode ser
devido a adsorcdo das micotoxinas ao material filtrado (grdos de malte triturados e leveduras)
e a baixa solubilidade de algumas micotoxinas em agua, como as aflatoxinas. O mecanismo de
remocao das aflatoxinas no processo de fabricacdo da cerveja ndo € totalmente elucidado. Ruiz-
Medina e Cordova (2015) discutem que ndo ha completa remoc¢éao de AFB; durante a producédo
de cerveja e que pode haver conversdao dessa toxina em produtos toxicos desconhecidos,
ressaltando a necessidade de estudos que investiguem essa conversao.

Pascari et al. (2018) discutem a transferéncia de micotoxinas em todas as etapas do
processo cervejeiro. Os autores consideram que as etapas criticas para reducdo ou aumento nos
niveis das aflatoxinas na fabricacdo de cerveja sdo a malteacdo (maceracdo e torrefacdo),
fermentacdo e estabilizacdo. Durante a fermentacdo pode ocorrer adsor¢do das micotoxinas na
parede celular das leveduras por forcas de Van der Walls e ligagdes de hidrogénio, e apds a
filtracdo do residuo da fermentacdo pode ocorrer a reducdo das micotoxinas
(CAMPAGNOLLO et al., 2015). Um aspecto curioso da contaminacdo da cerveja por AFB; e
deoxynivalenol (DON) é que pode provocar a diminuicdo na formacgdo da espuma, pois, essas
toxinas podem inibir a atividade da desidrogenase fazendo com que ocorra a diminui¢do dos
niveis de dioxido de carbono que formam a espuma. Além disso, essa contaminagdo pode
propiciar a formagédo de compostos indesejaveis durante a fermentacdo, como os acetaldeidos
(REISS, 1973).
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3.3 Métodos analiticos para determinacéo de aflatoxinas

Nos ultimos anos, houve grande investimento no desenvolvimento de novos métodos
para analise de aflatoxinas em alimentos e ragdes (PERNICA, 2019). Na cerveja, as aflatoxinas
podem estar presentes em pequenas concentracdes (niveis residuais), o que gera a necessidade
de métodos com alta sensibilidade (RUIZ-MEDINA et al., 2015; PASCARI et al., 2018). As
etapas de um método para andlise de aflatoxinas em cerveja sao a extracao, limpeza/purificagéo,
deteccdo e quantificagdo. E importante ressaltar que o preparo da amostra é uma etapa que
consome bastante tempo e se ndo for feita de maneira adequada pode contribuir com o erro dos

resultados.

3.4.1 Extracao e limpeza/purificacéo

O objetivo da extracdo é a remocdo das aflatoxinas da matriz de maneira eficiente para
ndo ocorra a co-extracdo de componentes com estrutura quimica semelhante que possam
interferir na analise (PERNICA et al., 2019). E necessario extrair o componente de interesse da
matriz com eficiéncia para que a detecgéo e a quantificacdo possam ser realizadas de maneira
eficiente, e a depender do tipo da matriz esse procedimento podera ter maior complexidade
(ELLIS et al., 1991). A cerveja contém agua, carboidratos, substancias proteicas, sais minerais
e etanol, podendo ser considerada uma matriz complexa (RUBERT et al., 2013, PERNICA et
al., 2019). O élcool pode influenciar na extracdo das micotoxinas, e assim, faz-se necessario o
desenvolvimento de métodos de extracdo criteriosos (RUBERT et al., 2013).

A escolha do solvente de extracdo adequado leva em consideracdo a solubilidade das
aflatoxinas e a possibilidade de minimizar a extracdo de compostos interferentes. As aflatoxinas
sdo soluveis em solventes ligeiramente polares e possuem pouca solubilidade nos solventes
apolares, geralmente, sdo utilizados como solvente de extracdo uma mistura de solventes
organicos como metanol, acetona e cloroférmio e dgua (ELLIS et al., 1991). A adi¢do de agua
ou de agua acidificada na composicdo do solvente de extracdo, geralmente, € utilizada para
otimizagdo, a agua proporciona melhor penetracdo do solvente na matriz e a solucdo acida
facilita na separagéo das toxinas dos outros constituintes da amostra (RAHMANI et al., 2010).

A limpeza e a purificagdo tém como objetivo remover compostos que foram extraidos
junto com as aflatoxinas para reduzir a ocorréncia de interferentes no extrato final, e assim,

minimizar o efeito matriz na etapa de identificacdo e quantificacdo (ELLIS et al., 1991).
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3.4.1.1 Extracdo liquido-liquido (ELL)

O meétodo de extracdo liquido-liquido € baseado na diferenca de solubilidade das
aflatoxinas na fase organica e aquosa que sdo imisciveis, e assim, ocorre a separacao pelo
principio da particdo (ELLIS et al., 199; TURNER et al., 2009). KHAN et al., (2013) foram
uns dos pioneiros a utilizar a extracdo liquido-liquido para purificacdo das aflatoxinas na
cerveja com deteccao realizada por UPLC-MS/MS, os resultados obtidos foram satisfatérios.
Os autores enfatizam que o uso de acetato de etila como solvente de extracédo foi a melhor opcao
dentre os solventes testados, proporcionando uma recuperacao de até 99%. A extracdo liquido-
liquido tem como vantagens o baixo custo, a facilidade de aplicacédo e boa eficiéncia na extracdo
(KHAN et al., 2013). A desvantagem da extracdo liquido-liquido é o uso de grandes volumes
de solventes nocivos ao meio ambiente, e assim, ndo € um método que segue as praticas
sustentaveis e ecoldgicas preconizadas pela Quimica Verde (SAHA et al., 2018). Outro aspecto
negativo é a dificuldade de automacdo, fazendo com que a andlise seja mais demorada
(CALDAS et al., 2011).

3.4.1.2 Extracdo em Fase Sdlida (SPE)

O uso de extracdo em fase solida (SPE — sigla para Solid Phase Extraction) teve inicio
em meados da década 1970, o principio béasico desse método é o mesmo das técnicas
cromatograficas, porém, apresenta maior simplicidade de aplicacdo (TURNER et al., 2009;
CALDAS et al., 2011). A amostra aquosa € passada através do cartucho de SPE contendo um
sorvente, responsavel por reter os analitos, em seguida, é realizada a eluicdo. Existem diversos
tipos de cartuchos de SPE, a fase quimicamente ligada pode ser polar, quando é utilizada a
silica, por exemplo, ou apolar como a Cis, Cg, C2, também chamada de fase reversa, dentre
outras. Também podem ser utilizadas fases estacionarias com troca idnica e material de
afinidade. Esse método possui a vantagem de poder ser utilizado como técnica de pré-
concentracdo (CALDAS et al., 2011). O uso da fase estacionaria com material por
imunoafinidade, como as colunas de imunoafinidade, apresentam resultados bastante

satisfatorios devido a alta especificidade.
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3.4.1.2.1 Coluna de imunoafinidade (CIA)

As colunas de imunoafinidade (CIA) foram desenvolvidas em meados da década de
1980 e seu uso provocou uma evolucdo na analise de micotoxinas em alimentos e racoes
(WILCOX et al., 2015). Trata-se de um método imunoquimico utilizado para a limpeza e
purificacdo e pode ser aplicado para diferentes matrizes (BERTUZZI et al., 2011). A CIA é
composta de um suporte no qual ficam imobilizados os anticorpos especificos em contato com
uma solucdo tampdo fosfato-salina (PBS). Este tem como finalidade manter o valor do pH
constante para que ndao ocorra alteracdo das estruturas proteicas dos anticorpos ao entrar em
contato com extratos de diferentes matrizes (OLIVEIRA, 2011). Quando o extrato da amostra
é aplicado a coluna, ocorre a adsorcao das aflatoxinas aos anticorpos e os demais componentes
ndo sdo retidos (VICAM, USA). Para fazer a separacao da ligagdo micotoxina-anticorpo, é
usado um eluente que ira realizar a extracdo, no caso das aflatoxinas o eluente mais indicado é
0 metanol, pois apresenta menor agressividade aos anticorpos da CIA quando comparado com
a acetonitrila e a acetona (VICAM, USA; BERTUZZI et al., 2011).

