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O presente trabalho apresenta os desenvolvimentos mais recentes no que
concerne as micotoxinas, em relacdo as metodologias analiticas utilizadas na
sua determinacdo e a situacdo actual em termos de legislacdo e limites
maximos para algumas micotoxinas.

Com o presente trabalho pretende-se fazer uma compilagdo das técnicas
analiticas utilizadas na detecg¢do e quantificagdo das micotoxinas que mais
frequentemente ocorrem nas ragdes e produtos alimentares, nomear os
desenvolvimentos mais recentes no que concerne aos novos métodos e a
situagéo actual em termos de legisla¢do nacional e comunitaria, arrolando os
limites maximos propostos e consolidados em legislagdo para algumas
micotoxinas.

O trabalho esta dividido em cinco capitulos. O primeiro capitulo apresenta
uma breve narrativa sobre as micotoxinas e a micologia. Um segundo
capitulo faz referéncia as micotoxinas mais estudadas (sua caracteristicas,
microrganismos que as produzem e doengas com as quais estdo implicadas).
O terceiro capitulo é dedicado as metodologias analiticas e aos métodos
comummente utilizados na analise de micotoxinas. O quarto capitulo
apresenta de uma forma sucinta a legislagdo existente a nivel nacional e
comunitéario bem como os limites maximos para as varias micotoxinas.
Finalmente o ultimo capitulo faz-se a compilagdo da bibliografia e de um
conjunto de relatérios técnicos.
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abstract

mycotoxins, legislation, maximum limits, analytical methodology.

The current work presents the most recent developments concerning
mycotoxins, in regard to the analytic methodologies utilized in their
determination and the actual situation in terms of legislation as well as the
maximum limits for some mycotoxins.

Throughout this essay it is intended to make a compilation of the analytical
techniques used in the detection and quantification of mycotoxins which occur
most frequently in feed and food products, to designate the latest
developments regarding the new methods and the current situation in terms of
national and EU legislation, listing the maximum limits proposed and
consolidated in legislation for some mycotoxins.

The manuscript is divided in five chapters. The first chapter is composed by a
brief account on mycotoxins and mycology. A second chapter makes
reference to some of the more studied mycotoxins (their characteristics, the
microrganisms that produce them and the illnesses with which they are
implicated). The third chapter is dedicated to the analytic methodologies and
methods most commonly utilized in the mycotoxins’ analysis. The fourth
chapter presents in brief the legislation established in the national and
European Union as well as the maximum limits for the various mycotoxins.
Finally, in the last chapter is enclosed the compilation of the bibliography and
of a set of technical reports.
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SIGLAS e ABREVIATURAS

3-acetylDON = 3-acetil-desoxinivalenol

15-acetylDON = 15-acetil-desoxinivalenol

3,15-diacetylDON = 3,15-diacetil-desoxinivalenol

AFB1/AFG1/AFM1= Aflatoxina B1/Aflatoxina G1/Aflatoxina M1

ALARA = A4s low as reasonably achievable = tao baixo quanto razoavelmente
possivel

AOAC International = Association of Olfficial Analytical Chemists International =
Associacao dos Quimicos Analiticos Oficiais

AQA = Analytical quality assurance = garantia da qualidade analitica

APCI = Atmospheric pressure chemical ionization

APPI = Atmospheric pressure photochemical ionization

BCR = Bureau Communautaire de Référence = Comite/Gabinete Comunitario de
Referéncia da EU

BSA = N,O-bis(trimetilsilil)acetamida

CAC = Codex Alimentarius Commission = Comissao do Codex Alimentarius

CAS = Chemical Abstracts Service

CCAH = Comité Cientifico da Alimentagdo Humana

CCFAC = Codex Committee on Food Additives and Contaminants = Comité do Codex
Alimentarius sobre Aditivos Alimentares e Contaminantes

CD-ELISA = competitive direct enzyme-linked immunosorbent assay = Metodo

imunolégico ELISA competitivo directo
CEN = Comité Européen de Normalisation | European Standardization Committee =
Comité Europeu de Normalizacao
CMCFCPE = UK Committee on Mutagenicity of Chemicals in Food, Consumer Products
and the Environment

DAD = Diode Array Detection

DAS = Diacetoxiscirpenol

DON = Desoxinivalenol

EC = European Commission = Comissao Europeia (CE)

ECS = European Committee for Standardization

EFSA = European Food Safety Authority = Autoridade Europela para a Seguranca dos

Alimentos

EFTA = European Free Trade Association = Associacao Europeia de Comercio Livre

EIA = Enzyme immunoassay = ensaio imuno-enzimatico

ELISA = enzyme linked immunosorbent assay

ERG = ergot alkaloids = alcaloides de Ergot

EU = European Union = Uniao Europeia (UE)

FAO = Food and Agriculture Organization (of United Nations) = Organizacao para a

Agricultura e Alimentacéao (das Nacdes Unidas)
FAPAS = Food analysis performance assessment scheme (UK) = Programa de
avaliacdo da qualidade na analise quimica de alimentos
FDA = Food and Drug Administration (USA) = Administracao (Federal) para os
Alimentos e Medicamentos
FDK = Fusarium damaged kernels
FB1 ou FUMBI e FB2 ou FUMB2 = Fumonisina B1 e Fumonisina B2



GC = gas chromatography
GI tract = gastrointestinal tract = tracto gastrointestinal
HEC = Human esophagic cancer = cancro de esofago humano
HFBI = heptafluorobutirilimidazol
HLB = hydrophilic—lipophilic balance
HMDS = hexametildisilazano
HMF = hydroxymethylfurfural
HPLC = High performance liquid chromatography = Cromatografia liquida de alta
performance/pressao
HPTLC = high performance thin layer chromatography = Cromatografia de camda fina
de alta performance/pressao
HT-2 = Toxina HT-2
IARC = International Agency for Research on Cancer = Agéncia Internacional para a
pesquisa sobre o cancro
ISO = International Organization for Standardization = Organizacao Internacional de
Normalizacao
JECFA = Joint (Food and Agricultural Organization and World Health Organization)
Expert Committee on Food Additives
JRC/IRMM = Joint Research Centre/Institute for Reference Materials and Measurements
MECC = micellar electrokinetic capillary chromatography = Cromatografia capilar
electrocinética micelar
MERCOSUR = Mercado Comum (da Ameérica) do Sul
NOAEL = No observed adverse effect level = Nivel (dose) sem efeito adverso
observavel
NOEL = no observed effect level
OTA = OA = Ocratoxina A
PAT = Patulina
PFBI = pentafluorobutirilimidazol
PM = peso molecular
PMTDI = Provisional maximum tolerable daily intake = ingestao diaria maxima
toleravel provisoria
PTDI = Provisional tolerable daily intake = ingestao diaria toleravel provisoria
PTWI = Provisional tolerable weekly intake = ingestao semanal toleravel provisoria
RASFF = Rapid Alert System for Food and Feed
SCF = Scientific Committee for Food
SCOOP = Scientific cooperation on questions relating to food = cooperacao na analise
cientifica de questdes relacionadas com os produtos alimentares
SPE = Solid Phase Extraction = Extraccao em fase solida
SMT = Standards, measurements and testing = Padroes, medidas e testes
TFAA = anidrido trifluoro acético
TLC = thin layer chromatography = Cromatografia de camda fina
TMCS = trimetilclorosilano
TMS = trimitilsilil
TMSI = TMSIM = trimetilsililimidazol
USDA = United States Department of Agriculture
WHO = World Health Organization = Organizacao Mundial da Saude
WTO = World Trade Organisation
ZEA =ZON = Zearalenona
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GLOSSARIO

ADI (Acceptable Daily Intake) — Ingestao didria aceitavel

A estimativa da quantidade de residuo expressa em termos de massa corporal, usualmente
em microgramas ou miligramas por quilograma de peso corporal, que pode ser ingerida
diariamente durante a vida inteira pelo ser humano, sem risco apreciavel para a saude.
Obs.: O ADI ¢ mais usado para aditivos alimentares e o TDI ¢ usado para contaminantes.
Para o célculo da ingestdo didria por pessoa ¢ usada uma massa corporal padrdo de 60
quilogramas.

Carcinogenicidade
Processo de indugdo de neoplasmas malignos por agentes quimicos, fisicos ou biologicos.

CRM (Cerified Reference Materials) — materiais de referéncia certificados

sdo materiais contendo uma quantidade conhecida ou certificada do(s) analito(s). Sao pois
ferramentas essenciais na comparabilidade, traceabilidade e veracidade dos dados
analiticos e preciosos no controlo de qualidade analitico. Assim, o uso de (C)RM’s é um
requisito importante para a acreditagdo de acordo com a ISO/IEC 17025 (International
Organisation for Standardisation, 1999).

Dose
A quantidade total da substancia administrada, tomada ou absorvida por um organismo.

ELEM (equine leucoencephalomalacia) — Leucoencefalomalacia equinea

E uma enfermidade (neurologica) geralmente fatal dos cavalos (e outros equideos) causada
pela ingestdo de ragdes contaminadas com toxinas produzidas pelo fungo Fusarium. O
desenvolvimento do fungo e suas toxinas (fumonisinas Bl e B2) estd intimamente
relacionado com a humidade e a ocorréncia de quedas de temperatura que causam choque
térmico. Os sinais clinicos caracterizam-se por anorexia, sonoléncia e depressdo ou
hiperexcitabilidade, dificuldade de apreensdo de alimentos e mastigacao, tremores, pressao
da cabeca contra objectos, cegueira uni ou bilateral e decubito. As lesdes macroscopicas
caracterizam-se por aumento de tamanho de um dos hemisférios cerebrais com
amolecimento das circunvolugdes. Ao corte, a substidncia branca do cérebro esta
amarelada, com areas de malacia (amolecimento patoldgico), observando-se, geralmente,
cavidades contendo fluido. A cépsula interna e o talamo geralmente estdo afectados.
Observam-se (raramente) areas amareladas ou hemorragicas nos tubérculos quadrigémeos,
pedunculos cerebrais, ponte e medula oblonga. As lesdes sdo, geralmente unilaterais e
quando bilaterais s3o mais marcadas em um dos lados do encéfalo.

Fetotoxico
Toéxico para o feto/embrido.

Genotoxicidade

Capacidade para causar danos ao material genético. Tais danos podem ser mutagénicos e
ou carcinogénicos.
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Hematocitos
Elementos celulares do sangue - eritrcitos, leucéceitos e plaquetas - produzidos na medula
Ossea.

Hepatotoxico
Toéxico para o figado ou as células do figado.

Hepatomegalia

Figado dilatado. Aumento do tamanho do figado. Indica a existéncia de uma hepatopatia
(doenca do figado). No entanto, muitos individuos com hepatopatias apresentam um figado
de tamanho normal ou mesmo menor do que o normal. Geralmente, a hepatomegalia ¢
assintomatica (ndo produz sintomas). Quando o aumento de volume do figado ¢ acentuado,
pode causar desconforto abdominal ou uma sensa¢ao de plenitude. Quando esse aumento
de volume ocorre rapidamente, o figado pode tornar-se sensivel a apalpacdo. Quando o
aumento ¢ causado por uma cirrose, o figado ¢ firme e irregular. A presenga de nodulos
bem definidos normalmente sugere um cancro.

Imunosupressao
Redugdo da capacidade funcional da resposta imunitaria

Imunotoxico
Toéxico para o sistema imunitario

LOAEL (Lowest Observed Adverse Effect Level)

A dose mais baixa onde se observa um efeito adverso. A menor dose (concentragdo da
substancia) administrada num estudo de toxicidade na qual se observa um efeito adverso
(alteragdo considerada adversa).

