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RESUMO GERAL 

As micotoxinas são metabólitos secundários tóxicos produzidos por fungos 

micotoxigênicos. A ingestão destas substâncias pode ter consequências prejudiciais para 

a saúde humana e animal. O consumo de alimentos contaminados por estas toxinas 

representam um grave problema em todo o mundo, tornando-se essencial o controle 

destes metabólitos para garantir a segurança alimentar global. O presente estudo teve 

como objetivo determinar um método de extração que permita a detecção simultânea de 

múltiplas toxinas legisladas (aflatoxinas - AFLA, deoxinivalenol - DON, fumonisinas - 

FUMO, ocratoxina A - OTA e zearalenona - ZEA) em ingredientes destinados à produção 

de rações animal. Para tal, foi utilizado um procedimento de preparação de amostras 

simples e único para diferentes matrizes, recorrendo à cromatografia líquida acoplada à 

espectrometria de massas (LC/MS) como método analítico. A avaliação da eficiência do 

método foi realizada através da utilização de parâmetros específicos, tais como: a curva 

analítica, o limite de deteção e recuperação. O método demonstrou ser eficiente, ao 

reduzir os efeitos de matriz, e os componentes-alvo apresentaram boa linearidade nas 

respectivas faixas lineares (R2> 0,99). Os limites de detecção do método apresentaram 

uma variação entre 0,0653 e 1045,4634 μg/kg, demonstrando uma sensibilidade adequada 

para a detecção. Verificou-se que as recuperações de todos os analitos foram superiores 

a 70%, valor que se encontra dentro do esperado pelas normas regulamentares. Das sete 

micotoxinas submetidas a análise, apenas DON e FUMO estiveram presentes em quatro 

dos cinco ingredientes. A OTA não foi detectada em nenhum dos ingredientes. O método 

demonstrou eficácia na detecção de sete micotoxinas em diversos ingredientes, mediante 

a um processo único e simplificado de preparação de amostras reais, com resultados 

satisfatórios de sensibilidade e robustez via LC/MS. Este método disponibiliza uma 

ferramenta poderosa e eficaz no monitoramento de ingredientes utilizados no 

balanceamento de dietas para animais, permitindo avaliar com precisão a qualidade da 

ração e auxiliar na tomada de decisões mais assertivas no controle desses contaminantes, 

visando garantir a sustentabilidade dos sistemas de produção e a segurança alimentar.  

 

 Palavras-chave: micotoxina; quechers; lc/ms. 
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ABSTRACT 

 

Mycotoxins are toxic secondary metabolites produced by mycotoxigenic fungi. Ingestion 

of these substances can have harmful consequences for human and animal health. The 

consumption of food contaminated with these toxins is a serious problem worldwide, 

making it essential to control these metabolites to ensure global food safety. The aim of 

this study was to determine an extraction method that allows the simultaneous detection 

of multiple regulated toxins (aflatoxins - AFLA, deoxynivalenol - DON, fumonisins - 

FUMO, ochratoxin A - OTA and zearalenone - ZEA) in ingredients intended for animal 

feed production. To this end, a simple and unique sample preparation procedure was used 

for different matrices, using liquid chromatography coupled with mass spectrometry 

(LC/MS) as the analytical method. The efficiency of the method was evaluated using 

specific parameters, such as the analytical curve, detection limit and recovery. The 

method proved to be efficient in reducing matrix effects, and the target components 

showed good linearity in their respective linear ranges (R2> 0.99). The detection limits of 

the method varied between 0.0653 and 1045.4634 μg/kg, demonstrating adequate 

sensitivity for detection. The recoveries of all analytes were found to be above 70%, 

which is within the range expected by regulatory standards. Of the seven mycotoxins 

analysed, only DON and FUMO were present in four of the five ingredients. OTA was 

not detected in any of the ingredients. The method proved effective in detecting seven 

mycotoxins in various ingredients through a single, simplified process of preparing real 

samples, with satisfactory results in terms of sensitivity and robustness via LC/MS. This 

method provides a powerful and effective tool for monitoring ingredients used in animal 

feed balancing, allowing for accurate assessment of feed quality and assisting in more 

assertive decision-making in the control of these contaminants, with a view to ensuring 

the sustainability of production systems and food safety. 