As principais vantagens desse método sdo a alta especificidade e seletividade,
removendo os interferentes da matriz com bastante eficiéncia, além disso, requer um curto
intervalo de tempo para a andlise (ZHAO et al., 2016). Por outro lado, as colunas de
imunoafinidade sdo projetadas para analise de um grupo especifico de micotoxinas, 0 que
dificulta a sua aplicacdo em métodos multiresiduos (KHAN et al., 2013). A maior desvantagem
desse método é o elevado custo das colunas (CASTILHO, 1996). SAHA et al., (2018) relataram
que o uso da CIA para matrizes complexas, como ervas, pode gerar a retencdo de compostos

com estrutura semelhante as aflatoxinas e assim fornecer um resultado falso positivo.

4.4.1.3 QUEChERS

O método QueChERS foi desenvolvido por Anastassides em 2003 com intuito de
oferecer uma alternativa préatica e eficiente para a extracdo de agrotoxicos (PRESTES et al.,
2011). O termo ¢é derivado da abreviacdo das palavras em inglés que indicam os atributos do
método: rapido (quick), facil (easy), barato (cheap), eficaz (effective), robusto (rugged) e seguro
(safe) (MUSARURWA et al., 2019). O método QueChERS original é composto por trés etapas:
extracdo com acetonitrila, particdo com a adicdo de sais e a limpeza em extracdo de fase solida
dispersiva (PRESTES et al., 2011). Essas etapas sdo consideradas de simples execucéo e
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promovem uma extragdo e limpeza eficientes. Com o desenvolvimento de novos estudos acerca
do QueChERS, o método original sofreu algumas modifica¢fes para se adequar a diferentes
necessidades de analise. Desse modo também, novas aplicagdes surgiram e essa técnica passou
a ser utilizada para extracdo de outros analitos além dos agrotdxicos, como as micotoxinas. Os
estudos que utilizaram o QueChRS para extracdo e purificacdo de aflatoxinas em cerveja sao
recentes. Zhao et al. (2017) e Gonzalez-Jartin et al. (2019) utilizaram esse método e 0s
resultados sao satisfatdrios, boa sensibilidade e pouco efeito matriz.

Esse método possui as seguintes vantagens: é de facil aplicacédo, necessita de quantidade
reduzida de solvente, possui poucas etapas e tem boa eficiéncia (AZAIEZ et al., 2014). Além
disso, é possivel fazer a anélise de varias micotoxinas simultaneamente quando a deteccdo é
feita por espectrometria de massas (PERNICA et al., 2019). Rupert et al. (2013) realizaram um
estudo usando o QueChERS para extrair simultaneamente 23 micotoxinas de comida de rua e
a deteccdo por HPLC-MS/MS, os resultados foram bastante satisfatorios. Por outro lado,
Ogendrarajah et al. (2013) relatam a ocorréncia de efeito matriz no uso desse método para
extracdo de micotoxinas em especiarias. A utilizacdo de uma etapa de pré-concentracdo pode
contribuir para melhor a eficiéncia do uso de QueChERS na analise (GONZALEZ-JARTIN et
al., 2019).

3.4.2 Métodos de deteccdo e quantificacao

3.4.2.1 Cromatografia liquida de camada delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi um dos primeiros métodos
usados para detectar aflatoxinas (ZHAO et al., 2016). A CCD consiste em uma técnica de
separacdo baseada, principalmente, no fundamento fisico de adsorcdo (COLLINS, 2010)
através da migracdo diferencial sobre o adsorvente disposto em uma camada delgada (ELLIS
et al., 1991, COLLINS et al., 2010). As principais vantagens desse método sdo o baixo custo,
praticidade e simplicidade de operagdo, mas tem como desvantagens os problemas de resolucéo
e a baixa sensibilidade para a quantificacdo (GILBERT; VARGAS, 2003). Sendo assim, a
concentracdo de aflatoxina na amostra ira determinar se a CCD é uma técnica adequada para a
triagem em determinada aplicagdo. Os metodos de limpeza e purificacdo da amostra
favoreceram consideravelmente a melhoria na identificacdo por CCD. Este método néo

necessita de muitos equipamentos e assim ainda é muito utilizado em paises em
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desenvolvimento que possuem instalagfes limitadas para o monitoramento de aflatoxinas
(KOLOSOVA et al., 2006).

3.4.2.2 Enzima imuno ensaio (ELISA)

O ELISA (Enzyme Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, no inglés) é considerado
uma boa técnica de triagem para identificacdo de micotoxinas em alimentos e racbes
(BENEZOVA etal., 2012). A deteccdo ¢ feita mediante a interacéo especifica entre o anticorpo
e 0 antigeno, e os ensaios mais utilizados para analise de micotoxinas sdo o ELISA competitivo
e 0 ndo competitivo. No método competitivo, o analito, no caso, as aflatoxinas da amostra irdo
competir com uma quantidade constante de aflatoxinas ligadas ao anticorpo especifico,
imobilizado na fase s6lida, enquanto que no ensaio ndo competitivo, o anticorpo ira reagir de
maneira proporcional a concentracdo de aflatoxina presente na amostra, € ap0s essa etapa €
realizada a deteccdo (MOTTA; DUARTE, 2010). Havera uma alteracéo na coloracdo devido a
acdo da enzima presente reagindo com o substrato, gerando um pigmento. Essa variacdo é
identificada por espectrofotometria ou comparagéo visual com um padrdo (CHU, 1984).

O ELISA apresenta elevada sensibilidade e especificidade, principalmente quando sao
utilizados anticorpos monoclonais (MEIRELLES et al., 2006). E um método préatico, sendo
possivel a automacdo do ensaio o que permite a analise de grande nimero de amostras em um
curto intervalo de tempo e apresenta baixo custo quando comparado com métodos tradicionais
(OLIVEIRA, 2000). A desvantagem desse método é possibilidade de ocorréncia de resultado
falso positivo devido a reatividade cruzada (SOUZA et al., 1999).

Apesar de ndo existirem muitos estudos que utilizaram ELISA para deteccdo de
aflatoxinas em cerveja, este método tem sido muito usado na andlise dessas micotoxinas em
outras matrizes, apresentando resultados satisfatorios. Li et al., (2009) enfatizaram que 0 uso
do ELISA pode ser importante para monitoramento durante toda a cadeia produtiva, entretanto,

essa técnica ainda ndo € aceita como método oficial.
3.4.2.3 Dispositivos Eletrdnicos Portateis
Dispositivos portateis sdo uma alternativa aos métodos tradicionais para detecgédo de

micotoxinas em alimentos e tem como principal vantagem a praticidade (GOUD et al., 2016).

Um biossensor é um dispositivo portatil capaz de realizar um reconhecimento biolégico, por
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nanomateriais, materiais inteligentes ou compostos biomiméticos (como os aptameros, por
exemplo). A deteccdo é feita mediante um mecanismo de interpretacdo das propriedades
elétricas, fisico-quimicas, Oticas, dentre outras, com a interacao entre o analito e o dispositivo
(JIMENEZ; LEON, 2009). Os aptameros sio moléculas sintéticas usadas para o
reconhecimento molecular que oferecem vantagem quando comparadas com 0s anticorpos pois
possuem maior afinidade e especificidade (GOUD et al. 2016).