LOEL (Lowest Observed Effect Level)

A dose mais baixa onde se observa um efeito qualquer que ele seja. A menor dose
(concentracdo da substancia) administrada num estudo de toxicidade na qual se observa um
efeito, uma alteracdo na morfologia, capacidade funcional, crescimento, etc., distinguivel
dos organismos de controlo.

MRL (Maximum Residue Limits) — Limite méximo do residuo

A concentracdo maxima de residuo resultante do uso de um produto medicinal veterinario
(expresso em mg/Kg ou pg/Kg de peso fresco) que pode ser aceite pela UE como sendo
legalmente permitida ou reconhecida como aceitavel em ou num alimento.

Micologia
Ramo da ciéncia que estuda os fungos, a sua forma, estrutura, processos vitais, modo de

vida, ecologia, origem, classificacdo e distribui¢ao.

Micotoxicologia
Ciéncia que estuda as micotoxinas.

Micotoxicose
Doenga causada por micotoxina(s).
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Mutagéneo
Qualquer substancia que pode provocar mutagdes (herdaveis) do genoétipo numa célula
como consequéncia de alteragdes ou perda de genes ou cromossomas.

Mutagenicidade

Capacidade de um agente fisico, quimico ou bioldgico para provocar mutacdes (herdaveis)
do genotipo numa célula como consequéncia de alteragcdes ou perda de genes ou
Cromossomas.

Nefrotoxico
Toéxico para os rins ou quimicamente prejudicial as células dos rins.

Neuropatia
Qualquer doenca do sistema nervoso central ou periférico.

Neurotoxico/Neurotoxicidade

Toéxico para os nervos ou com capacidade de produzir quimicamente um efeito adverso no
sistema nervoso. Tais efeitos podem ser subdivididos em dois tipos: efeitos no sistema
nervoso central (incluindo efeitos na performance e deméncia pré-senil como por exemplo
a doenca de Alzheimer) e efeitos no sistema nervoso periférico (tais como os efeitos
inibidores dos compostos organofosforados na transmissao sinaptica).

NOAEL (No observed adverse effect level)

A dose onde nao se observa nenhum efeito adverso (ou sem efeito adverso observado), i.e.,
¢ a maior concentracdo (dose) administrada da substincia (testada) num estudo de
toxicidade que ndo causa (ou no qual ndo se observa) nenhum efeito adverso em pessoas
ou animais.

A dose a qual ndo existe biologica ou estatisticamente um aumento significativo na
frequéncia ou severidade de efeitos entre o grupo exposto ¢ o de controlo.

NOEL (No observed effect level)

A dose onde ndo se observa qualquer efeito, i.e., ¢ a maior concentracdo da substancia
encontrada por observacdo e/ou experimentacdo, que ndo causa alteragdes fisiopatoldgicas
nos organismos tratados, diferentes daqueles observados nos controlos da mesma espécie,
sob as mesmas condig¢des do ensaio.

Para contaminantes que ndo se acumulam no organismo
PMTDI (Provisional Maximum Tolerable Daily Intake) — Ingestdo provisoria didria

maxima toleravel.

Para contaminantes que se podem acumular no organismo:
PTWI (Provisional tolerable weekly intake) — Ingestdo semanal toleravel provisoria.

ppb (partes por bilido) = ng/g = pug/kg
ppm (partes por mildo) = pg/g = mg/kg
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Resorpc¢ao
O processo organico em que a substdncia de alguma estrutura diferenciada que foi
produzida pelo corpo, softre lise e assimilagao.

Sindrome de “Kwashiorkor”

Trata-se de uma forma de mal nutri¢do resultante de uma ingestao inadequada de proteinas.
Quando a desnutricao ¢ grave faz-se acompanhar de edema nutricional, despigmentagdo da
pele e do cabelo, dificuldade de crescimento, perda de massa muscular e diminuicdo da
imunidade.

Sindrome de “Reye”
Associado a uma encefalopatia de causa desconhecida com degenerag¢do hepatica. Afecta
as criangas € caracteriza-se por um inicio rapido com sintomas muito variaveis. Podem
apresentar variacdes do estado mental que incluem delirio, comportamento agressivo e
coma. Os sobreviventes ficam com anormalidades neuroldgicas e atraso mental (in
http://thearc.org/fa_q_s/reves.html).

Soro
O fluido amarelado claro obtido apds separar o sangue inteiro nos seus componentes
liquidos e sélido depois de ter sido coagulado. Também chamado soro sanguineo.

TDI (tolerable daily intake) — ingestdo diaria toleravel

Valor equivalente a ingestdo didria aceitavel estabelecido pelo European Commission
Scientific Committee on Food.

Obs.: Ao contrario do ADI, o TDI ¢é expresso em mg/pessoa, assumindo um peso corporal
de 60 kg. O TDI ¢ normalmente usado para contaminantes alimentares.

Teratogéneo
Agente que, quando administrado “prenatalmente” (2 mae), induz malformagdes
estruturais permanentes ou defeitos no feto ou descendéncia.

Teratogenicidade
Potencial para causar ou produzir malformagdes estruturais ou defeitos no feto.

Teratogénico
Indutor de malformacdes fetais.

Toxinfec¢oes Alimentares

Sao doengas provocadas pela ingestdo de alimentos contaminados por microorganismos ¢
suas toxinas. Os sintomas manifestam-se algumas horas apds a ingestdo dos alimentos,
podendo persistir por varios dias.


http://thearc.org/faqs/reyes.html�

Objectivos

OBJECTIVOS

Face a importancia crescente das micotoxinas na alimentacdo humana e animal, as quais
podem constituir um problema de seguranga alimentar e de satde publica, os objectivos

deste trabalho centram-se em:

e Efectuar uma revisao bibliografica dos desenvolvimentos mais recentes em relacao
ao conhecimento cientifico sobre as implicagdes das micotoxinas na saude humana;

e Compilar a legislacdo existente a nivel nacional e comunitario. Tendo em conta o
incremento das trocas comercias internacionais, recolher a informagdo possivel
sobre a legislagdo de paises terceiros;

e Tomar conhecimento da situacdo actual do controlo da presenca de micotoxinas em
Portugal;

e Fazer um levantamento da metodologia analitica mais utilizada na detecgdo e

quantifica¢do de micotoxinas.






Introdugdo

1 INTRODUCAO

A seguranga alimentar, tendo como objectivo primordial a saude publica e os direitos dos
consumidores, ¢ um direito de cidadania, podendo aquele ser atingido, nomeadamente
através da informagdo ao cidaddo sobre os riscos inerentes a alimentacdo e as formas de os
prevenir. E também actualmente um importante problema a nivel mundial, tanto nos paises
desenvolvidos como nos em vias de desenvolvimento, afectando uma consideravel
percentagem da populacdo ocasionando anualmente numerosas vitimas por toxinfec¢des

alimentares.

Numa dieta humana variada normal, € possivel uma exposi¢ao constante a niveis baixos de
diversas toxinas, pelo que importa actualizar esta temdtica, numa Optica de seguranca

alimentar.

As crises ocorridas na cadeia alimentar tém constituido um factor de inseguranga que
importa dissipar, sendo fundamental informar os cidaddos, com vista a promover a
consciencializacdo de que todos podem e devem contribuir no processo de promogao da
seguranca alimentar uma vez que esta ndo passa apenas pelos operadores econdmicos, mas
também pelos consumidores, nomeadamente no que respeita ao manuseamento,

conservagao e confeccao dos alimentos.

Os perigos quimicos que afectam a cadeia alimentar s3o de varia ordem, de natureza
diversa e com graus de toxicidade varidvel, existindo uma enorme gama de substancias
indesejaveis que podem, por diferentes razdes, ocorrer na cadeia alimentar e constituir

perigo para a saude dos consumidores.

Pela importancia que tém vindo a assumir, certos grupos de substancias, contaminantes e
residuos, sdo objecto de medidas de gestdo do risco que envolvem legislagcdo especifica e
programas de controlo coordenado a nivel da UE. Os contaminantes, alvo de legisla¢do

comunitaria, incluem algumas micotoxinas que sdo matéria de estudo nesta dissertagao.
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Por razdes de saude publica torna-se necessario controlar os teores de micotoxinas € em
especial das aflatoxinas, consideradas substancias genotdxicas e cancerigenas, que podem
estar presentes numa grande variedade de alimentos, entre eles, nos frutos secos, cereais e

oleaginosas.

O nivel actual dos conhecimentos cientificos e técnicos e os melhoramentos introduzidos
nas técnicas de produgdo e armazenagem nao impedem o desenvolvimento destes bolores,
pelo que ndo ¢ possivel eliminar completamente a presenca de aflatoxinas nos alimentos.
Assim ¢ necessario um controlo adequado das aflatoxinas que s3o produzidas em

condig¢des apropriadas de temperatura e humidade.

Para as micotoxinas, nomeadamente as aflatoxinas e a ocratoxina A, estdo legalmente
fixados limites maximos em diversos géneros alimenticios, desde frutos secos até cereais,
que obrigam a controlos complexos no que concerne aos planos de amostragem e a
metodologia analitica a utilizar e exige meios cientificamente avancados e algo

dispendiosos.

No que diz respeito a patulina, pesquisas prévias sobre uma gama de alimentos ndo
indicaram quaisquer problemas relacionados com esta micotoxina. Sugeriram sim que o
sumo de maga era (e ¢) a maior fonte de contaminacdo por patulina. Assim, estdo também
fixados limites maximos em sumos de maca, em produtos s6lidos a base de maga (compota

e puré para lactentes e criangas jovens) e outros alimentos para bebés.

Até a data ndo existem limites maximos estabelecidos para as fumonisinas (a ndo ser em
alguns paises, por exemplo, Suica). Por outro lado, o Comité Cientifico de Alimentagdo
Humana (CCAH) procedeu a avaliacao de toxinas de Fusarium e considerou que os dados

disponiveis ndo apoiavam a fixa¢cdo de uma unica dose didria admissivel (DDA).

Os resultados do controlo de vigilancia das colheitas efectuado em 2003, indicaram que o
milho e os produtos a base de milho sdo os principais veiculos de contaminag¢dao por
fumonisinas. Foi entdo fixada uma DDA de 2 pg/kg de massa corporal para o total das

fumonisinas, estremes ou em combinagao.
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Caso nao seja fixado um teor especifico antes de 1 de Outubro de 2007, existem teores
previstos a aplicar a partir dessa data para o milho ndo transformado; farinha de milho,
sémola de milho e semolina de milho; alimentos a base de milho para consumo directo; e
alimentos destinados a lactentes e criangas jovens e alimentos para bebés a base de milho

transformado.

Em cereais e derivados também estdo fixados limites maximos para alguns tricotecenos,
nomeadamente para 0 DON e ZEA. Os dados relativos a presenca das toxinas T-2 e HT-2
sdo, até ao momento, limitados. Contudo, as estimativas relativas a ingestdo indicam
claramente que a presenga das toxinas T-2 ¢ HT-2 pode constituir um problema para a
satde publica pelo que sera fixado um teor maximo, se apropriado, antes de 1 de Julho de

2007.

Infelizmente ndo € possivel uma solucao radical e definitiva. Os fungos estdo no nosso
mundo, a nossa volta, em nos proprios e atacam-nos quando apanham uma oportunidade
de alguma fragilidade. Podemos reduzir essas oportunidades de ataque seguindo os
cuidados basicos de higiene e fazendo uma vida saudavel, alimentacdo correcta e variada,

rica em frutos e legumes, exercicio fisico, etc.