 

Keywords: mycotoxin; quechers; lc/ms. 
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Considerações Iniciais  

 

A existência de micotoxinas nos alimentos é uma ameaça à segurança alimentar 

global, afetando a saúde humana e animal (Cinar, Onbaşi., 2019; Gurikar., et al 2023). 

As micotoxinas podem infectar quase todos os cereais, além do mais, pode ocorrer a 

acumulação desses contaminantes entre o campo, colheita e a fase de armazenamento 

(Moretti et al., 2017).  A contaminação de alimentos para animais com micotoxinas é 

uma grande preocupação na produção da pecuária mundial, por se tratar de um 

contaminante de natureza imperecível e tóxica (Song et al., 2024).  

Estudos realizados por Streit (2013), utilizando 17.300 amostras de ração de várias 

parte do mundo no período de oito anos constatou que 72% das amostras continham 

micotoxinas. Valor aproximado também foi encontrado por Kovalsky (2016), em 2.000 

amostras de alimentos destinados a animais de 52 países, na qual, 79% das amostras 

estavam contaminadas. Ademais, pesquisas revelam que uma elevada porcentagem de 

amostras de alimentos para animais está contaminada com mais de uma micotoxina 

(Kosicki et al., 2012; Streit et al., 2014). 

Na maioria dos casos, as concentrações encontradas eram suficientemente baixas 

para garantir o cumprimento das normas de fiscalização ou dos níveis máximos 

permitidos. No entanto, foi demostrado que os animais de produção apresentam sintomas 

como micotoxicose crônicos quando exposto a alimentos contaminados mesmo que a 

níveis baixos permitidos (Wielogórska et al., 2016). Além disso, produtores observam 

frequentemente efeitos adversos agudos no desempenho dos animais, tais como: baixo 

ganho de peso, distúrbios reprodutivos e metabólicos, com as consequentes perdas 

econômicas (Vila-donat et al., 2018). 

Relatórios da Organização das Nações Unidas para a Alimentação e a Agricultura, 

revelam que cerca de 25% dos cereais no mundo estão infectados com 

micotoxinas (Sankaranarayanan et al., 2021;  LIU et al., 2024), gerando perdas 

econômicas expressivas alcançando o valor de US$ 932 milhões por ano, além de 

mortalidade humana e animal (Hamad et al., 2023). 

Diante dos vários efeitos ocasionados por fungos micotoxigênicos, é essencial 

identificar a ocorrência de multi-micotoxinas em alimentos destinados a dietas de animais 

de produção, com a finalidade de desenvolver metodologias analíticas precisas e sólidas 

para sua detecção, a fim de rastrear a presença de micotoxinas em matérias-primas usadas 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651324000198#bib58
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651324000198#bib25
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Frisando que o estudo da ocorrência de cada micotoxina isoladamente fornece 

informações incompletas sobre o risco associado ao alimento em questão, uma vez que 

os fungos micotoxicogênicos são geralmente capazes de produzir mais do que uma 

micotoxina, tornando os alimentos para os animais vulneráveis à contaminação múltipla 

(Streit et al., 2012; Vila-Donat et al., 2018). 

Diante dos vários efeitos ocasionados por fungos micotoxigênicos, é essencial 

identificar a ocorrência de multi-micotoxinas em alimentos destinados a dietas de 

bovinos, com a finalidade de desenvolver metodologias analíticas precisas e sólidas para 

sua detecção, a fim de rastrear a presença de micotoxinas em matérias-primas usadas na 

fabricação de rações e dessa forma reduzir os danos à saúde dos animais (Gonçalves et 

al., 2015; Rosim et al., 2018; Gonçalves et al., 2020). 

2.3. Gestão do risco de contaminação por micotoxinas em alimentos para animais 

 

 A garantia da segurança dos alimentos destinados a animais está intrinsecamente 

associada à segurança e ao bom estado de saúde humana (European Commissio, 

2006).  No entanto, o risco de contaminação por fungos pode ocorrer em vários estágios, 

incluindo plantio, processamento, armazenamento, logística etc. (Priesterjahn et al., 

2020).  