Molina-Garcia et al., (2012) avaliaram o desempenho de sensor por multi-comutacéo e
por fluorescéncia induzida fotoquimicamente, do inglés photochemically induced fluorescence
(PIF), para deteccéo de aflatoxina em cerveja, baseado no fotoproduto da fluorescéncia de AFB:
por irradiacdo UV. Os resultados indicaram que esse método apresentou rapidez e eficiéncia

tdo boa quanto os métodos cromatogréaficos.

3.4.2.4 Cromatografia Liquida

A cromatografia liquida de alta eficiéncia é a técnica mais utilizada para analise de
aflatoxinas em alimentos (RAHMANI et al., 2009). Para esta finalidade, pode ser utilizada a
cromatografia liquida em fase normal ou fase reversa, porém, a fase normal é mais utilizada

pois oferece maior versatilidade de aplicagéo.

3.4.2.4.1 Deteccdo por fluorescéncia

Desde que as propriedades fluorescentes das aflatoxinas foram identificadas, ocorreu a
promocao do desenvolvimento de métodos de deteccéo e quantificacdo baseados na emissdo da
fluorescéncia (CARNAGHAN et al., 1964). Os detectores de fluorescéncia e UV séo bastante
utilizados para essa finalidade. Um problema recorrente dessa analise € que a emissao da
fluorescéncia é influenciada pela composicdo da fase mdvel (KOK, 1994). Em sistemas de
cromatografia com fase normal ocorre a diminuigdo da fluorescéncia das espécies AFB1 e AFB>
e em sistemas de fase reversa a supressdo da emissao é com as espécies AFB1 e AFG; (KOK,
1994). Apesar da cromatografia em fase normal poder ser utilizada para separar as aflatoxinas,
amais comumente usada é a em fase reversa (JAIMEZ et al., 2000). Os solventes que interferem
na emissdo da fluorescéncia séo justamente os mais utilizados como fase movel em sistemas de
fase reversa para analise de aflatoxinas, que s@o a mistura de gua-metanol e agua-acetonitrila,

principalmente quando ha exposic¢éo a luz.
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Com o intuito de aprimorar a detec¢do baseada no principio da fluorescéncia, foram
desenvolvidos métodos de derivatizacdo, sendo que podem ser do tipo pré-coluna (reagcdo com
0 acido trifluoro-acético -TFA) e pos-coluna (reacdo com iodo, bromo e ciclodextrinas). A
necessidade de derivatizacdo pode ser considerada uma desvantagem da deteccdo por
fluorescéncia, uma vez que consiste em uma etapa a mais, aumento do custo e uma possivel
fonte de erros, mas ainda assim essa técnica é bastante utilizada por ter alta especificidade e
elevada sensibilidade.

A reacdo com TFA ira proporcionar a hidratacdo das ligacbes duplas da parte di-
hidrofurano das AFB1 e AFG; transformando-as em seus hemiacetais AFB2a € AFG2a que sdo
altamente fluorescentes, essa reagdo nédo afeta AFG, e AFB; devido a sua estrutura saturada
(KOK, 1994; JAIMEZ et al., 2000). Geralmente, é realizada a adi¢do do hexano antes do TFA
para liberar as aflatoxinas dos residuos cerosos remanescentes apos a limpeza e purificacao,
mas esse solvente ndo interfere na reagdo com TFA. A reacdo ocorre com muita rapidez, cerca
de 30 s, quando o TFA ¢é adicionado puro, mas caso seja diluido em &gua o tempo médio é de
30 min a 50 °C. E comum realizar a evaporacdo do TFA para evitar um aumento excessivo no
tamanho dos picos (KOK, 1994).

Um dos grandes problemas da derivatizagdo com TFA é instabilidade dos compostos
AFB2, e AFG2q, que faz com que haja a necessidade de realizar a reacéo de derivatizagdo pouco
tempo antes da anélise e ainda assim pode ocorrer a interferéncia do solvente da fase mével. O
solvente usado para ressuspenssdo do residuo de aflatoxinas também pode interferir na
estabilidade dessas espécies, sendo que normalmente o metanol é evitado por favorecer a
formagéo de acetatos metanoicos, e por esse mesmo motivo a propor¢do de metanol na fase
movel deve ser bem avaliada. Dois agravantes para a ocorréncia de erros nessa etapa sao a falta
de controle do tempo da reacdo de derivatizacdo que pode proporcionar falta de padronizagéo
e quando se faz analise de um numero grande de amostras e estas ficam muito tempo no
amostrador automatico, podendo ocorrer deterioracdo (KOK, 1994; JAIMEZ et al., 2000).

Um dos métodos de derivatizacdo p6s-coluna mais utilizado é através da reagcdo com
halogénios, o iodo ou o bromo. A reagdo com o iodo foi estabelecida como método oficial
AOAC e IUPAC. Quando o iodo estd em solucdo aquosa ocorre a liberagcdo dos d&tomos de
grupamentos metoxi que sdo adicionadas as ligacfes duplas de AFB1 e AFG;, essa reacdo €
capaz de aumentar a emissdo da fluorescéncia de AFB1 e AFG; de 25 a 50 vezes e ndo ocorre
alteracé@o na concentracdo de AFG, e AFB> (JAIMEZ et al., 2000). As desvantagens de usar o

iodo como agente derivatizante sdo a sua alta instabilidade, necessidade de preparo diario das
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solugdes de trabalho, possibilidade de corrosdo dos componentes de vedacdo da bomba e
entupimento dos capilares caso haja precipitacdo (JAIMEZ et al., 2000).

O bromo é um agente oxidante tdo potente quanto o iodo, mas possui uma maior
instabilidade, sendo necessaria a utilizacao de uma célula eletroquimica, chamada de Kobra, na
qual a partir do sal brometo ocorre a produgéo do bromo constantemente. Uma das vantagens
do uso do bromo quando comparado ao iodo é o menor custo e a maior praticidade (KOK,
1994).

Existem estudos que demonstram a eficiéncia das ciclodextrinas na formacdo de
complexos com as AFB1 e AFGy, proporcionando alta emisséo de fluorescéncia. O uso desse
método apresenta resultados similares ao da derivatizacdo com halogénios, entretanto também
existe o problema da instabilidade.

Em suma, a cromatografia liquida acoplada ao detector de fluorescéncia (HPLC-FLU)
tem se mostrado um método eficiente para deteccéo de aflatoxina em cerveja (BURDASPAL e
LAGARDA, 2003; BELTRAN et al., 2011).

3.4.2.4.2 MS/IMS

A cromatografia acoplada a espectometria de massas € considerada padrdo ouro na
identificacdo e quantificacdo de contaminantes em alimentos, incluindo a analise de aflatoxinas
(ZHAO et al., 2016). Essa forma de deteccdo permitiu o desenvolvimento de métodos de anélise
multiresiduos, favorecendo assim a detec¢do simultanea de diversas micotoxinas (RURPERT
et al., 2013; BELOGLAZOVA et al., 2015). A maioria dos estudos que investigaram a
ocorréncia de aflatoxina em cerveja utilizaram a espectrometria de massas para identificacao
(Tabela 3). Entretanto, o custo do equipamento de espectrometria de massas € elevado e nem
todos os laboratorios possuem recursos para a aquisicdo. E possivel observar no estudo
realizado por Bertuzzi et al., (2011) que usou o detector de fluorescéncia como método de
deteccgéo, resultados de sensibilidade similares aos encontrados nas pesquisas que utilizaram a
espectrometria de massas. Esse método apresenta a vantagem de ndo precisar de derivatizacdo
(RAHMANI et al., 2009).