Com esta dissertagdo de Mestrado, pretende-se dar a conhecer os desenvolvimentos mais
recentes no que concerne as micotoxinas que sdo definidas como sendo compostos
naturais, produzidos pelo metabolismo secunddrio de fungos e que ocasionam

contaminagdes em alimentos, nalguns casos graves podendo mesmo levar a morte.

Sob o ponto de vista estritamente toxicolégico algumas micotoxinas constituem, um perigo
para a saude. Infelizmente, a informagdo da toxicidade, estabilidade e da extensdo da

ocorréncia ¢ limitada para muitas das micotoxinas que foram ja identificadas.

Por outro lado, a presenga de multiplas toxinas no mesmo sistema ¢ uma causa nova de
interesse, uma vez que a informagao sobre as potenciais interacgdes entre estes compostos
bem como a informagdo toxicologica dos efeitos da exposi¢do simultdnea ¢ ainda muito

limitada. Todavia uma gestdo apropriada do risco pode levar a que este seja controlado.
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Os consumidores t€ém o direito de esperar que lhes sejam fornecidas informacdes uteis e
claras sobre a qualidade e os constituintes dos alimentos, por forma a poderem escolher
com conhecimento de causa e querem ter a certeza de que os alimentos que consomem sao

seguros, nutritivos e produzidos de acordo com as normas.

A abordagem integrada da UE em relagdo a seguranca dos alimentos visa garantir um nivel
elevado de seguranca dos alimentos, saude e bem estar tanto dos animais como dos
humanos, no seio da Unido Europeia, por meio de medidas coerentes e de uma vigilancia

adequada, assegurando simultaneamente o funcionamento efectivo do mercado interno.

Em consequéncia destas preocupacdes, a Comissdo Europeia enderecou esforcos para o
levantamento de informag¢do sobre a exposicdo do cidaddo comunitario a varias
micotoxinas, nomeadamente ocratoxina A, patulina e toxinas produzidas pelo género

Fusarium [ver Relatorios “Reports on tasks for scientific cooperation’].

No Livro Branco sobre a Seguranca dos Alimentos, a Comissdo Europeia delineou uma
politica proactiva no dominio alimentar, visando modernizar a legislacdo, reforgar os
sistemas de controlo “desde a exploragao agricola até a mesa do consumidor” e potenciar a
capacidade do sistema de aconselhamento cientifico, de modo a garantir um elevado nivel
de proteccdo da satide humana e de defesa do consumidor. Com este instrumento procurou-
se fundamentalmente contribuir para aumentar a confianga dos consumidores na politica de
seguranca dos alimentos da UE, com base numa abordagem coerente, dindmica e
transparente, que para ser eficaz implica a rastreabilidade dos alimentos para consumo

humano e dos alimentos para animais, bem como dos respectivos ingredientes.

Tendo presente o atrds exposto, e atendendo a que desenvolvo a actividade profissional na
area da seguranga alimentar como técnico superior no Instituto do Consumidor, um
organismo da administragdo publica cuja missdo ¢ promover e salvaguardar os direitos dos
consumidores, a promocao ¢ producdo de informagao consubstanciada sobre determinadas
matérias que fazem parte da preocupacdo do consumidor em geral, achou-se proveitoso

delinear e produzir um trabalho nos moldes em que este ¢ apresentado.

16



Introdugdo

1.1 MICOLOGIA

O Homem conhece os fungos desde a antiguidade, utilizando-os em seu proprio beneficio,

tanto para melhorar alimentos, como para fins terapéuticos.

A micologia ¢ um ramo da ciéncia que estuda os fungos, a sua forma, estrutura, processos
vitais, modo de vida, ecologia, origem, classificacdo e distribuicdo. Esta ci€ncia tem muitas
aplicagdes, que vao desde o combate de doencas provocadas por fungos até a
biotecnologia, incluindo a producdo de antibioticos e enzimas, a fermentagdo do vinho e da
cerveja, o fabrico do pao e a producdo de corantes. A micotoxicologia pode definir-se

amplamente como o estudo das micotoxinas.

Uma infeccdo por fungos ¢ denominada de micose. Um metabolito secundario produzido
por fungos ¢ denominado micotoxina sendo apenas considerada toxica se o metabolito
fingico causa doenca ou morte em humanos ou animais. A doenca (intoxicagdo) causada

por uma micotoxina ¢ denominada micotoxicose.

Os fungos s3o organismos extraordinarios que a ciéncia colocou num reino proprio (Reino
Fungi), possuindo uma enorme capacidade de adaptagdo e colonizagdo dos mais diversos
meios. Estdo presentes em quase todos os nichos ecologicos € sdo um grupo muito

1).

diversificado € numeroso (in http:/www.naturlink.pt/canais/Artigo.asp?iArtigo=12146&iLingua=

Estdo descritas cerca de 69 mil espécies de fungos embora estejam estimadas um milhdo e

meio de espécies diferentes por todo o mundo (Hawksworth, 1991).

Os fungos produzem uma enorme diversidade de estruturas quimicas que apresentam uma
actividade biologica extensamente variada. Determinados fungos s3o componentes
altamente desejados e favoraveis em certos alimentos, como por exemplo na produgdo de
queijo ou no processo de fermentagdo das cervejas e vinhos, enquanto outros sao usados na
obtencdo de antibidticos valiosos, nomeadamente a penicilina (Peraica et al., 1999;

Quillien, 2002).
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1.2 MICOTOXINAS

Etimologicamente o termo MICOTOXINA combina a palavra grega “Mykes” que significa
fungo com o termo do latim, “toxicum” que quer dizer, veneno (toxina) (Bullerman citado

em Gongalez et al., 2001).

A estrutura quimica das micotoxinas varia consideravelmente mas sdo compostos
biologicos naturais de baixo peso molecular, normalmente toxicos, produzidos pelo
metabolismo secundario de fungos, nomeadamente e mais frequentemente pelos géneros

Aspergillus, Fusarium e Penicillum.

As micotoxinas contaminam uma grande variedade de produtos alimentares
(essencialmente agricolas), nalguns casos, com consequéncias graves para a saude humana
e dos animais. Estas consequéncias podem ser ao nivel sanitario, econdémico (s6 em 1998 o
prejuizo resultante da rejeicao de cereais (milho) representou cerca de 97 milhdes de euros)
e de natureza social. Ou como mais recentemente foi definido por Pitt; micotoxinas sao
« . . . .. . ~ . ..
metabolitos fungicos cuja ingestdo, inalacdo ou absorcdo cutinea reduz a actividade,
causa enfermidades ou mesmo a morte de animais (ndo excluindo as aves) e seres

humanos” (in http://www.tho.org/docrep/OOS/Vl390e/vl390e02.htm#bm02x).

Assim, nesta dissertagdo o termo micotoxinas ¢ entendido como “compostos biologicos
naturais (de baixo peso molecular) produzidos pelo metabolismo secundério de alguns
fungos filamentosos, nomeadamente e mais frequentemente pelos géneros Aspergillus,
Fusarium e Penicillum que se desenvolvem numa grande variedade de produtos
alimentares, nomeadamente plantas de grande importancia na agricultura, como sdo o
milho e outros cereais, a semente de algodao, as especiarias e plantas medicinais. Algumas
micotoxinas apresentam reconhecida actividade toxica em animais (ndo excluindo as aves)
e seres humanos, afectando principalmente o figado, os rins e os sistemas nervoso,
endocrino e imunitario, pelo que s3o consideradas carcinogénicas, mutagénicas,

teratogénicas e ou com actividade imunosupressora”.
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Como se tratam de contaminantes naturais, ndo ¢ possivel eliminar por completo a sua
presenca dos alimentos, o que torna imperativo o acompanhamento constante dos produtos
destinados ao consumo humano ou animal devendo a sua presenca ser reduzida a niveis
que ndo apresentem risco para os consumidores. Actualmente encontram-se identificadas
entre 300 a 400 micotoxinas. SO para se ter uma ideia, a mesma estirpe de Fusarium pode

produzir até 17 micotoxinas diferentes.

Viarias micotoxinas foram classificadas pelo IARC, como carcinogénicos humanos ou

potenciais carcinogénicos humanos (IARC, 1993).

A principal via de exposicdo as micotoxinas ¢ através da ingestdo de alimentos
contaminados, apesar de existirem casos esporadicos de inalacdo de micotoxinas e contacto
dermal. Quando presentes em niveis elevados na dieta alimentar, podem conduzir a

problemas agudos de saude e no limite, levar até a morte.

Existe uma série de factores bioldgicos que contribui para a ocorréncia de micotoxinas na
cadeia alimentar, com énfase para a susceptibilidade dos vegetais a infec¢do fingica, tanto
no campo como durante o armazenamento, assim como factores ambientais tais como a
temperatura, humidade e danos mecanicos durante a colheita e armazenamento (Figura
1.1). Para além disso, a contaminacdo dos animais através da ragdo pode trazer graves
consequéncias, uma vez que aquela ndo é, na generalidade, visivel a olho nu pelo que as
micotoxinas passam para o leite, ovos e carne, colocando em risco todos os consumidores.
Desta forma, o controlo dos niveis de contaminacdo dos alimentos nas diferentes etapas
(produgdo, armazenamento e processamento) torna-se essencial para evitar as

consequéncias nefastas de uma eventual contaminagao.

Somam-se ainda os problemas resultantes do incremento da comercializag¢do internacional
de alimentos, que exige o armazenamento dos produtos nos periodos entre colheitas em
condi¢des que podem favorecer o desenvolvimento de fungos, das transformacdes dos
habitos alimentares e de consumo, bem como os avangos tecnoldgicos na refrigeragao que

podem promover o crescimento de fungos psicrotroficos (Ross et al., 1998).
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Figura 1.1 - Factores que contribuem para a ocorréncia de micotoxinas na cadeia alimentar

Factores bioldgicos Factores da colheita Factores ambientais
Susceptibilidade da planta —> Temperatura —> Maturidade da planta
Toxigenicidade do fungo Humidade Temperatura

Danos mecanicos Humidade
Danos por insectos e

passaros
Fungos

Armazenamento
Temperatura
Humidade

Distribuicio e processamento
Temperatura
Humidade

Humanos < Animais
Produtos de origem animal

(Adaptado de J.E.Smith, G.L.Solomons, C.W.Lewis e J.G.Anderson (1994). Mycotoxins in human nutrition and health. Comissdo
Europeia DG XII). In Chapter 2 - Foodborne hazards. Basic Food safety for healthy workers)

Os principais efeitos observados nas diferentes micotoxicoses incluem inapeténcia, atraso
no crescimento, encefalopatias, cirrose hepatica, hepatocarcinogénese, hemorragias
intestinais, degenerescéncias (degeneragdo gorda do figado) e incidéncias ao nivel do
rendimento animal, tais como a diminui¢do da taxa de crescimento, problemas associados a

imunossupressao e os sindromes de “Kwashiorkor” e de “Reye”, entre outros (Tabela 1.1).
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Tabela 1.1 - Algumas micotoxinas, seus fungos produtores, seus efeitos toxicos e substratos de contaminagio (Delgadillo e Nunes, 1997)