Considerando a extrema dificuldade em remover micotoxinas de alimentos/rações 

contaminadas, a estratégia mais eficaz de mitigação do acúmulo de micotoxinas em 

commodities agrícolas consiste na implementação de medidas de caráter preventivo 

(Schatzmayr; Streit, 2013; Xu et al., 2021; Stoev, 2024). 

 Embora inúmeras publicações tenham abordado o tema das micotoxinas na 

alimentação animal, apenas um número reduzido se refere a um sistema integrado para o 

seu manejo (Fumagalli et al., 2021). A mitigação de micotoxinas é um processo que deve 

ser implementado ao longo de toda a cadeia de suprimentos, de modo a assegurar que os 

níveis de micotoxinas na ração estejam em conformidade com os níveis máximos 

tolerados ou de tolerância, de acordo com a legislação em vigor (Xu et al., 2022). 

Desta forma, é necessário controlar uma série de parâmetros nos produtos sujeitos 

a processamento e suscetíveis de contaminação por micotoxinas. O manejo de 

micotoxinas apresenta um caráter sistêmico, abrangendo todas as etapas da cadeia de 

fornecimento de rações. Esta abordagem integra a produção de matérias-primas e a 

alimentação no campo, bem como todas as fases do processo (Fumagalli et al., 2021). 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713523006357#bib176
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713523006357#bib244
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níveis considerados seguros, pode desencadear micotoxicoses e afetar significativamente 

a saúde e a produtividade dos bovinos (Vila-Donat et al., 2018). 

O monitoramento de multi-toxinas em ingredientes utilizados na produção de 

ração animal permite uma análise abrangente e simultânea de múltiplas micotoxinas. 

Deste modo, é possível obter uma visão mais completa do risco associado aos alimentos, 

uma vez que, os fungos micotoxicogênicos geralmente produzem mais de uma toxina, 

tornando os ingredientes vulneráveis a contaminação múltipla. 

Além disso, o controle regular permite a detecção precoce de contaminações, 

possibilitando a implementação de estratégias de mitigação antes que ocorram impactos 

negativos na saúde e produtividade dos animais. E por fim, a tomada de decisão é baseada 

em dados e informações precisas sobre os níveis de contaminação, permitindo assim 

decisões mais assertivas no controle desses contaminantes, auxiliando na formulação de 

dietas mais seguras e na seleção de ingredientes de melhor qualidade. 

Conforme demostrado nos cromatogramas acima, o método demostrou uma 

sensibilidade satisfatória na análise de micotoxinas por LC/MS, atingindo limites baixos 

de detecção, sem a necessidade de um processo de preparação de amostra extenso. O 

método em questão apresenta as seguintes vantagens: simplicidade na extração com 

adaptação do QuEChERS, com uma preparação de amostra simples e rápida; alta 

sensibilidade, com limites de detecção muito inferiores aos exigidos pelas normas 

regulatórias; método sustentável, com um uso reduzido de solventes e reagentes e 

abrangência, detecção simultânea de multi-micotoxinas em diferentes matrizes com um 

único método de preparação de amostras.  

Em termos práticos, esta possibilidade pode ser aplicada em laboratórios de 

controle de qualidade de fábricas de ração, em instalações de criação de animais de 

produção e em instituições de pesquisa. A sua simplicidade e eficiência permitem 

monitorar regularmente dos ingredientes utilizados na alimentação animal, contribuindo 

para a produção de alimentos mais seguros e para a melhoria do desempenho produtivo 

animal. 

4. Conclusão   

Pode-se concluir que o método apresenta sensibilidade, exatidão e precisão 

adequadas para a triagem diária de multi-micotoxinas em ingredientes utilizados na 

alimentação animal. Sua aplicação amplia a capacidade de detecção de fatores de risco, 

possibilita a implementação de medidas preventivas e promove maior qualidade e 
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segurança dos ingredientes das rações, contribuindo para uma maior segurança alimentar 

na nutrição animal. Além disso, o presente método de extração e quantificação pode ser 

utilizado em diferentes ingredientes usados na produção de ração independente da espécie 

animal.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



69 
 

Referências  

 

Anastassiades, M., Scherbaum, E., Lange, W., 2003. Fast and easy multiresidue method 

employing acetonitrile extraction/partitioning and dispersive solid-phase extraction for 

the determination of pesticide residues in produce. J. AOAC Int. 86(2), 412–431. 