A tabela 2 apresenta um compilado de métodos analiticos que usaram diferentes técnicas
preparativas e sistemas de deteccdo. Nela sdo apresentados os dados de sensibilidade em

recuperacao.
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3.5 Avaliacéo de risco

A avaliagéo de risco tem o objetivo de estimar a probabilidade da ocorréncia de efeito
adverso quando ha exposicdo humana a substancias potencialmente toxicas, e assim, esse
procedimento pode ser utilizado para avaliacdo da exposicdo as aflatoxinas (IPCS, 2009). O
método para a determinacdo da avaliacdo de risco pode ser dividido em quatro etapas:
identificacdo do dano (ou perigo), caracterizacdo da relagdo dose resposta, avaliacdo da
exposicéo e caracterizacdo do risco (JARDIM; CALDAS, 2009). A etapa de identificacdo
consiste em averiguar a natureza do efeito adverso causado pela exposicdo a substancia. Em
seguida, € realizada a caracterizacdo da relagdo dose-resposta através da avaliacdo da relacdo
quantitativa da exposicdo e a incidéncia da resposta de um efeito adverso. A avaliagdo da
exposicao consiste na estimativa da ingestdo provavel de substancias toxicas. Essa avaliagdo é
feita mediante os dados de consumo do alimento analisado, concentracdo da substancia no
alimento e peso corpéreo médio da populagdo estudada. Por fim, € realizada a caracterizacao
do risco, na qual estima-se a probabilidade da ocorréncia do efeito adverso na populagédo
exposta (ANDRADE, 2016).

A toxicidade da substancia estudada ira influenciar na escolha da metodologia indicada
para caracterizacgdo do risco. As aflatoxinas sdo classificadas como substancias carcinogénicas
para seres humanos, segundo a IARC (2012). A caracterizacdo do risco para substancias
carcinogénicas e genotoxicas pode ser feita de acordo com duas metodologias: (i) o principio
ALARA (as low as resonably achievable), refere-se a possibilidade de reduzir a exposicao ao
nivel mais baixo que seja possivel; (ii) o calculo da Margem de Exposicdo (MOE sigla do termo
em inglés: Margin of Exposure). A MOE é calculada através da razdo entre a referéncia
toxicologica e a exposicdo, o valor obtido dessa razao € utilizado para caracterizar o risco.

O valor da MOE é inversamente proporcional ao risco de exposicdo. A MOE igual ou
superior a 10000 caracteriza baixo risco e valores inferiores a 10000 indicam que h& um risco
de exposi¢do carcinogénico do contaminante analisado. Valores da MOE inferiores a 125,
indicam que alem dos efeitos carcinogénicos, deve-se ter a preocupacdo com relagéo aos efeitos
neurotéxicos (ESPOSITO et al., 2017).

Alguns estudos realizaram caracterizacdo do risco de exposi¢do as aflatoxinas devido
ao consumo de cerveja. Okaru et al. (2017) encontraram uma MOE de 16 referente ao consumo
elevado de cerveja artesanal no Quénia. Essa caracterizag¢do do risco revela elevada chance de

exposicdo as aflatoxinas com efeitos carcinogénicos e neuorotoxicos. N&o é de nosso
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conhecimento a existéncia dados sobre a caraterizacdo do risco de exposi¢do as aflatoxinas

devido ao consumo de cerveja no Brasil. A realizacdo da avaliagdo de risco € muito importante,

pois considera os dados de consumo especificos da populacdo estudada. Essas informagdes

podem contribuir para que as autoridades competentes possam estabelecer limites maximos

tolerados para os niveis de aflatoxinas em cerveja.

Tabela 3 - Métodos analiticos para determinacdo de aflatoxina em cerveja.

Limpeza e extracéo Deteccéo e LD REC (%) Referéncia
quantificacdo (ng.mL?)
QueChRES UPLC-MS/MS 0,002-0,004 70 GONZALEZ-JARTIN et
al., 2019
ELL HPLC-MS/MS 1,3-205 98-100 ADEKOYA et al., (2018
ELL HPLC-MS/MS 1,16-3,22 N.I. PASCARI et al., 2018
ELL ELISA e HPLC- 0,1 N.I. OKARU et al., 2017
MS/MS

QueChRES LC-MS/MS** 0,03 92,7-103,6 ZHAO et al., 2017
ELL Dispositivo portatil 0,19-0,27 92-102 GOUD et al., 2016
CIA HPLC-FLU 0,05-0,09 90,8-100,8 BURDASPAL E

LEGARDA, 2013

SPE (C18) UHPLC-MS/MS 1,1-2,9* 96,6-100 MATUMBA et al., 2014

SPE HPLC-QqQ- 0,3 63-91% RUPERT et al., 2013
MS/MS
ELL UPLC-MS/MS 0,001-0,0003 85-96 KHAN et al., (2013)
SPE Sensor 6tico 0,029 94-106 MOLINA-GARCIA et
al,. 2012
CIA HPLC-MS 0,0015-0,0047 96,8-106 BENEZOVA et al., 2012
CIA HPLC-FLU 0,0005-0,0010 92,3-95,8  BERTUZZI et al,. (2011)
CIA Fluorimetria 2 N.I. MATUMBA et al.,
(2011)
CIA HPLC-FLU 0,0005-0,0010 95,5-101,2 NAKAJIMA et al.,
(1999)

N.I. Ndo informado; **Analisou apenas AFB:
ELL Extracdo liquido-liquido
SPE Extracdo em fase sélida
CIA Coluna de imunoafinidade
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3.6 CONSIDERACOES FINAIS

Uma questdo inconclusiva acerca da ocorréncia de aflatoxinas em cerveja € o
mecanismo de eliminacdo e conversdo dessas toxinas durante o processo cervejeiro. Ndo ha
consenso com relacdo a taxa de reducdo e sobre os fatores que podem influenciar nesse
processo. Sendo assim, estudos que investiguem essa questdo podem ser bastante relevantes. O
estado da arte sobre os métodos de determinacéo de aflatoxina em cerveja revela uma crescente
preocupacdo com o desenvolvimento de métodos que estejam de acordo com principios da
Quimica Verde, gerando menor volume de residuos toxicos. O método de extracao/purificacao
de aflatoxinas em cerveja mais utilizado é coluna de imunoafinidade, pois apresenta resultados
satisfatorios de especificidade e seletividade, contribuindo com a elevada sensibilidade da
analise. O QueChERS tem sido relatado como um método promissor, porém, ndo ha muitos
dados na literatura que utilizaram essa técnica para purificacdo de aflatoxina em cerveja. A
deteccdo e a gquantificacdo sdo comumente realizadas por HPLC-FLU ou HPLC-MS/MS. A
andlise dos dados de validacdo, dos estudos que utilizaram esses dois métodos de anélise, revela
que os resultados de sensibilidade e precisdo dos estudos que utilizaram a detec¢do por
fluorescéncia sdo comparaveis aos que utilizam a deteccdo por espectrometria de massas. A
determinacéo de aflatoxinas por ELISA e pelos detectores portateis tem sido bastante utilizada
como métodos de triagem e oferece a vantagem da praticidade e baixo custo, podendo ser uma

importante ferramenta no monitoramento de aflatoxinas em toda a cadeia produtiva.
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ABSTRACT