Toxina

Tipo Composto

Fungo produtor

Efeito toxico

Alimento

Quimico
. .. Hepatocarcinogénica . . .
. Aspergillus flavus, A.parasiticus, e alguns patocarcinog P Cevada, trigo, amendoim, sorgo, manteiga
. Cumarina e hepatotdxica e tetratogénica : .
Aflatoxina . Penicillium p de amendoim, molho de soja, esparguete,
substituida (Sindromes de Reye e . .
Kweshiorkor) batata doce, farinha, 6leos
Desoxinivalenol Sesquiterpeno . . " .
. qurterb Fusarium spp., Trichoderma spp. Emética Cereais
(Vomitoxina) tetraciclico
- L Leucoencefalomalécia nos
Diéster do acido L .
L F. verticilloides (antes conhecida como F. cavalos; edema pulmonar em . .
Fuminisinas propano-1,2,3- . . . Milho e produtos derivados
. o moniliforme), F. proliferatum porcos e hepatocarcinomas em
tricarboxilico
ratazanas
Aspergillus ostianus, A. petrakii, A. aliaceus, . . .
. Trigo, cevada, aveia, arroz, soja,
. . A. sclerotiorum, A. sulphureus, A. maleus, - ) -~ .
Ocratoxina A Isocumarina e . Nefrotoxica amendoins, massa, pao, ovos, rins de
Penicillium cyclopium, P. purpurescens, P. ~ .
LI K s s s
viridicatum porco, coragdo, figado, carne de galinha
Penicillium expansum, P. claviforme, P. .
o . Hemorragias pulmonares e
. patulum, P. melinii, P. leucoppus, P. urticae, : ) L N
Patulina Lactona . . ; cerebrais, possivelmente Sementes em germinagdo e magas
P. equinum, P. cyclopium, Aspergillus L
. neurotoxica
clavatus, A. gigantus, A. terreus
. Sesquiterpeno . . o ” .
Toxina T-2 quterp Fusarium spp., Trichoderma spp. Dermatotoxica e emética Cereais
tetraciclico
Lactona . . . - L Milho armazenado durante longos
Zealarenona L . Fusarium graminearium, Mucor, Absidia Estrogénica , g
macrociclica periodos de tempo
Alcaléides do tipo . . - S .
Ergot P Alcaloide Claviceps purpurea Neurotdxica (alucinogénica) Cereais
Lactona o . . .
Citrinina macrociclica Penicillium citrinum, P. viridicatum Nefrotoxica Frutos secos, arroz, cereais, cevada, trigo
. .. Xantona Aspergillus reguloso, A. nidulans, A. Hepatocarcinogénica .
Esterigmatocistina - pers gulox patocareinog ’ Cevada e aveia
substituida versicillor, Penicillium luteum hepatotdxica
o Derivado Neurotoxica (efeito
Acido s o . . -
. S inddlico Penicillium cyclopium convulsivo e tremorgénico), Cevada
ciclopiazonico

policiclico

nefrotoxica




Toxina

Tipo Composto
Quimico

Fungo produtor

Efeito toxico

Alimento

Acido penicilico

Lactona o,3
insaturada (5

Penicillium puberulum, P. cyclosporium, P.
marteusii, P. thomii, P. suavelens, P. marditti,
P. P. baarneuse, Aspergillus quercinus, A.

Carcinogénico cardiotdxico

Gréos secos e aveia

membros
) sulphureus, A. ochraceus
. Lactona . Gastro-enterotoxigenica .
Austdiol 1 Aspergillus ustus - & Cevada humida
macrociclica (ulcerogénica)
. Antraquinona . . . ~ . .
Aversina qu Aspergillus versicolor Hepatotoxica Graos de cereais e sementes oleaginosas
substituida
Lactona a3 Neurotoxica (responsavel por
Citreoviridina insaturada (6 Penicillium citreoviride FeSpo; P Cereais
paragem respiratoria)
membros)
. . Dipeptideo Pithomyces chartarum, Periconia Edema cuténeo por
Esporidesmina ey A e Pastagens ¢ forragens
ciclicos munutissima fotosensibiliza¢ao
. . Dipeptideo . . . ..
Gliotoxina cicI;icIZ) Aspergillus fumigatus Hemorragias e abortos Especiarias e cacau
Leuteosquirina Quinona Penicillium islandicum Hepatotdxica, carcinogénica Massa, arroz, cevada, farinhas
Aspergillus fumigatus, A.galaucus,
Oosporeina Quinona Penicillium rubrum, P. purpurogenum, Hemorragias Farinha e sementes
Fusarium porotrichoides
Derivado : ;
. i R Neurotoxica (efeito ~
Penitrem A indodlico Penicillium crustosum, P. granulatum L. ( Graos
o tremorgénico)
policiclico
Furocumarina . . -
Psoralenos . Sclerotinia sclerotiorum Dermatotoxica Plantas
fotoactiva
. Dipeptideo Penicillium roqueforti . . .
Roquefortina ciclii(})o quef Neurotoxina Queijo azul, Roquefort e Stilton
Aspergillus fumigatus, A. galaucus . .
. i ’ . ’ Teratogénica, hepatotoxica
Rubratoxina Lactona Penicillium rubrum, Fusarium genica, hep Frutos secos e sementes
C (hemorragias)
sporotrichoides
Rugulosina Quinona Penicillium islandicum Hepatotdxica, nefrotoxica Arroz, cevada e sorgo
C Derivado de . .
Viridicatina Penicillium viridicatum Cardiotoxica Cereais

lactamas




Introdugdo

De um modo geral, as micotoxinas apresentam alguns dos seguintes efeitos: teratogénicos,
mutagénicos, oncogénicos, hepatotoxicos, nefrotdxicos, neurotdxicos, estrogénicos,
imunotoxicos e alucinogénicos. Varias micotoxinas encontram-se classificadas pelo IARC

como carcinogénicos humanos ou potenciais carcinogénicos humanos (IARC, 1993).

A gravidade das enfermidades/micotoxicoses varia em funcdo da natureza da toxina
(variabilidade decorrente da propria estrutura quimica das micotoxinas), das espécies
atingidas, uma vez que as diferentes espécies apresentam grande variabilidade em relagao a
sensibilidade as micotoxinas, da raca (umas sdo mais resistentes do que outras), da idade e
do sexo (os mais jovens e as fémeas apresentam, normalmente, maior resisténcia), da
condicao fisica, da dose e da exposi¢do (tempo, tipo - via oral ou dérmica) (Peraica et al.,

1999; Bennett and Klich, 2003).

As micotoxinas compreendem uma familia estruturalmente diversa de mais de 300
compostos de ocorréncia natural, muitos dos quais estdo presentes como contaminantes
naturais em alimentos para humanos e para animais levando a prejuizos econdmicos
substanciais na agricultura como mencionado anteriormente. No entanto, o numero de
micotoxinas que sao detectadas e analisadas com frequéncia nos géneros alimenticios €

relativamente pequeno, cifrando-se entre as 20 e as 30 (Bennett and Klich, 2003).

Na Tabela 1.2 s3o apresentadas as micotoxinas mais importantes do ponto de vista agro-

alimentar: aflatoxinas, fumonisinas, ocratoxina A, patulina, tricotecenos e zearalenona.

Tabela 1.2 - Toxinas produzidas por diferentes géneros de fungos na natureza

(Guzman-de-Peia, 2001)

Géneros
Aspergillus Fusarium Penicillium
Micotoxinas
Aflatoxinas (AFs) Fumonisinas Ocratoxina A (OTA)
Ocratoxina A (OTA) Tricotecenos Patulina (PAT)

Zearalenona (ZEA)
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Embora estejam estabelecidas rigorosas directrizes para a gestao preventiva de micotoxinas
em colheitas (i.e., praticas recomendadas para o cultivo, colheita, manipulacdo e

armazenamento), podem subsistir contaminagdes significativas de micotoxinas.

Consequentemente, ha um aumento na tomada de consciéncia dos perigos potenciais destas
substancias como contaminantes de alimentos e ragdes. Comummente, as micotoxinas
ocorrem como misturas que potencialmente podem provocar interacgdes complexas e

sinergias toxicas, como sera abordado posteriormente.

A presenga de fungos toxigénicos nao pressupde por si s6 a produgcdo de micotoxina(s),
pois esta depende de algumas condi¢des favoraveis em termos de temperatura e humidade.
No entanto a presenca de certos fungos implica um risco potencial para a saude publica e

animal (Martins et al., 2003).

A deteccao de micotoxinas esta documentada em varias matrizes alimentares, sendo
regularmente encontradas em ingredientes para ragdes tais como milho, sorgo, cevada,
trigo, arroz, amendoins e outros cereais, matrizes de origem animal, como por exemplo,
carne, Orgaos viscerais, leite (devido a excre¢ao de metabolitos pelas glandulas mamarias),
queijo e ovos, enchidos maturados, preparados para infusdes, especiarias, frutos frescos,
frutos secos (amendoins, pistacios) e secados (passas de uva, sultanas, alperces). Por outro
lado, a compreensdo da extensdo da acumulacdo de micotoxinas nos peixes devido ao

consumo de ragdes contaminadas ¢ ainda insuficiente. (FAO, 2002).

A presenga simultanea de diversas micotoxinas pode influir tanto a nivel de produgdo de
micotoxinas como na toxicidade do material contaminado. Tem sido relatado que a
presenca de tricotecenos pode favorecer a producdo das aflatoxinas nos cereais
armazenados. Estes investigadores também referem que existem interac¢des sinérgicas que
determinam, em animais de experimentagdo, efeitos toxicologicos resultantes de
combinagdes de tricotecenos produzidas de forma natural. Por exemplo, a produgdo de
aflatoxinas pode ser favorecida pela presenca de tricotecenos. Num estudo com porcos, a
toxina T-2 demonstrou efeitos sinérgicos com o desoxinivalenol nas taxas de engorda e de

COHVCI‘SﬁO de ensilagens (in http://WWW.fao.org/documents/showicdtasp?urliﬁle:/docrep/005/y1390e/y1390605ihtm).
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Também tém sido indicadas interac¢des nas quais intervém metabolitos fungicos nao
toxicos (como por exemplo, a potente acc¢ao sinérgica do desoxinivalenol) com metabolitos
ndo toxicos de F. graminearum (culmorina, dihidroxicalonectrina e sambucinol). No
entanto, os conhecimentos existentes até a data relativamente a este campo,
particularmente  importante da  micotoxicologia, s3o ainda  escassos (i

http://www.fao.org/documents/show_cdr.asp?url_file=/docrep/005/y1390e/y1 390605.htm) .

Por outro lado, a preocupagdo com a presenca de micotoxinas nos alimentos e as suas
implicagdes na satide humana e ou animal, aumentou a medida que novas micotoxinas iam
sendo identificadas. Assim pela compilacdo de dados sobre a sua ocorréncia natural em
alimentos e sobre a respectiva toxicidade em animais, para além dos casos de
micotoxicoses agudas, passou-se a dar importancia também aos possiveis efeitos cronicos

resultantes da ingestao regular (e ou continuada) de micotoxinas.

Uma micotoxicose primdria resulta do consumo de alimentos contaminados enquanto que
uma micotoxicose secundaria resulta da ingestdo de carne ou produtos derivados (por
exemplo, leite) de animas que foram alimentados com ragdes contaminadas com
micotoxinas. Pode-se também falar de micotoxicoses agudas e cronicas, resultante
respectivamente da ingestdo de doses elevadas ou doses pequenas ao longo do tempo.

Um exemplo tipico deste ultimo caso ¢ o leite de vaca que aparece contaminado com
Aflatoxina M1 (AFM1) como consequéncia da ingestao por parte da vaca leiteira de racdes
contaminadas com Aflatoxina B1 (AFB1), um potente agente hepatocarcinogénico, em

experiéncias com animais (Carrillo, 2003).