Batista, L.H.C., Silva, L.F.P., Pereira, M.E.V., Costa, J.B., Silva, J.A.F., Souza, J.C., 

Daniel, J.L.P., 2024. Effects of feeding mycotoxin-contaminated diets and the use of an 

adsorbent on the intake, digestibility, rumen fermentation, nitrogen balance and 

physiological parameters in the blood of Nellore steers. Anim. Feed Sci. Technol. 307, 

115835. https://doi.org/10.1016/j.anifeedsci.2024.115835 

Biscoto, G.L., Salvato, L.A., Alvarenga, É.R., Dias, R.R.S., Pinheiro, G.R.G., 

Rodrigues, M.P., Pinto, P.N., Freitas, R.P., Keller, K.M., 2022. Mycotoxins in cattle 

feed and feed ingredients in Brazil: a five-year survey. Toxins 14(8), 552. 

https://doi.org/10.3390/toxins14080552 

Bulgaru, C.V., Gorgan, D.L., Solcan, C., 2021. Zearalenone and the immune response. 

Toxins 13(4), 248. https://doi.org/10.3390/toxins13040248 

Bystrom, C.E., Sheng, S., Clarke, N.J., 2011. Narrow mass extraction of time-of-flight 

data for quantitative analysis of proteins: determination of insulin-like growth factor-1. 

Anal. Chem. 83(23), 9005–9010. https://doi.org/10.1021/ac202303g 

CAST, 2003. Mycotoxins: Risks in plant, animal, and human systems. Task Force 

Report. Council for Agricultural Science and Technology. 

Chen, J., Geng, J., Zhu, Y., Li, S., Zhang, S., Li, Y., Tang, Z., 2021. Fumonisin B1: 

Mechanisms of toxicity and biological detoxification progress in animals. Food Chem. 

Toxicol. 149, 111977. https://doi.org/10.1016/j.fct.2021.111977 

Dänicke, S., Ueberschär, K.H., Ganter, M., Schwerin, M., Valenta, H., 2005. Effects of 

Fusarium toxin-contaminated wheat grain on nutrient turnover, microbial protein 

synthesis and metabolism of deoxynivalenol and zearalenone in the rumen of dairy 

cows. J. Anim. Physiol. Anim. Nutr. 89(9-10), 303–315. 

Debevere, S., Van Pamel, E., De Gelder, R., Smet, C., De Saeger, S., De Boever, J., 

2020. In vitro rumen simulations show a reduced disappearance of deoxynivalenol, 

nivalenol and enniatin B at conditions of rumen acidosis and lower microbial activity. 

Toxins 12(2), 101. https://doi.org/10.3390/toxins12020101 

De Saeger, S. (Ed.), 2011. Determining mycotoxins and mycotoxigenic fungi in food 

and feed. Elsevier. 

Dhakal, A., Hashmi, M.F., Sbar, E., 2020. Aflatoxin toxicity. StatPearls. 



70 
 

Directive EU, 2003. Commission Directive 2003/100/EC of 31 October 2003 amending 

Annex I of Directive 2002/32/EC of the European Parliament and of the Council on 

undesirable substances in animal feed. Off. J. Eur. Union 50. 

Dzuman, Z., Cajthaml, T., Fenclová, M., 2015. High-efficiency multi-analyte liquid 

chromatography coupled with high-resolution tandem mass spectrometry for control of 

pesticide residues, mycotoxins and pyrrolizidine alkaloids. Anal. Chim. Acta 863, 29–

40. 

European Commission, 2006. Commission Recommendation of 17 August 2006 on the 

presence of deoxynivalenol, zearalenone, ochratoxin A, T-2 and HT-2 and fumonisins 

in products intended for animal feeding. Off. J. Eur. Union 229, 7–9. 

European Commission, 2013. Commission recommendation of 27 March 2013 on the 

presence of T-2 and HT-2 toxin in cereals and cereal products. Off. J. Eur. Union L91, 

12–15. 