The aflatoxins (B1, B2, G1, and G2) were investigated in 60 beer samples of the leading
commercial beer brands, with and without adjuncts, produced in Brazil. An analytical method
was standardized and validated by high-performance liquid chromatography (HPLC) with
fluorescence detection. The extraction was carried out using immunoaffinity columns. The limit
of quantification (LOQ) ranged from 10 to 30 ng.L, and the mean recoveries were 88.5%,
98.0%, 98.3%, and 110.1% for AFB1 and AFB2 AFG1, and AFG, respectively. The percentage
of samples positive for total aflatoxins (AFT) was 100% for beers with adjunct and 80% for
beers without adjunct (“pure malt™). Of the total beer samples, 88.3% showed the occurrence
of at least one of the aflatoxins. AFB> had the highest incidence in the beer samples, with the
highest contamination level with adjuncts. The median levels of AFB2 were 27.0 and 40.4 ng.L
! for the group of beers with and without adjunct, respectively. Among the positive samples,
the median value for AFT and AFB; were 40.9 and 16 ng.L™, respectively. Carcinogenic risk
characterization was performed for exposure to AFB2 and AFT by estimating the margin of
exposure (MOE). The MOE in scenario 2, corresponding to high beer consumption (> 160
mL/day), was 5,303 for a beer with adjunct and 3,643 for beer without adjunct. In summary,
the results found in this study demonstrate that elevated beer consumption may pose a risk of
exposure to the carcinogenic effects of aflatoxins, especially AFB2. The consumption of pure
malt beers produced and commercialized in Brazil represents an even higher risk than the
consumption of beer with added adjuncts. This fact alone requires further investigation since it
may suggest that the barley from which the malt is produced may contribute to the occurrence

of aflatoxins in beer, at least in Brazil.

Keywords: Aflatoxins; Beer; Carcinogenic Risk; Immunoaffinity Column; HPLC.
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1. Introduction

The fungi Aspergillus flavus, A. parasiticus, and A. nominus produce the aflatoxins By
(AFB1), B2 (AFB2), Gi1 (AFGi1), and G2 (AFB2), which are compounds derived from
difuranocoumarin. The nomenclatures B and G are derived from the initial letters of blue and
green fluorescent colors produced under UV radiation (Sweeney and Dobson, 1998). The
chemical structure of aflatoxins confers high thermostability, especially when interacting with
the food matrix (Pascari et al., 2018). Therefore, heat treatments with high temperatures, at least
160 °C, are necessary to eliminate them from the food (Raters and Matissek, 2008). These
contaminants are highly toxic and present a significant threat to human and animal health, given
their carcinogenic, teratogenic, and mutagenic potential (Pleadin et al., 2019). They are
classified by the International Agency for Research on Cancer (IARC) as belonging to group I,
compounds that are carcinogenic to humans (IARC, 2012).

Diet is considered the main route of exposure to naturally occurring carcinogens (Khan
etal., 2012). Aflatoxins contaminate a wide variety of essential agricultural products, including
corn, wheat, peanuts, rice, spices, dried fruits, and nuts (Khayoon et al., 2010). Among the
commonly contaminated grains are those used as raw materials and adjuncts for beer, such as
barley, corn, wheat, and oats (Piacentini et al., 2015; Piacentini et al., 2018). Due to their high
thermal stability, aflatoxins can be transferred from the raw material to the beer (Chu et al.,
1975; Okaye et al., 1987; Pietri et al., 2010; Inoue et al., 2013). CHU et al., (1975) found a
transfer rate of AFB1 ranging from 18 to 27%, while Okoye et al., (1987) identified the transfer
of 41.4% of AFBL1 content from corn to beer. However, Pietri et al. (2010) observed a recovery
in beer of 1.5% of the initial AFB1 concentration present in barley malt. There is no consensus
regarding the aflatoxin contents that can be transferred from raw material to beer, but it is known
that there is no complete elimination (Ruiz-Medina and Cordova et al., 2015).

Given the need to evaluate the occurrence of aflatoxins in beers, studies have been
conducted in different regions of the world: countries in Europe (Benezové et al., 2012; Bertuzzi
et al. 2011; Burdaspal and Legarda 2013), Africa (Matumba et al., 2014, Okaru et al. 2017;
Nigussie et al., 2018), Japan (Nakajima et al. 1999) and Canada (Mably et al., 2005). However,
despite the theme's relevance, especially for its direct impact on the population’s health, there
are little data on the occurrence of aflatoxins in beers produced and commercialized in Brazil,
although beer is the most consumed alcoholic beverage by Brazilians (WHO, 2019).

The first law on beer quality was the German Beer Purity Law which established that
this beverage should be produced with only three ingredients: water, malt, and hops (Venturini,
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2000). In Brazil, according to decree n°. 9,902 of 2019, beer is the beverage obtained by the
alcoholic fermentation of malted barley wort or malt extract, previously submitted to a cooking
process added hops or hop extract. Part of the barley malt may be replaced by brewing adjuncts,
alternative sources of fermentable carbohydrates, such as corn, rice, rye, and sorghum. Decree
No. 6871 (BRASIL, 2009) states that the addition of adjuncts cannot exceed 45% of the original
extract. However, this paragraph was revoked after decree no 9,902 (BRASIL, 2019). This limit
is also provided by Normative Instruction No. 54 of the Ministry of Agriculture, Livestock, and
Supply (MAPA). The retraction of the paragraph stating the maximum limit of adjuncts that
can be added may generate ambiguity in interpreting these guidelines regarding the maximum
proportion of adjuncts in beer.

The use of adjuncts offers advantages to the beer production process. One of the main
advantages is the reduction of costs because countries that do not produce barley on a large
scale need to export this grain, leading to increased costs with one of the primary raw materials
of this beverage (Sleiman et al., 2010). Thus, using grains such as corn and rice, produced on a
large scale in Brazil, offers lower production costs. In addition, the use of adjuncts accelerates
the fermentation process and provides different aromas and flavors to the beer (Sleiman et al.,
2010; D'Avila et al., 2012; Piacentini et al., 2017).

On the other hand, adjuncts can contribute to aflatoxins in beer due to the high incidence
of these toxins in the main grains used as adjuncts, such as corn, rice, and wheat (Burdaspal and
Legarda et al., 2013). It is worth commenting that in developing countries, such as Brazil, the
higher quality grains are destined for export, while the medium quality grains go for domestic
consumption, and the rest is destined for the production of beer adjuncts (Leslie and Logrieco,
2014; Piacentini et al., 2017).

In Brazil, ANVISA's RDC n° 7 of 2011 provides the maximum tolerated limits (MTL)
for mycotoxins in food. The MTL for total aflatoxins is 20 pug.Kg-1 for corn and 5.0 pg.Kg*
for cereals and cereal products, including malted barley. Mainly, due to the high consumption
of beer in Brazil, it is necessary to characterize the risk of exposure to aflatoxins. Because they
are genotoxic and carcinogenic compounds, the risk characterization is done according to the
ALARA (As Low As Reasonably Achievable) principle and by calculating the margin of
exposure - MOE (EFSA, 2005). Therefore, providing data on the occurrence of aflatoxins in
beer and risk assessment can contribute to regulatory bodies setting maximum acceptable levels
of aflatoxins in beer, along with other mycotoxins found in the beverage (Kawashima et al.,
2006; Simionato et al., 2007; and Piacentini et al., 2015).
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Thus, this study aims to evaluate the occurrence of AFB1, AFB2, AFG1, and AFG2 in
Brazilian commercial beers with and without the addition of adjuncts (“"pure malt"), and

evaluate the carcinogenic risk arising from exposure to aflatoxins due to beer consumption.