A exposi¢cao humana a micotoxinas resultante da ingestao de alimentos contaminados pode
ser considerada uma questdo de saude publica pois sabe-se que cerca de 25% dos produtos
agricolas produzidos a nivel mundial e que entram na cadeia alimentar animal e humana
(principalmente cereais e sementes de oleaginosas) estdo contaminados com micotoxinas

(Caldas et al., 2002).
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E possivel encontrar ao longo da historia, referéncias a acontecimentos que traduzem
manifestagdes da ocorréncia de casos de intoxicagdo provocadas pela presenca de
micotoxinas nos alimentos. “Muitos dos mitos que povoam a idade das trevas estdo
relacionados com a existéncia de micotoxinas nos alimentos” — Mary Matossian
(historiadora). Um exemplo, é o da peste bubonica (1348-1352) que dizimou num curto
espago de tempo, cerca de um tergo da populagdo europeia (i

http://www.botany.hawaii.edu/faculty/wong/BOT135/lect11 .htm) .

Para além da referéncia histérica aos assassinatos perpetrados pela mae de Nero,
recorrendo a cogumelos toxicos (provavelmente o mais antigo testemunho dos maleficios
associados a ingestdo de micotoxinas), ¢ possivel encontrar documentos da Idade Média

onde sdo relatados casos de ergotismo.

Uma das primeiras ocorréncias com influéncias graves na satide humana aconteceu nos
finais do primeiro milénio, em que cronicas religiosas dessa época relatam epidemias de
um mal designado por "fogo de Santo Antonio" (St. Antony’s fire). As vitimas, muitas
delas de visita ao santuario de St. Anthony em Franca na esperanca de serem curadas,
sentiam uma sensagdo de queimadura e sofriam de alucinacdes e outras perturbagdes

mentais, acabando por morrer.

SWailing and writhing men collapsed in the street: others fell over and foamed in
epileptic fits whilst some vomited and showed signs of insanity. Many of them shouted

“Fire! I'm burning”. It was an invisible fire that separated the flesh from the bones and

’

consumed it. Men, women and children died in unbearable agonising pain.”...

Estas foram as palavras usadas por um cronista do século décimo para descrever uma
doenga que afectou muitas partes da Europa em 943 D.C. Sabe-se agora que o fogo de
Santo Antonio tratou-se na realidade de um caso de ergotismo, doenca causada pela
ingestdo de graos de cereais (centeio, cevada, arroz, trigo) contaminados com alcaldides de
Ergot produzidos por fungos do género Claviceps (purpurae, paspali e fusiformis) e que
tomou propor¢des epidémicas em muitas partes da Europa no séc. X (i

http://www.fao.org/documents/show_cdr.asp?url_file=/docrep/005/y1390e/: 1390002.htm).
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Na tultima metade do século XIX (1891), no Japao, certas manifestagdes clinicas agudas
foram associadas ao consumo de arroz contaminado por fungos. Um médico japonés
associou a ingestdo de arroz contaminado com bolor ao desenvolvimento de um tipo agudo
de beribéri cardiaco (resultante da ac¢do da citreoviridina). Contudo a medida que a
qualidade do arroz foi sendo melhorada a doenca tornou-se menos comum e acabou por
desaparecer. Estes agentes invadem o hospedeiro, formando potentes alcaldides que
produzem nos seres humanos graves micotoxicoses, caracterizadas por desordens do
sistema nervoso (convulsdes e alucinacgdes), contraccdo dos vasos sanguineos (gangrena) e

desordens gastro-intestinais.

Em 1975, na India, 272 pessoas deram entrada num hospital com sintomas clinicos de
aflatoxicoses, dos quais 27% morreram. Em 1981, em Africa, em Mogambique e no
Quénia, ocorreram 20 hospitaliza¢des, dos quais 60% morreram (Krishnamachari et al.;

Mehan et al.; Nagindu, et al.; Marasas citados em http:/www.ifpri.org/themes/grp06/papers/cardwell.pdf). Na

Russia e na Europa de Leste, durante a 1* e 2* Guerras Mundiais, apareceu uma doenca
associada ao sistema hematopoiético. Milhares de pessoas foram afectadas por este
sindrome e as taxas de mortalidade atingiram os 60%. Os sintomas incluiam extrema
anemia, hemorragias severas e perda de medula 6ssea. A doenga foi denominada aleucémia
toxica alimentar (ATA). Numerosos estudos realizados, indicaram que a toxicose resultava
da ingestdo de milho contaminado com fungos do género Fusarium. Sabe-se hoje que o
Fusarium produz um grande nimero de micotoxinas do tipo dos tricotecenos e, com base
nos efeitos toxicos destes compostos, pensa-se que certos tricotecenos, como a toxina T-2,

serdo os agentes da ATA.

Nos anos 50, uma doenga conhecida como nefropatia endémica dos Balcas (BEN) surgiu
nas areas rurais da Bulgaria, Roménia e Jugosldvia, causando uma mortalidade superior a
40%. Os principais sintomas da doenga eram uma intensa nefropatia, muitas vezes
acompanhada por tumores do tracto urinario. Baseada na similaridade da patologia renal de
porcos expostos a ocratoxina A, foi sugerido ser este o agente causal daquela doenca.
Estudos recentes, efectuados em areas endémicas da antiga Jugoslédvia, mostraram uma

maior frequéncia e uma mais elevada concentracdo de ocratoxina A em cereais do que em

outras areas (consideradas ndo endémicas).
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A preocupagdo relativamente aos riscos de exposi¢ao humana a ocratoxina A aumentou
com a observacdo da incidéncia de tumores do tracto urinario em individuos com BEN
(Petkova-Bocharova et al., 1988). Numerosos estudos publicados mostram claramente que

a ocratoxina A ¢ um agente carcinogénico para os mamiferos.

Com a descoberta das aflatoxinas nos anos 60, o estudo das micotoxicoses humanas sofreu
uma completa reviravolta. De facto, a morte de cerca de 100 000 perus no Reino Unido,
em 1960 pouco antes do Natal, devido a uma doenca desconhecida até entdo, a que se
designou por "doenga X", foi posteriormente identificada como sendo devida a uma toxina
produzida pelo fungo Aspergillus flavus, contaminante do bagago de amendoim
proveniente do Brasil (utilizado como fonte proteica em substituicdo do bagaco de soja,

que era mais caro) (Hopmans, 1997).

Posteriormente, em 1961, os investigadores ingleses do Tropical Products Institut
descobriram que o Aspergillus flavus produzia uma substancia toxica a que deram o nome
de aflatoxina. A partir de 1962 descobriu-se que a aflatoxina era um potente agente
hepatocarcinogéneo para os animais ¢ humanos, o que precipitou os estudos da possivel
relagdo entre a exposicao a aflatoxina e o cancro humano, conduzindo ao desenvolvimento
de métodos cada vez mais sensiveis para determinar a aflatoxina e ao controlo desta em

alimentos estimulando a investigacdo cientifica sobre as micotoxinas (Peraica et al., 1999).

No Homem, o caso mais grave de intoxicacdo por aflatoxina ocorreu em 1974, na India,
onde cerca de 25% da populacdo afectada morreu depois de ter ingerido milho
contaminado com niveis superiores a 15 mg/kg. Contudo, contaminagdes com tais niveis,

raramente sao encontradas.

As aflatoxinas foram propostas como a causa dos desaparecimentos misteriosos das
civilizagdes no sudoeste da América do Sul e na América Central, antes de aparecerem os

Europeus (in http:/www.micotoxinas.com.br/boletim27.htm). Desde a descoberta das aflatoxinas muitos

cientistas tém-se dedicado ao estudo das micotoxinas produzidas pelo Aspergillus flavus e

outras espécies fungicas, tendo-se identificado, em laboratorio, mais de 300 substancias.

28


http://www.micotoxinas.com.br/boletim27.htm�

Introdugdo

Em particular as aflatoxinas, apresentam uma ameaca significativa tanto para a satde dos
humanos como dos animais, devido ao facto de serem considerados toxigénicos,
carcinogénicos, mutagénicos e teratogénicos (Martins et al., 2001), para além dos
problemas econdémicos que poderdo dai resultar devido a contaminagdo natural dos
alimentos com consequéncias a varios niveis, desde o fornecimento sustentavel e em
quantidade de produtos alimentares ao normal funcionamento dos mercados a nivel

mundial.

A contaminagdo dos alimentos pode ocorrer no campo, antes € ou apos a colheita e durante
o transporte e armazenamento do produto, pelo que sdo necessarias medidas e praticas de
preven¢do de modo a minorar os seus efeitos e que serdo abordadas no final do capitulo

seguinte.
1.3 Sinergismo entre micotoxinas

Quando um alimento ou ragdo ou até as matérias primas que lhe dao origem se encontra
contaminado com mais do que uma micotoxina, os efeitos toxicoldgicos podem ser

sinérgicos, isto ¢, de adi¢do ou de potenciagdo (Schwarzer, 2002).

As ragdes e matérias-primas sdo frequentemente contaminadas simultaneamente por
diversos fungos, em que cada um ¢é capaz de produzir diferentes toxinas. Como tal,
poderdo existir efeitos sinergéticos entre as diferentes toxinas. Duas ou mais micotoxinas
podem potenciar a ac¢do de outra ou pelo menos exercer um efeito aditivo. Por exemplo, o
acido fusarico aumenta a toxicidade da fumonisina em galinhas e aquele do DAS e DON
em porcos. As aflatoxinas e a Ocratoxina A, quando juntas nas ragdes, apresentam uma
toxicidade superior do que quando isoladas, podendo provocar nos frangos de aviario, uma

perda de peso corporal até cerca de 40%.

No entanto, existe pouca evidéncia de que as micotoxinas comuns actuam sinergicamente.
Geralmente ndo ¢ comum a producdo de varias micotoxinas no mesmo grao € a0 mesmo
tempo. A zearalenona e o desoxinivalenol podem produzir-se concomitantemente em

milho ou trigo, e em ocasides circunscritas foram observadas fumonisinas e aflatoxinas.
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A combinagdo de ZEA e acido fusarico aumenta a concentracdo de cada um destes
compostos por um factor de dois a cinco no leite de ratazanas. A interaccdo entre a FB1 e
DON aumenta a quantidade de proteina no sangue enquanto que a interac¢ao entre a FB1 e
a toxina T-2 leva ao aumento da concentracdo de célcio no plasma das galinhas ou a um

aumento da concentragdo de hemoglobina e hematdcitos em perus.

Por outro lado, o peso corporal de galinhas ¢ reduzido entre 18 a 20% ingerindo ragdes
contaminadas com 300 mg FB1 por kg de ragao durante 20 dia apds o nascimento, € 0 peso
corporal ¢ ainda reduzido em 18% quando se adiciona 5 mg de T-2 por kg de ragdo, em 2%
se forem 15 mg de DON, 32% quando sdo adicionados a FBI e a toxina T-2 e em 19%

pela adi¢@o conjunta de FB1 e DON.

Em perus, e nas mesmas condi¢des, 300 mg de FB1 reduziram o ganho de peso entre 24 a
30%, 4 mg de DAS reduziram em 30%, 3 mg de OTA em 8%, uma combinagao de FBI1 e
DAS fizeram-no em 46% e uma mistura de FB1 e OTA reduziu em 37%. Outras
combinagdes, envolvendo o DON e o DAS, ou aflatoxinas ¢ DAS e ainda aflatoxinas e

FB1 podem também apresentar efeitos sinergéticos (Yiannikouris and Jouany, 2002).