Fink-Gremmels, J., 2008. The role of mycotoxins in health and performance of dairy 

cows. Vet. J. 176(1), 84–92. 

Gonçalves, B.L., Corassin, C.H., Oliveira, C.A.F., 2015. Mycotoxicoses in dairy cattle: 

a review. Asian J. Anim. Vet. Adv. 10(11), 752–760. 

Gonçalves, B.L., Rosim, R.E., Pires, R.D., Oliveira, C.A.F., 2020. Aflatoxin M1 

absorption by non-viable cells of lactic acid bacteria and Saccharomyces cerevisiae 

strains in Frescal cheese. Food Res. Int. 136, 109604. 

González-Curbelo, M.Á., Varela-Martínez, D.A., Riaño-Herrera, D.A., 2022. Pesticide-

residue analysis in soils by the QuEChERS method: A review. Molecules 27(13), 4323. 

Groopman, J.D., Croy, R.G., Wogan, G.N., 1981. In vitro reactions of aflatoxin B1-

adducted DNA. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 

Groopman, J.D., Wang, J.S., School, P., 1996. Molecular biomarkers for aflatoxins: 

from adducts to gene mutations to human liver cancer. Can. J. Physiol. Pharmacol. 

Hamad, G.M., Aboelenin, S.M., Mansour, A.M., 2023. A review of recent innovative 

strategies for controlling mycotoxins in foods. Food Control 144, 109350. 

IARC, 2012. Agents classified by the International Agency for Research on Cancer 

Monographs. 

Ismail, A., Riaz, M., Hassan, S.T.S., 2018. Aflatoxin in foodstuffs: Occurrence and 

recent advances in decontamination. Food Res. Int. 113, 74–85. 

Kemboi, D.C., Gachuiri, C.K., Gathumbi, J.K., 2020. A review of the impact of 

mycotoxins on dairy cattle health: Challenges for food safety and dairy production in 

sub-Saharan Africa. Toxins 12(4), 222. 



71 
 

Kiessling, K.H., Pettersson, H., Sandholm, M., 1984. Metabolism of aflatoxin, 

ochratoxin, zearalenone and three trichothecenes by intact rumen fluid, rumen protozoa 

and rumen bacteria. Appl. Environ. Microbiol. 47(5), 1070–1073. 

Kovalsky, P., Sulyok, M., Schatzmayr, G., 2016. Co-occurrence of regulated, masked 

and emerging mycotoxins and secondary metabolites in finished feed and maize—An 

extensive survey. Toxins 8(12), 363. 

Křížová, L., Hradecká, E., Kroupová, H., 2021. Feedborne mycotoxins beauvericin and 

enniatins and livestock animals. Toxins 13(1), 32. 

Lattanzio, V.M.T., Sulyok, M., Galletti, S., 2011. Development and in-house validation 

of a robust and sensitive solid-phase extraction liquid chromatography/tandem mass 

spectrometry method for the quantitative determination of aflatoxins B1, B2, G1, G2, 

ochratoxin A, deoxynivalenol, zearalenone, T-2 and HT-2 toxins in cereal-based foods. 

Rapid Commun. Mass Spectrom. 25(13), 1869–1880. 

Lee, H.-J., Oh, S.-Y., Jo, I., 2021. Zearalenone induces endothelial cell apoptosis 

through activation of a cytosolic Ca2+/ERK1/2/p53/Caspase 3 signaling pathway. 

Toxins 13(3), 187. 

Liao, Y., Zhou, C., Li, C., 2018. Deoxynivalenol, gut microbiota and immunotoxicity: 

A potential approach? Food Chem. Toxicol. 112, 342–354. 

Liu, M., Li, Y., Wu, H., Wei, J., Liu, Q., 2024. Recent advances in efficacy and 

mechanisms of mycotoxin degradation in food by cold atmospheric plasma. Ecotoxicol. 

Environ. Saf. 270, 115944. 

Mao, X., Han, R., Ma, C., Liu, C., Dong, F., 2020. Analysis of organophosphorus and 

pyrethroid pesticides in organic and conventional vegetables using QuEChERS 

combined with dispersive liquid-liquid microextraction based on the solidification of 

floating organic droplet. Food Chem. 309, 125755. 