2. Materials and Methods

2.1 Materials

The reagents and materials used were: sodium chloride (NaCl) P.A. grade. (Alphatec,
Brazil); sodium phosphate (NasPOas) grade P.A. (Sigma Aldrich, USA); sodium phosphate,
monobasic, P.A. grade. (Vetec, Brazil); methanol and acetonitrile HPLC grade (Lichrosolv,
Germany); 0.45 um membrane (Millipore, Brazil); immunoaffinity column (AflaTest WB,
Vicam Inc, Watertown, USA), ultrapure water from the Mili-Q purification system (Millipore-
Merck, USA). A certified standard solution containing the aflatoxins was used at concentrations
of 1 pg.mL™* for AFB1 and AFG1, and 3 pg.mL™* for AFB2 and AFG2 (Supelco Analytical,
USA).

The equipment used in the experiments were: ultrasonic bath with thermostat (Elma,
Elmasonic, USA); VacElut solid-phase extraction system (Varian, USA), model 1260 high-
performance liquid chromatography system (Agilent Technologies, USA), and 200 series
fluorescence detector (Perkin Elmer, USA). The chromatographic column used was Zorbax
Eclipse XDB Rapid Resolution column, 150 x 4.6 mm, 3.5 um (Agilent, USA).2.2 Sample
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A total of 60 samples of beers industrially produced in Brazil and commercialized in
Salvador, Bahia, were purchased in the city's leading supermarket chains from October 2020 to
February 2021. According to a beer consumption study conducted by MindMiners and
ATKearney (2018), the chosen brands are the most popular in Brazil. Ten beer brands with
adjuncts and 10 without adjuncts (also known as pure malt beers), in cans and bottles with
varying volumes, were selected. Three samples from different batches were collected from each
brand, totaling 30 samples of pure malt beer and 30 with adjunct. All samples were within their
expiration dates and were stored under light protection and at room temperature until the day

of analysis.

2.3 Sample preparation

The samples were transferred to a 250 mL beaker and degassed in an ultrasonic bath for
30 minutes. Then 1.0 g of NaCl was added to a 25 mL aliquot of beer; the mixture was placed
in an ultrasonic bath for five minutes to facilitate dissolution and filtered through a Nylon
membrane (0.45 um). The degassed samples were stored at -18°C until the moment of analysis.
Sample preparation was performed according to the studies of Nakajima et al., (1999) and
Maciel et al., (2017).

2.4 Extraction and Purification

The extraction and purification procedure was based on the studies by Nakajima et al.
(1999), Maciel et al., (2017), and the Aflatest WB manual (Vicam, USA). Extraction and
purification of aflatoxins were performed on an immunoaffinity column with the Vac Elut
system. First, the columns were conditioned with 20 mL of phosphate buffer (pH 7.2), and then
a 25 mL aliquot of degassed beer at room temperature was passed through at a flow rate of 1 to
2 drops/sec. The column was washed with 10 mL ultrapure water and then eluted with 2 mL
methanol, collecting the eluate in 5.0 mL tubes. The solvent was evaporated under a gentle
nitrogen jet at 40°C. The derivatization reaction was performed by adding 200 uL of n-hexane
and 50 pL of trifluoracetic acid (TFA) to the dried extract. The reaction took place under light
protection for 30 min (40°C). Then the solvent was evaporated under a gentle nitrogen flow in
a water bath at 40°C, the dry extract resuspension with 500 pL of methanol was performed. An

ultrasonic bath for one minute was used to optimize dissolution and then vortexed for 30
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seconds. Finally, the extract was filtered directly into auto-sampler vials thru 0.45 pum Nylon

membrane.

The chromatographic analysis was performed in isocratic elution mode with mobile
phase water: methanol: acetonitrile (50:40:10, v/v/v). The flow rate used was 0.8 mL.min* and
the injection volume 10 pL. The fluorescence detector was set at excitation and emission
wavelengths of 365 and 455 nm, respectively (Maciel et al., 2017).

2.5 Quality Assurance

For quality assurance purpose, the analytical method was validated according to the
guidelines established by the Brazilian metrology institute, INMETRO, DOC-CGCRE-008
(2016) and ANVISA RDC 166 (2017). Therefore, the parameters for linearity, sensitivity (limit
of detection - LOD and limit of quantification LOQ), intra- and inter-run precision, and

accuracy (as recovery) were evaluated.

2.6 Data Analysis

The AF contents were described as mean, median, minimum, and maximum. The value
adopted for the samples with contamination levels below the LOD or the LOQ were entered in
the data set as LOD/2, or LOQ/2, respectively, according to the recommendations of the Global
Environment Monitoring System - Food Contamination Monitoring and Assessment Program
(GEMS/Food) (WHO, 1995) and EFSA (2010). The Kolmogorov-Smirnoff test was used to
assess the normality of the distribution of aflatoxin content in beer samples. In addition, the
non-parametric Mann-Whitney U test was applied to check if there were differences between
the contents of the beer group with and without adjuncts. Statistical treatment was performed
with IBM Statistics SPSS v. 23 software (IBM Corporation, USA).
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2.7 Carcinogenic Risk Assessment

Risk assessment was performed to verify the probability of adverse health effects due
to the consumption of beer contaminated by aflatoxins. The daily intake was estimated

according to the following equation (Jardim and Caldas, 2009):

_c+Q

ID
PC

Where:

ID: daily intake (pg/L body weight/day).

C: concentration found in the analyzed samples (ug/L).
Q: Average daily intake in liters per capita.

PC: individual body weight (kg of body weight).

The average per capita consumption of beer in Brazil was obtained from the Household
Budget Survey (2017-2018), made available by the Brazilian Institute of Geography and
Statistics (IBGE) in 2020. Men's beer consumption per capita is 54.5 g/day, and women's is
16.4 g/day, while the average consumption of the general population is 34.7 g/day. These values
were converted to the unit of L/day, considering the beer density of 1.01g.mL*(BJCP, 2008).
After conversion, the estimated beer consumption for women was 0.016 L/day and for men
0.05 L/day. The beer intake of people classified as an elevated consumer, the average
consumption value was multiplied by three; this approach can be used when high consumption
data are scarce (Arisseto et al. 2008). The average body weight to estimate intake was 60 kg for
women and 70 kg for men (IBGE, 2004).

BMDL10

MOE =
ID

Where:

MOE: margin of exposure.

BMDL1o = Reference dose lower confidence limit for a reference response of 10% (ug/kg
body weight/day).

ID = daily intake (png/kg body weight/day).
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The determination of the MOE was carried out in two scenarios: scenario 1 (S1),
representing the average beer consumption and scenario 2 (S2), the elevated consumption. The
above-mentioned data reveals that men consume three times more beer than women in Brazil.
Because of this difference and the average body weight, EWM was estimated for men and
women separately. Furthermore, the risk characterization was done for beer consumption with

and without adjuncts.

3. Results and Discussion

3.1 Quality Assurance

The strategy to warrant quality assurance was to fully validate the selected HPLC
method after extraction using immunoaffinity SPE columns. The main results of the validated
method are described in Table 1. Figure shows chromatograms of a naturally contaminated beer

extract (a) and a spiked beer extract (b).

Table 1. Quantitative results of the analytical method validation for determining aflatoxin in beer.