Um factor comum a muitas espécies de Fusarium ¢ a sua capacidade para sintetizar
zearalenona e simultaneamente tricotecenos, pelo que se estima que exista um efeito

sinérgico aditivo na etiologia das micotoxicoses animais.

O F. moniliforme e o F. proliferatum, foram vinculados com a contaminagdo natural do
milho com fumonisina B1 e também com a producgdo de duas micotoxinas relativamente
novas, a fusaproliferina e a beauvericina (Ritieni et al., 1997). O metabolismo secundario
do F. moniliforme ¢ particularmente relevante ja que foi associado com a producao de pelo
menos trés micotoxinas, denominadas fumonisinas, moniliformina ¢ fusarina C.
Igualmente se tem descrito as fusarocromanonas como micotoxinas produzidas por
algumas espécies de Fusarium. O F. equiseti, também sintetiza varios tricotecenos assim

como a zearalenona (Placinta et al., 1999).
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Harvey et al. (1996) demostraram em estudos realizados com porcos que enquanto o
desoxinivalenol e a fumonisina Bl causam individualmente reducdes similares mas
marginais no ganho de peso, quando se combinam ambas as micotoxinas, verifica-se um

fenomeno evidente de sinergismo observado na diminui¢ao do crescimento dos mesmos.

Num ensaio experimental realizado com leitdezinhos, o consumo de alimento, o ganho de
peso e certos Orgdos (figado e rins) de todos os porcos alimentados com graos
contaminados com diversas micotoxinas (desoxinivalenol, nivalenol, diacetoxiescirpenol,
neosolaniol, toxina T-2, toxina HT-2 e zearalenona entre outras), foi significativamente
inferior (Swamy et al., 2002). Da mesma maneira, a presen¢a simultanea de zearalenona e
desoxinivalenol em alimentos elaborados para porcos e que tinham sido contaminados de
forma natural com fungos do género Fusarium, produziu malformacdes nos recém

nascidos, tendo tal sido atribuido a dita associacdo de micotoxinas (Alexopoulos, 2001).
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Micotoxinas

2 MICOTOXINAS

2.1 AFLATOXINAS

2.1.1 Definicao e Ocorréncia

Embora as maiores concentracdes destes compostos surjam nas colheitas de alimentos
crescidos e armazenados nas 4reas mais quentes do mundo, o comércio internacional
destes produtos, importantes para a subsisténcia das populagdes, assevera que as
aflatoxinas ndo sdo apenas um problema para as nagdes produtoras mas também de

preocupacao acrescida para os paises importadores.

As aflatoxinas constituem um grupo de aproximadamente 20 metabolitos flngicos
relacionados entre si, produzidas por, pelo menos, trés espécies de Aspergillus - A. flavus,
A. parasiticus € A. nomius (Asao et al. citado em Méndez-Albores et al., 2005) embora
somente as aflatoxinas Bl, B2, G1 e G2, consideradas metabolitos toxicos, sejam

normalmente encontradas em alimentos.

Encontram-se também descritas as aflatoxinas M1 e M2 que sdao os metabolitos
hidroxilados resultantes do metabolismo oxidativo das aflatoxinas B1 e B2 (Peraica et al.,
1999) que ocorre no figado e sdo produzidas quando as vacas ou outros ruminantes
ingerem ragdes contaminadas com estas micotoxinas. As AFM1 e AFM2 sdo entdo
excretadas no leite e podem subsequentemente contaminar outros produtos lacteos tais
como o queijo e o iogurte, sendo a maioria (cerca de 95%) excretada na urina. Sabe-se que
existe uma relacdo linear entre a quantidade de AFMI1 no leite e de AFBI nas ragdes

consumidas pelos animais (Dragacci et al.; Wood citados em Kamkar, 2005).

As aflatoxinas sdo consideradas como contaminantes naturais dos produtos da agricultura,
quando as condi¢des de humidade do produto, a humidade relativa do ar e a temperatura
ambiente sdo favoraveis, e de produtos alimentares tais como o amendoim e seus produtos
derivados, nomeadamente a manteiga de amendoim e o 6leo, sendo estes os principais

produtos sujeitos a contaminagdo elevada de aflatoxinas (Blesa et al., 2003).
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A ocorréncia das aflatoxinas ¢ muito frequente no amendoim porque as caracteristicas de
cultura, colheita e armazenamento favorecem o desenvolvimento de bolores/fungos. A
maior incidéncia acontece quando o amendoim ¢ batido, ensacado e armazenado com

humidade elevada e ou quando ¢ re-humedecido depois de se encontrar no estado seco.

A acumulacao da aflatoxina depende das condigdes climatéricas. Antes da colheita, o risco
para o desenvolvimento da aflatoxina ¢ maior durante o periodo de seca. Quando a
humidade do solo estd abaixo do normal e as temperaturas sdo elevadas, o nimero dos
esporos do Aspergillus no ar aumenta. Estes esporos infectam as colheitas nas areas
danificadas pelos insectos e o tempo austero. Uma vez infectada, ocorre o stress da planta

e a produgdo da aflatoxina ¢ favorecida.

Durante o estagio pos-colheita, a proliferacdo da aflatoxina pode aumentar especialmente
nos produtos susceptiveis e sob algumas condigdes de armazenamento tais como o

ambiente quente e himido do armazenamento.

Além do amendoim, as aflatoxinas podem ocorrer num amplo conjunto de produtos
alimentares crus importantes, que incluem os cereais - milho e outros, como trigo e
centeio, sementes de algoddo e de oleaginosas, figos, nozes, café verde e torrado,
especiarias, p6 de pimentdo, paprica e fruta fresca e ou secada (Aflatoxins Fact Sheet),

queijo e produtos curados, s6 para nomear alguns produtos.

2.1.2 Propriedades Quimicas e Fisicas

As aflatoxinas sdo substincias inodoras e cristalinas, soluveis em solventes
moderadamente polares tal como o cloroférmio, metanol e dimetil sulfoxido e dissolvem-
se em agua numa extensdo de 10-20 mg/litro. Elas apresentam fluorescéncia sob a radiagao
UV, podendo ser facilmente detectadas por fluorodensiometria (pois sdo fortemente
fluorescentes sem qualquer outro tratamento ( A(excitacdo) = 365 nm, A(emissdo) = 430
nm) e sdo extremamente estdveis na auséncia de luz e da radiacdo UV, até mesmo a

temperaturas superiores a 100 °C.
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Como atrads mencionado, as aflatoxinas sao classificadas em varios sub-tipos. No entanto,

as mais importantes sao a B1, a B2, a G1 e a G2, distinguidas pela sua cor de fluorescéncia

sob a luz ultravioleta. A aflatoxina B1 foi assim denominada porque era a primeira mancha

azul (B1) na placa cromatografica, enquanto que a primeira mancha esverdeada foi

denominada aflatoxina G1.

Portanto, os quatro principais metabolitos sdo identificados como AFB1 e AFB2, por

apresentarem fluorescéncia azul-violeta quando observadas sob luz ultravioleta em 365 nm

e AFG1 e AFG2, por apresentarem fluorescéncia esverdeada.

Algumas propriedades fisicas e quimicas importantes das aflatoxinas e respectivos

sindnimos sdo apresentadas na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Propriedades fisicas e quimicas importantes das aflatoxinas (Aflatoxin Fact sheet) e

respectivos sindnimos (IARC, 1997)

Formula

Peso

Ponto de

Absorc¢io UV max (g), nm,

Aflatoxina N2 CAS molecular | molecular fusdo metanol
265 360-362

Bl 1162-65-8 Ci7H1,06 312 268-269 12 400 21 800
6-Metoxidifurocoumarona
2,3,6a0,9aa-Tetrahidro-4-metoxiciclopenta[c]furo[3',2":4,5]furo[2,3-h][l]benzopirano-1,11-diona

B2 | 7220-81-7 | C;H140s | 314 | 286-289 | 12100 | 24 000
Dihidroaflatoxina B1
2,3,6a0,8,9,9a0-Hexahidro-4-metoxiciclopenta[c]furo[3°,2":4,5]furo[2,3-h][1]benzopirano-1,11-diona

Gl | 1165-39-5 | CiH;,0; | 328 | 244246 | 9 600 | 17 700
3.,4,7a0,10aa-Tetrahidro-5-metoxi-1H,12H-furo[3",2":4,5]furo[2,3-h]pirano[3,4-c][1]-benzopirano-1,12-diona

G2 | 7241-98-7 | CH40; | 330 | 237-240 ] 8 200 | 17 100
Dihidroaflatoxina G1
3,4,720,9,10,10a0-Hexahidro-5-metoxi-1H,12H-furo[3",2":4,5]furo[2,3-h]pirano[3,4-c][1]-benzopirano-1,12-diona

Ml 6795-23-9 C7H 204 328 299 14 150 2(135275)0
4-Hidroxiaflatoxina B1
Ciclopenta(c)furo[3',2":4,5]furo[2,3-h]pirano[3,4-c][1]-benzopirano-1,11-diona,2,3,6a,9a-tetrahidro-9a-hidroxi-4-metoxi

M2 6885-57-0 C7H,40, 330 293 1(22614?)0 2(2359%0

4-Hidroxiaflatoxina B2

Ciclopenta(c)furo[3",2":4,5]furo[2,3-h]pirano[3,4-c][1]-benzopirano-1,11-diona,2,3,6a,8,9,9a-hexahidro-9a-hidroxi-4-metoxi

O processamento comercial dos produtos crus que fazem uso de procedimentos de

purificacdo incluindo a remogdo de particulas quebradas ou danificadas, moagem e

selec¢do, pode reduzir consideravelmente a concentracdo de aflatoxina.
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Quimicamente as aflatoxinas sdo razoavelmente estaveis em muitos produtos alimentares e
algo resistentes & degradacio sob procedimentos normais de confec¢do culinaria. E dificil
eliminar a aflatoxina uma vez produzida. A eficacia de alguns processos para reduzir as
concentragdes de aflatoxinas em alimentos pode ser afectada por muitos factores, tais

como a presenca de proteina, pH, temperatura e extensao do tratamento.

As aflatoxinas sdo compostos derivados difuranocoumarinas produzidos por uma via
policetonica. O anel lactona torna-os susceptiveis a hidrolise alcalina e foram investigados
processos que envolvem a amoénia ou hipoclorito como meios para a sua remog¢ao dos
produtos alimentares, embora as questdes que respeitam a toxicidade dos produtos da
degradacdo limitassem o uso destes meios para erradicar as aflatoxinas dos alimentos e

racdes animais.

Na Figura 2.1 estao representadas as formulas de estrutura de algumas micotoxinas.

AFLATOXINAS

My M3

Figura 2.1 - Férmulas de estrutura de algumas aflatoxinas
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Se o tratamento alcalino ¢ suave, a acidificagdo inverterd a reac¢do para restaurar a
aflatoxina original. Em meio acido, as aflatoxinas B1 e G1 sdo convertidas nas aflatoxinas
B2 e G2. Os reagentes de oxidacdo reagem e as moléculas perdem as suas propriedades de

ﬂuorescéncia (in http://www.micotoxinas.com.br/. aﬂafacts.pdf) .

2.1.3 Aspectos toxicoldgicos

As aflatoxinas sdo tanto aguda como cronicamente tdxicas. Sdo provavelmente as
micotoxinas mais estudadas, desde a ocorréncia da doenga denominada 7urkey X em 1960
no Reino Unido (Bennett and Klich, 2003). A doenca foi identificada como sendo nao
infecciosa e associada com a ingestdo de amendoim proveniente do Brasil contendo
concentragdes extremamente altas de aflatoxinas. As amostras foram enviadas para analise
e concluiu-se que a toxicidade estava associada com diversas bandas fluorescentes
detectadas por cromatografia de camada fina. Os cientistas concluiram que o amendoim
estava contaminado com o fungo Aspergillus flavus. As toxinas foram denominadas como

aflatoxinas do Aspergillus flavus.