Marin, S., Ramos, A.J., Sanchis, V., 2013. Mycotoxins: Occurrence, toxicology, and 

exposure assessment. Food Chem. Toxicol. 60, 218–237. 

Martins, D., Martins, S., Oliveira, R., 2024. Mycotoxins evaluation of total mixed ration 

(TMR) in bovine dairy farms: An update. Heliyon. 

Mostrom, M.S., Jacobsen, B.J., 2020. Ruminant mycotoxicosis: an update. Vet. Clin. 

Food Anim. Pract. 36(3), 745–774. 

Musarurwa, H., Tsabendo, A.S., Nindi, M.M., 2019. Recent developments and 

applications of QuEChERS based techniques on food samples during pesticide analysis. 

J. Food Compos. Anal. 84, 103314. 

Perestrelo, R., Calhau, C., Lopes, R., 2019. QuEChERS-Fundamentals, relevant 

improvements, applications and future trends. Anal. Chim. Acta 1070, 1–28. 



72 
 

Pinotti, L., Dell’Orto, V., Cheli, F., 2016. Mycotoxin contamination in the EU feed 

supply chain: A focus on cereal byproducts. Toxins 8(2), 45. 

Renaud, J.B., Gauthier, D.M., Krouglov, D.G., 2021. Structure activity relationship for 

fumonisin phytotoxicity. Chem. Res. Toxicol. 34(6), 1604–1611. 

Rosim, R.E., Oliveira, C.A.F., Corassin, C.H., 2018. Aflatoxina M1 e Aflatoxina B1-

Lisina como biomarcadores de avaliação da eficiência de adsorventes para aflatoxinas: 

artigo de revisão. Ensaios Ciênc. C Biológicas Agrárias Saúde 22(3), 171–178. 

Streit, E., Naehrer, K., Rodrigues, I., Schatzmayr, G., 2013. Mycotoxin occurrence in 

feed and feed raw materials worldwide: long-term analysis with special focus on Europe 

and Asia. J. Sci. Food Agric. 93(12), 2892–2899. 

Tao, Y., Tang, Y., Gao, J., 2018. Ochratoxin A: Toxicity, oxidative stress and 

metabolism. Food Chem. Toxicol. 112, 320–331. 

Tang, R., Ding, H., Du, Y., 2020. Determination of multi-class mycotoxins in apples 

and tomatoes by combined use of QuEChERS method and ultra-high-performance 

liquid chromatography tandem mass spectrometry. Food Anal. Methods 13, 1381–1390. 

Trucksess, M.W., Pohland, A.E., 2001. Mycotoxin Protocols. Humana Press, vol. 157, 

p. 221. 

Turner, N.W., Subrahmanyam, S., Piletsky, S.A., 2009. Analytical methods for 

determination of mycotoxins: a review. Anal. Chim. Acta 632(2), 168–180. 

Vila-Donat, P., Marín, S., Sanchis, V., 2018. A review of the mycotoxin adsorbing 

agents, with an emphasis on their multi-binding capacity, for animal feed 

decontamination. Food Chem. Toxicol. 114, 246–259. 

Wang, D., Sun, J., Guo, T., 2025. A modified QuEChERS method for the generic and 

rapid determination of pesticides and mycotoxins in raw coffee beans by liquid 

chromatography-quadrupole-time-of-flight mass spectrometry. J. Food Compos. Anal. 

137, 106928. 

You, L., Li, B., Zhang, Y., 2021. Hypoxia, oxidative stress, and immune evasion: a 

trinity of the trichothecenes T-2 toxin and deoxynivalenol (DON). Arch. Toxicol. 95, 

1899–1915. 

 

 

 

 

 

 


	885fc94ecd57abc78e89d30d0e12fb098ae119b8c00f28c3854c560b118f1682.pdf
	885fc94ecd57abc78e89d30d0e12fb098ae119b8c00f28c3854c560b118f1682.pdf
	885fc94ecd57abc78e89d30d0e12fb098ae119b8c00f28c3854c560b118f1682.pdf