Parameters AFB: AFB; AFG; AFG;
Linearity (R?) 0.990 0.998 0.992 0.996
LOD (ng.L*%)® 2.5 7.5 2.5 7.5
LOQ (ng.L?)® 10 15 10 15
Precision (RSD) 3.3 4.0 1.7 2.0
(%)

Accuracy 88.5 98.0 98.3 110.1
(%Recovery)

The linearity was evaluated by estimating the coefficients of determination (R?) of the
calibration curves for each aflatoxin. The calibration solutions were prepared following the
same methodology for preparing the beer samples. The curve consisted of six calibration
solutions with the following concentrations: 0.015; 0.031; 0.062; 0.125; 0.25; 0.5 ng.mL-1 for
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AFB1 and AFG1 and 0.045; 0.093; 0.186; 0.375; 0.75; 1.50 ng.mL-1 for AFB2 and AFG2 and
run triplicate. The accepted value for the coefficient of determination (R?) is 0.99 according to
ANVISA RDC 166 (2017) and above 0.90 according to DOQ-CGCRE-008 of 2018. The results
show that the method has acceptable linearity, with R? value > 0.99 for all aflatoxins.

The method's sensitivity (LOD and LOQ) was determined by evaluating the signal-to-
noise ratio. However, most samples presented at least one type of aflatoxin at the trace level.
To avoid the interference of this occurrence in the determination of the LOD and LOQ, and as
the absence of matrix effect was previously verified, the sensitivity test was performed using a
5% hydroalcoholic solution. These limits were determined by injections of a series of solutions
with known aflatoxin concentrations until the signal to noise ratio (S/N) was 3 for the LOD and
10 for the LOQ calculations, respectively. These results demonstrate that the technique presents
sensitivity within the guidelines.

According to DOC-CGCRE-008 (INMETRO, 2016), the acceptance criterion of
repeatability for the working concentration range (in ng.mL™) is up to 30%. The intra-run
reproducibility values for all AFT were below or equal to 8.2 %, while for inter-run, they were
below 6%, so the validated method shows extremely satisfactory reproducibility results.
Accuracy was evaluated by calculating the recovery at three different concentration levels.
According to INMETRO (2016), the acceptable value for recovery for the concentration level
of 1 ppb, or 1 ng.mL™, should be 40-120%. The obtained data are between 71.1% and 119.1%;
the results demonstrate that the validated method presented efficient recovery of aflatoxins in

the beer matrix.

3.2 Occurrence of aflatoxins in beer samples

The incidence of AFT was higher in the samples of beer with adjuncts; all samples (100%)
presented at least one aflatoxin with levels higher than the LOQ. Data are summarized in Table 2.
AFB2 had the highest incidence in beer groups, medians of 27 and 40.4 ng.L™* for beers with and
without adjuncts, respectively. The median and mean values of the levels of AFB1, AFG2 and AFG1
were below the limits of quantification or detection. The AFT content of the positive samples ranged
from 11 to 287.6 ng.L %, with a median and mean value of 40.9 ng.L™ and 61.6 ng.L™, respectively.
The median AFB2 contents were 39.9 ng.L™ and the mean value 45.1 ng.L™?; the concentration levels

ranged from 16.8 to 195.1 ng.L™* among the positive samples. In the present investigation, there was
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a low incidence of AFBL1; only three samples were contaminated with levels higher than the LOQ.

The median and mean values of the positive samples were 16 ng.L ™ and 25 ng.L?, respectively.

Table 2. Occurrence of aflatoxins in beers with adjuncts (n=30), and without adjuncts (n=30).

With adjunct Without adjunct
(ng.L?) (ng.LY)
Positives Mean  Media Min-Max  Positives Mean  Media  Min-Max
(%) n (%) n
AFB; 10 <LD <LD <LD-<LQ 10 <LQ <LD LD -51
AFB: 97 27.0 32.7 18.8-76.5 80 40.4 32.7 14.8-195.5
AFG; 10 <LD <LD <LD-11.6 27 <LD <LQ <LD -75.7
AFG; 17 <LD <LQ <LD-115 23 <LD <LQ <LD-139.2
AFT" 100 27.5 40 14.8-166.4 80 41.7 66.3 <LD-287.6

“AFT=AFB.+AFB,+AFG.+AFG;

Studies have reported that the use of adjuncts may contribute to the occurrence of
aflatoxins in beer (Piacentini et al., 2017); beer samples with (n=30) and without adjuncts
(n=30) were analyzed to test this hypothesis. The Mann-Whitney test was used to assess a
significant difference between the medians (p < 0.05). AFB2 content showed a significant
difference between the two groups (p = 0.003), the beer samples without adjuncts contained
higher levels of AFB2. Similarly, it was observed that in the group of beer without adjuncts,
there were higher contents of two or more aflatoxins in the same sample (co-occurrence) but
without statistical significance (p = 0.22). No significant differences (p > 0.05) were found
between the contents of total aflatoxins (TFA), AFB1, AFG1, AFG2 in the two groups studied.
In contrast, Burdaspal and Legarda et al. (2013) identified higher levels of AFT in beers with
an adjunct (corn) compared with those that did not contain this cereal in the composition. The
result of this study showed that beer samples with corn (n=105) had a median value of 2.31
ng.L?, while those without corn (n=45) had a median value of 0.73 ng.L™. Burdaspal and
Legarda et al. (2013) suggest that the use of corn contributed to the occurrence of aflatoxins in

the samples analyzed.
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Studies have reported that the use of adjuncts may contribute to the occurrence of
aflatoxins in beer (Piacentini et al., 2017); beer samples with (n=30) and without adjuncts
(n=30) were analyzed to test this hypothesis,. The Mann-Whitney test was used to assess a
significant difference between the medians (p < 0.05). AFB2 content showed a significant
difference between the two groups (p = 0.003), the beer samples without adjuncts contained
higher AFB: contents. Similarly, it was observed that in the group of beer without adjunct, there
were higher contents of two or more aflatoxins in the same sample (co-occurrence) but without
statistical significance (p = 0.22). No significant differences (p > 0.05) were found between the
contents of total aflatoxins (TFA), AFB1, AFG1, AFG: in the two groups studied. In contrast,
Burdaspal and Legarda et al. (2013) identified higher levels of AFT in beers with an adjunct
(corn) compared with those that did not contain this cereal in the composition. The result of this
study showed that beer samples with corn (n=105) had a median value of 2.31 ng.L%, while
those without corn (n=45) had a median value of 0.73 ng.L. Burdaspal and Legarda et al.
(2013) suggest that the use of corn contributed to the occurrence of aflatoxins in the samples

analyzed.

Benezova et al. (2012) suggest that barley malt and barley are not the main sources of
aflatoxin exposure from beer consumption. These authors report that when beer is brewed with
quality raw materials stored properly, the risk of aflatoxin occurrence is minimized. Piacentini
etal. (2017) point out that in developing countries, such as Brazil, it is common to destine grains
of inferior quality for the production of brewing adjuncts; for this reason, these can contain high
levels of mycotoxins. The results found in the present study suggest that in addition to the need
to evaluate the contamination of brewing adjuncts, it is also necessary to investigate the quality

of malt.

Investigations conducted in African countries have revealed significantly higher levels
of aflatoxins in craft beer than those reported in this study and other studies conducted in
European countries. Matumba et al., (2011) found levels ranging between 8,800 and 34,500
ng.L-1 in sorghum-based beer marketed in Malwai and Okaru et al., (2017) reported levels
between 1,230 and 12,470 ng.L-1 in beer made with maize produced in Kenya. The authors
point out that consumption of the beverage market in these countries poses a high risk of
exposure to aflatoxins. According to Okaru et al., (2017), the high levels of contamination found
may be due to climatic conditions favorable to the occurrence of aflatoxins and the lack of

quality control in the processing and harvesting of grains.
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Studies have reported the occurrence of aflatoxin in grains used as beer adjuncts
produced in Brazil. Jager et al., (2015) conducted a study to evaluate the exposure of the
inhabitants of Pirassununga (Sdo Paulo, Brazil) to AFB1. These authors reported that corn
products had the highest incidence of AFB1 and that among the foods analyzed, peanuts and
corn were the main sources of aflatoxins in the intake of grains and cereals. In a study conducted
in the southern region of Brazil, Oliveira et al. 2017 found levels of AFB1 and AFG1 in corn
samples present from all states in the region. Oliveira et al. 2017 point out that they identified
samples with aflatoxin levels above the MRL (maximum tolerated limit). Rice is also a cereal
containing high levels of aflatoxins, especially in tropical and subtropical regions, such as

Brazil.