H4 mais de 30 anos, que se descobriu que as aflatoxinas sdo poderosos carcinogénicos e
mutagénicos em animais de laboratorio. A aflatoxina B1 (AFB1), o composto mais toxico
neste grupo, ¢ reconhecida como sendo hepatotoxica, mutagénica, ¢ hepatocarcinogénica

(Busby and Wogan citado em Méndez-Albores et al., 2005).

Desde a sua descoberta, numerosas investigagdes foram conduzidas relativamente aos
efeitos toxicos das aflatoxinas em animais domésticos, com multiplos problemas de satde
incluindo: dificuldade em sobreviver (vingar), crescimento retardado, ganho de peso mais
lento, problemas reprodutivos e respiratorios, diarreia, hemorragia, producdo reduzida de
leite e de ovos e comprometimento dos sistemas imunoldgicos com consequente aumento
das infec¢des virais e bacterianas, ¢ mesmo morbidez animal (Newberne and Butler;

Guthrie citados em Méndez-Albores et al., 2005).
As aflatoxinas foram implicadas em efeitos sub-agudos e cronicos em seres humanos.

Estes efeitos incluem cancro hepatico primario (originado no proprio figado), hepatite

cronica, ictericia, hepatomegalia e cirrose através da ingestdo repetida de niveis baixos de
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aflatoxina. Considera-se também que as aflatoxinas podem ter um papel num certo nimero
de doencas, incluindo o sindrome de Reye, de kwashiorkor e hepatites e podem também

afectar o sistema imunitério (Pier citado em Aflatoxins Fact sheet).

De um modo geral pode-se entao dizer que as aflatoxinas sdo compostos altamente toxicos,
mutagénicos, teratogénicos e carcinogénicos e que foram implicados como agentes
causadores da carcinogénese hepatica e extrahepatica humana (Dichter; Groopman et al.;
Massey et al.; Peers and Linsell; Shank et al. citados em Kamkar, 2005). Em 1987, a IARC
estabeleceu que as aflatoxinas representam um potencial alto risco de cancro para os seres
humanos e a AFBI1 foi considerada como sendo um carcinogéneo do grupo I (IARC, 1987)

e a AFM1 do grupo II (Cathey et al.; Dragacci et al. citados em Kamkar, 2005).

A idade, o sexo e o estado nutricional afectam todos, o grau da toxicidade. Os animais
jovens sao particularmente susceptiveis € os machos mais do que as fémeas. O figado ¢ o
principal orgdo-alvo, embora o local do efeito hepatico varie com a espécie e possa
acumular-se no cérebro. Foram também observados efeitos nos pulmdes, no miocardio e
nos rins ¢ relatados efeitos teratogénicos apds a administracdo de doses elevadas da

aflatoxina em algumas espécies (in Aflatoxins Fact sheet).

E aceite que existe uma correlagdo indirecta entre a ingestdo de comida contaminada com
aflatoxinas e o desenvolvimento de cancro em pessoas, particularmente em regides quentes
e humidas tal como Africa, India e alguns outros paises asidticos (Amla et al.; Dvorackova

citados em Méndez-Albores et al., 2005).

A aflatoxina B1 é um potente agente mutagénico causando aberragdes cromossomais numa
variedade de plantas, animais e células humanas. A sua carcinogenicidade foi estudada em
pelo menos 12 espécies diferentes. E considerada como sendo o heptocarcinogéneo natural
mais potente e sabe-se que mais de metade dos tumores do figado examinados num estudo
efectuado na China, teve 0 mesmo ponto de muta¢ao no gene p53 no DNA. A aflatoxina

B1 forma um aducto com a guanina encontrada no gene p53.
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Embora as aflatoxinas G1 e M1 tenham sido testadas menos extensamente, parecem ser
toxicologicamente similares a aflatoxina B1. Sdo hepatocarcinogéneos um pouco menos
potentes mas carcinogéneos renais ligeiramente mais potentes. A aflatoxina M1 ¢
citotoxica, como foi demonstrado pelos resultados de estudos in vitro em hepatocitos
humanos, e a sua toxicidade aguda em varias espécies ¢ similar a da aflatoxina B1. A sua
ingestdo diminui a produgdo de leite e no caso das aves, a producao e a eclodibilidade dos
ovos. Nos patinhos e nos ratinhos, a toxicidade aguda e a curto prazo da aflatoxina M1 foi

similar ou ligeiramente menor do que a da aflatoxina B1.

Em estudos de carcinogenicidade, a aflatoxina M1 foi cerca de um décimo tdo potente
quanto a aflatoxina B1, mesmo em espécies sensiveis tais como a truta de arco-iris e ratos
Fischer. A genotoxicidade da aflatoxina M1 in vitro foi similar a da aflatoxina B1 em
alguns sistemas de teste e entre um-meio ¢ um-sexto do que a aflatoxina B1 noutros

sistemas.

Considera-se que a carcinogenicidade e a mutagenicidade da aflatoxinas B1, G1 e M1 seja
o resultado da formagao de um epoxido reactivo na posicao 8 e 9 do anel furano terminal e

a sua subsequente ligacdo covalente ao 4acido nucleico.

O efeito que a aflatoxina pode causar depende da dose e da frequéncia com que ¢ ingerida
e pode ser agudo (letal ou ndo) ou subagudo. O efeito agudo é de manifestacio e percepgao
rapidas, podendo levar o animal a morte, por causa de alteragcdes irreversiveis, ¢ €
resultante da ingestdo de doses geralmente elevadas. O efeito subagudo ¢ o resultado da
ingestdo de doses ndo elevadas que provoca distirbios e alteracdes nos 6érgaos do Homem

e dos animais, especialmente no figado.

Ambos os casos dependem da espécie animal (umas sdo mais susceptiveis que outras), da
idade (os mais jovens sdo mais afectados), do estado nutricional e do sexo. No ser humano,
em individuos nutritivamente comprometidos, i.e., mal nutridos, o valor de 400 ppb ¢ letal.
Os cavalos sao mortos a um valor de 50 ppb e a truta de arco-iris € a espécie mais sensivel

pois bastam valores inferiores a 1 ppb para se verificar a ocorréncia de tumores do figado.
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A toxicidade créonica faz com que o figado se torne amarelado, gordo na aparéncia, e
altamente fibroso, sendo as suas fungdes normais fortemente deterioradas. Sabe-se,
também, que ela pode provocar cirrose, necrose do figado, proliferacdo dos canais biliares,
sindrome de Reye (encefalopatia com degeneragdo gordurosa do cérebro), hemorragias nos
rins e lesdes sérias na pele, pelo contacto directo. Além disso, os produtos do seu
metabolismo, no organismo, interferem com o sistema imunoldgico da pessoa ou do

animal. Isto faz com que a resisténcia, as doencas em geral, diminua.

Além dos problemas ja citados, ja estd comprovada a sua relagdo com a incidéncia da
hepatite B e do sindrome de "kwashiorkor". Ha, também, o risco do desenvolvimento de
cancro primario do figado. Em paises da Africa e da Asia, onde se consome, regularmente,
alimentos contaminados com aflatoxina, a incidéncia de cancro no figado ¢ de,

aproximadamente, 13 casos por 100.000 habitantes, por ano.

A aflatoxina B1 ¢ aproximadamente 3 vezes mais toxica do que a aflatoxina G1, sendo que

a susceptibilidade dos animais a aflatoxina B1 pode ser classificada em trés niveis, a saber:

- Muito susceptiveis: (DLsp <1 mg/kg peso vivo) trutas, marrequinhos, cobaias, coelhos,
caes, gatos e peruzinhos.

- Susceptiveis: (DLso at¢ 10 mg/kg) porcos, bezerros, pintinhos, frangos, codornas,
faisOes, vacas, martas, ratos € macacos.

- Pouco susceptiveis: carneiros e camundongos.

Por conseguinte, em relacdo aos factos toxicologicos pode-se afirmar que:

- Ha evidéncia suficiente da carcinogenicidade de misturas naturais de aflatoxinas e da
aflatoxina B1 nos seres humanos.

- Ha evidéncia suficiente da carcinogenicidade de misturas naturais de aflatoxinas e das
aflatoxinas B1, G1 e M1 em animais experimentais.

- Ha evidéncia limitada da carcinogenicidade da aflatoxina B2 em animais de
laboratorio.

- Ha evidéncia inadequada da carcinogenicitdade da aflatoxina M1 nos seres humanos.

- Ha evidéncia inadequada da carcinogenicidade da aflatoxina G2 em animais de

laboratorio.
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2.2 MICOTOXINAS produzidas pelo FUSARIUM

A. DEFINICAO E OCORRENCIA

Os fungos do género Fusarium sdo conhecidos como os microrganismos predominantes, e
os mais importantes produtores de varias micotoxinas, comummente encontrados em
cereais crescidos nas zonas noérdicas e regides temperadas e sub-tropicais da Ameérica,
Europa e da Asia (Urraca et al., 2005; Wisniewska-Dmytrow et al., 2004; Logrieco et al.,
2002).

Uma grande variedade de estirpes de Fusarium, fungos que podem ser encontrados no
solo, sdo os contaminantes mais comuns dos cereais e seus produtos, especialmente

abundantes no milho.

Sdo conhecidos como produtores de um vasto nimero de diferentes micotoxinas (Tabela
2.2) da classe dos tricotecenos tais como o desoxinivalenol (DON), o nivalenol (NIV), a
toxina T-2, o diacetoxiscirpenol (DAS) e também algumas outras toxinas tais como a
zearalenona (ZEA) e as fumonisinas B1 e B2 (FBI1, FB2) (Wisniewska-Dmytrow et al.,
2004; Tanaka et al., 1985).

As espécies de Fusarium que causam o apodrecimento do milho, por exemplo, estdo
disseminadas pelo Mundo e sdo caracterizadas pela co-ocorréncia ou pela sucessao rapida
de diferentes espécies, pelo que ¢ comum isolar até nove espécies diferentes de Fusarium

de uma Unica semente ou tecido infectado.

Juntamente com o restrito numero de espécies toxigénicas que sdo consideradas
patogénicas, existem também algumas espécies de Fusarium menos patogénicas ou
oportunistas capazes de produzir quantidades consideraveis de toxinas. O perfil toxigénico
da colheita contaminada ¢ pois determinada ndo apenas pela espécie patogénica

predominante, mas também pelas espécies oportunistas (Logrieco et al., 2002).
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Tabela 2.2 - Espécies micotoxigénicas de Fusarium associadas aos cereais e suas micotoxinas

(Logrieco et al., 2002)

Espécies de Fusarium® Micotoxinas®

F. acuminatum T2, MON, HT2, DAS, MAS, NEO, BEA

F. anthophilum BEA

F. avenaceum MON, BEA

F. cerealis NIV, FUS, ZEA, ZOH

F. chlamydosporum MON

F. culmorum DON, ZEA, N1V, FUS, ZOH, AcDON

F. equiseti ZEA, ZOH, MAS, DAS, NIV, DAcNIV, FUS, FUC, BEA
F. graminearum DON, ZEA, N1V, FUS, AcDON, DAcDON, DAcNIV
F. heterosporum ZEN, ZOH

F. nygamai BEA, FB1, FB2

F. oxysporum MON, BEA

F. poae DAS, NIV, FUS, MAS, T2, HT2, NEO, BEA

F. proliferatum FB1, BEA, MON, FUP, FB2,

F. sambucinum DAS, T2, NEO, ZEA, MAS, BEA

F. semitectum ZEA, BEA

F. sporotrichioides T2, HT2, NEO, MAS, DAS

F. subglutinans BEA, MON, FUP

F. tricinctum MON, BEA

F. verticillioides FB1, FB2, FB3

A nomenclatura de fisarium de acordo com Nelson et al. (1983). "As letras a bold indicam as micotoxinas mais importantes.