Although aflatoxins are thermostable, the processing of beer can contribute to the
reduction of contamination levels in the final product. The brewing process operations that can
lead to a reduction in aflatoxin content are the maceration steps (in malting), fermentation,
filtration, and the beer stabilization process (e.g., clarification) (Inoue et al., 2013; Pascari et
al., 2018). Inoue et al. 2013 point out that aflatoxins can become adhered to the filtered material
and removed after the filtration step. Furthermore, it is worth noting that water accounts for 92-
95% of the weight of the beer. Consequently, the concentration of aflatoxins present in the raw
material will decrease due to the amount of water added. These factors may have contributed
to the occurrence of the low levels of aflatoxins reported in this study. Nevertheless, it is
necessary to evaluate the risk of exposure to aflatoxins due to the consumption of beer,

considering that it is a beverage consumed on a large scale by Brazilians.

3.3 Risk Assessment

The occurrence data reported in the present study showed that the median concentrations
of AFB1, AFG1, and AFG2 are lower than the LOD or LOQ. For this reason, the risk
assessment was performed only for AFB2 and AFT. The parameters used to calculate intake

are described in Table 3 for scenarios 1 (average consumption) and 2 (elevated consumption)
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Table 3. Parameters applied in the risk assessment for men and women in both scenarios (average and
elevated beer consumption).

Beer with adjuncts Beer without adjuncts

Men Women Men Women

Parameters  AFB: AFT AFB: AFT AFB; AFT AFB; AFT

C" (ng.L™ 0.03 0.03 0.03 0.03 0.04 0.05 0.04 0.05
Q:""(L/dia) 0.05 0.05 0.02 0.02 0.05 0.05 0.02 0.02

Q: " (L/dia) 0.16 0.16 0.05 0.05 0.16 0.16 0.05 0.05

BW™ 70 70 60 60 70 70 60 60
BMDLy™™ 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
ID™ 0.00006 0.00008 0.00002 0.00003 0.00009 0.00011 0.00003 0.00004

C* ar concentration found in the analyzed samples (ug/L).
Q1**: consumption scenario 1; Q2: consumption scenario 2
BW*** hody weight (Kg)

BMDL1o**** ug/kg body weight/day

ID***** ng/kg of body weight/day

The margins of exposure (MOE) values were used to estimate the carcinogenic risk for
exposure to aflatoxins due to beer consumption. According to the European Food Safety
Authority (EFSA, 2005), a value for the MOE equal to or greater than 10,000 indicates a
situation of little public health concern (EFSA, 2005). In this paper, we evaluate the risk
separately for men and women; and in two different scenarios: S1 - by average consumption
and S2 - by elevated consumption, comparing beers with and without (pure malt) adjuncts. The

MOE data are shown in Table 4 and depicted in Figure 2.

In Scenario 1, the MOEs regarding AFB2 and AFT for beer consumption with and
without adjuncts by men and women presented values greater than 10,000, characterizing a
scenario of low risk regarding the carcinogenic effects of aflatoxins. However, the risk
estimation for high beer consumption (Scenario 2) shows that men present a higher
carcinogenic risk due to exposure to total aflatoxins and AFB2 than women. This is related to

their higher intake; men's beer consumption is three times higher than women's consumption.
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Table 4. Margins of exposure (MOE) of AFB2 and AFT due to beer consumption in both scenarios.

Beer with adjuncts Beer without adjuncts

Men Women Men Women

AFB;  AFT AFB> AFT AFB: AFT AFB> AFT

MOE S1* 20000 16970 42857 36364 14000 16970 30000 25000

MOE S2** 6250 5303 17143 14545 4375 3643 12000 10000

* Average beer consumption
** Elevated beer consumption

The estimated elevated beer consumption by men was 0.16 L/day, equivalent to 1.12
L/week. In this scenario, MOE values of less than 10,000 were observed; consequently, people
who drink more than one liter of beer per week could be even more exposed to the carcinogenic
effects of aflatoxins. The MOE concerning AFT exposure due to elevated beer consumption
without adjuncts was 5,303 and 14,545 for men and women, respectively. In this same scenario,
the MOE concerning AFT due to consumption of pure malt beers were 3,643 and 10,000 for
men and women, respectively. According to the occurrence data reported in the present study,
the consumption of beer without adjuncts produced in Brazil presents a higher risk of exposure

to AFT and AFB2 than the consumption of beer with adjuncts.

Lachenmeier et al., (2012) estimated the MOE to AFB1 considering beer consumption
data in Canada. The MOE in the average consumption scenario was 76,540 for the average
AFB1 concentration of beer and 666, considering the maximum levels of contamination. In this
scenario, the average consumption considered was 0.34 L per day, which corresponds to beer
consumption higher than that of Brazilians, described by the IBGE (2020). Despite this
difference, the MOE values described in the present study are comparable to those reported by
Lachenmeier et al. (2012). These authors also estimated the MOE for large consumers (1.36 L
per day); the MOE obtained was 19,135 for average levels of occurrence of AFBL1 in beer and
166 for the worst case of contamination. This result demonstrates that the consumption of beer
containing high levels of aflatoxin represents concern regarding the carcinogenic effects for

large consumers in Canada.

Another study reporting a high risk of aflatoxin exposure was conducted by Okaru et
al., (2017). They determined the MOE due to the consumption of craft beer made with corn and
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sorghum, marketed in Kenya. The MOE found was 16 in the worst-case scenario, considering
a daily consumption of 1.1 L/day. This shows an extremely high risk of exposure to aflatoxins.
The authors emphasized the risk associated with the consumption of unregistered beers in
Kenya due to high levels of AFT contamination. Exposure to mycotoxins is a public health
problem, and prevention measures should be adopted (Adeyeye and Idowu-Adebayo, 2021).
The application of Good Practices in pre-harvest, harvest, and post-harvest is of fundamental
importance to prevent the occurrence of mycotoxins. The grains must go through a drying
process after harvest to be stored with a safe level of humidity (<10%). The strict control of
temperature and relative humidity during storage is necessary (Adeyeye and ldowu-Adebayo,
2021).

4. Conclusions

The method validated for determining AFB1, AFB2, AFG1, and AFG2 levels in beers
showed satisfactory sensitivity and reproducibility. The present study described the
investigation results of the occurrence of aflatoxins in beers produced in Brazil. This is the first
study that reports higher levels of AFB2 in beers without adjuncts when compared with those
with other cereals in their composition. According to the occurrence data reported in this study,
the high consumption of beer in Brazil may represent a carcinogenic risk of exposure to
aflatoxins. Therefore, investigations about the levels of aflatoxins in barley malt and adjuncts
used for beer production in Brazil may bring relevant information for the quality control of beer
produced in the country and for the safety of consumers of this highly appreciated beverage

worldwide.
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Figures

Figure 1. Chromatograms of aflatoxins in beer: a naturally contaminated sample (a), and a
sample spiked with 65 ng.L-1 of the AF mix (b)
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(b):

AFB,

Figure 2. Margins of exposure for total aflatoxins due to average and elevated consumption
of beers with and without adjuncts for men and women separately.
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