Abreviaturas:

AcDON — Mono-acetildesoxinivalenois (3-AcDON, 15-AcDON); AcNIV — Monoacetilnivalenol (15-AcNIV); BEA — Beauvericina;
DiAcDON - Di-acetildesoxinivalenol (3,15-AcDON); DAcNIV — Diacetilnivalenol (4,15-AcNIV); DAS — Diacetoxiscirpenol; DON —
Desoxinivalenol (Vomitoxina); FB1 — Fumonisina B1; FB2 — Fumonisina B2; FB3 — Fumonisina B3; FUP — Fusaproliferina; FUS —
Fusarenona-X (4-Acetil-NIV); FUC — Fusarocromanona; HT2 — toxina HT-2; MAS — Monoacetoxiscirpenol; MON — Moniliformina;
NEO — Neosolaniol; NIV — Nivalenol; T2 — toxina T-2; ZEA — Zearalenona; ZOH — zearalenoéis (isdémeros o € f).

B. PROPRIEDADES QUIMICAS E FiSICAS

As toxinas de Fusarium apresentam estruturas muito diversas pelo que serdo apresentadas

a medida que forem sendo enumeradas nas paginas seguintes.

C. ASPECTOS TOXICOLOGICOS

As toxinas de Fusarium demonstraram causar uma variedade de efeitos toxicos em gado, e
em algumas ocasides, estiveram associados € ou sob suspeita de causar toxicidade em
humanos (Urraca et al., 2005). Varias “fusariotoxicoses” sdo conhecidas em medicina
veterinaria. De entre elas pode-se destacar a toxicose por tricotecenos, o sindrome da
zearalenona, a leucoencefalomalacia equina, o edema pulmonar suino e o sindrome do
raquitismo das aves domésticas, que sdo maioritariamente causadas pelos tricotecenos,

zearalenona e fumonisinas respectivamente.
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Isto faz com que a contaminagao dos cereais por toxinas de Fusarium conduza a grandes
perdas econdmicas a nivel mundial, como resultado da diminui¢cdo da produ¢ao animal e

seus produtos.

2.2.1 FUMONISINAS

2.2.1.1 Definicdo e Ocorréncia

As fumonisinas (Figura 2.2) foram isoladas e caracterizadas pela primeira vez em 1988
pelo chamado “grupo de Marasas™ a partir de culturas de Fusarium verticillioides estirpe
MRC 826 no ambito do Programme on Mycotoxins and Experimental Carcinogenesis
(PROMEC) do Medical Research Council (MRC) em Tygerberg, Africa do Sul, por
Gelderblom et al. em 1988 (Tseng and Liu, 1997; Marasas, 2001; Bennett and Klich,
2003).

Sdo metabolitos secundarios fingicos, constituindo uma familia de toxinas naturais
carcinogénicas encontrada nos alimentos, sendo produzidos por Alternaria alternata f. sp.
lycopersici e por varias espécies do género Fusarium (Bennett and Klich, 2003),
principalmente Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenb. antes conhecida como F.
moniliforme = Gibberella fujikuroi, uma espécie bem adaptada a climas tropicais e sub-

tropicais (Gelderblom et al.; Bezuidenhout et al. citados em Pozzi et al., 2002).

Outras espécies de Fusarium sdo também produtoras de fumonisinas: Fusarium
proliferatum, F. nygamai, F. anthophilum, F. napiforme, F. dlamini, F. globosum, F.
subglutinans, F. polyphialidicum, F. oxysporum (Pozzi et al., 2002; Hinojo et al., 2006).

Foram descritas quatro séries de fumonisinas, € nomeadas por A, B, C e P. As da série B
incluem as fumonisinas mais activas, particularmente a FB1 que tem causado grandes
preocupagdes, sendo dada maior atengdo as fumonisinas B1 (FB1) e B2 (FB2), pouco se

conhecendo acerca da ocorréncia das fumonisinas B3 e B4 (Pozzi et al., 2002).
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Figura 2.2 - Representagdo da molécula de fumonisina B1 (Bennett and Klich, 2003)

Os fungos que produzem as fumonisinas contaminam frequentemente os cereais e a
fumonisina B1 foi detectada como ocorrendo naturalmente a niveis biologicamente
significativos em milho ou racdes derivadas do milho e numa variedade de produtos
alimentares para humanos também derivados do milho, incluindo os cereais de pequeno

almogo (Soriano and Dragacci, 2004).

A ocorréncia de FBI1 tem sido relatada em muitos paises do mundo (SCF 2000). Podem
também ser isolados numa larga variedade de outros géneros alimenticios tais como
bananas, améndoas, pistacios, sementes de girassol, espargos, baunilha, melancia, etc.

(Hinojo et al., 2006).

A FBI1 ¢ estavel durante a maioria dos processos industriais. Por moagem seca ¢
distribuida por todos os componentes: farelo, gérmen e farinha, mas a sua concentragdo

diminui durante a preparacao de amido de milho devido a sua solubilidade em agua.

O Comité¢ Cientifico da Alimentagdo Humana estabeleceu uma TDI de 2 npg/kg peso

corporal/dia para o grupo fumonisina B1, B2 e B3 (in hitp://ec.curopa.cu/food/fs/sc/scflout185_en.pdf).

Nao ha uma recolha sistematica de dados correspondentes a contaminacao de produtos na
Unido Europeia. Os dados disponiveis para a Europa variam entre 0,007 a 250 mg/kg em
milho e de 0,008 a 16 mg/kg em produtos de milho. Nos Estados Unidos tém-se

encontrado teores que variam entre 0,004 a 330 mg/Kg (in hitp://ec.curopa.cu/food/fs/sc/scf/out73_en.pdf).
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Haé poucas informagdes sobre exposicao humana a FB1. Para os Estados Unidos estima-se
uma exposi¢ao de 0,08 pg/kg peso corporal/dia e na Suica de 0,03 pg/kg peso corporal/dia.
Na Holanda a exposicio varia entre 0,006 a 7,1 pg/kg peso corporal/dia e na Africa do Sul
de 14 a 440 pg/kg peso corporal/dia (SCF 2000).

2.2.1.2 Propriedades Quimicas e Fisicas

As fumonisinas sdo moléculas estruturalmente relacionadas, tendo ja sido isoladas e
caracterizadas 16 - FB1, FB2, FB3, FB4, A1, A2, A3, AK1, C1, C3, C4, P1, P2, P3, PH1a,
PHI1b. As analises de ressonancia magnética nuclear e espectrometria de massa revelaram
que a FBI ¢ um diéster do acido propano-1,2,3-tricarboxilico e 2S-amino-12S, 16R-
dimetil-3S,5R,10R,14S,15R-pentahidroxicosano em que nos Cl14 e CI5, os grupos
hidroxilos sdo esterificados com o grupo carboxilo terminal do 4cido propano-1,2,3-
tricarboxilico (Musser and Plattner; Ah-Seo and Won Lee; Bezuidenhout et al. citados em

Pozzi et al., 2002).

As estruturas quimicas das fumonisinas B1 a B4 (FB1-FB,) sdo apresentadas na Figura 2.3.
A suas estruturas sdo basedas numa cadeia hidrocarbonada hidroxilada longa
(pentahidroxieicosano) contendo grupos metilo e também grupos amino (Bl e B2) ou
grupos acetil amino (Al e A2). Dois grupos hidroxilos estdo esterificados por duas
moléculas de 4acido propano-1,2,3-tricarboxilico, trivialmente chamado de 4acido
tricarbalilico. A FB1 difere da FB2 uma vez que esta ndo apresenta o grupo hidroxilo em

C10 e a FB3 ndo apresenta o grupo -OH em CS5.

o [COOH]
_,d"J’l\"\-L‘_‘_,-"'"""\-.\_L_.'__.-"[CGGH]
o] R1 R2
i S e R e e S i S e S _,-CH_:,
CH, O CH, R3 NH,
b
e
o 1\
[HOOC) (OOH]

Figura 2.3 - Férmula estrutural das fumonisinas B1-B4:
Fumonisina B1: R1= OH; R2= OH; R3= OH;
Fumonisina B2: R1= H; R2= OH; R3= OH;
Fumonisina B3: R1= OH; R2= OH; R3=H;
Fumonisina B4: R1= H; R2= OH; R3=H
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A FB1 pode constituir mais do que 70% de todas as fumonisinas presentes nos alimentos e
¢ a causa mais frequente das toxicoses ocasionadas por fumonisinas em animais. As

fumonisinas FB2 a FB4 apresentam padrdes diferentes de hidroxilagao.

As fumonisinas B3 e B4, bem como os seus produtos de hidrdlise (série “HB”), foram
caracterizadas por Cawood et al., as estruturas quimicas das fumonisinas da série A, que
sdo n-acetildas, foram elucidadas por Bezuidenhout et al. e as da série C, quimicamente
semelhantes a série B, excepto no facto de ndo possuirem o grupo metilo terminal em Cl1,

por Branham and Plattner (citados em Pozzi et al., 2002).

As fumonisinas s@o moléculas fortemente polares, soluveis em dgua e em acetonitrilo-dgua
e insoluveis em solventes organicos. A hidrélise das fumonisinas, através do aquecimento
com acido hidroclérico 6M ou hidréxido de potéassio 0,05 e 2M produz acido tricarboxilico

e o aminopoliol correspondente (Scott citado em Pozzi et al., 2002).

Os niimeros CAS e os pesos moleculares das quatro fumonisinas sdo apresentados na
Tabela 2.3. Por causa dos quatro grupos carboxilo livres ¢ do grupo amina, estes compostos
sdo soluveis em agua, mas ndo sao soluveis em solventes organicos ndo polares (Dutton,
1996).

Tabela 2.3 - Os nameros CAS e os pesos molares das FB1 — FB4

Peso molecular

Férmula Numero CAS (@/mol)
FB1 | C33Hs5oNOys 116355-83-0 721.8
FB2 | C34HsoNOyy 116355-84-1 705.8
FB3 | C3Hs5oNOy, 136379-59-4 705.8
FB4 | C34HsoNOy3 136379-60-7 689.8

2.2.1.3 Aspectos toxicologicos

Nos seres humanos, existe uma provavel ligacdo com o cancro do esofago. Estudos
epidemioldgicos associaram o consumo de alimentos contaminados com Fusarium e a alta
incidéncia de cancro do esofago em regides do Transkei (Africa do Sul), China e nordeste

de Italia (Bennett and Klich, 2003).
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As fumonisinas afectam os animais de diferentes modos interferindo com o metabolismo
esfingolipido. A fumonisina B1 (FB1) ¢ considerada como sendo a mais toxica destes
compostos, ¢ produzida em grandes quantidades e considerada responsdvel por varias
toxicoses em animais domésticos. No entanto, o JECFA estabeleceu o perfil toxicolégico
da fumonisina B2 e da fumonisina B3 como sendo muito semelhantes ao da fumonisina B1

(in http://ec.europa.eu/food/fs/sc/scf/outl 85_en.pdf).

Foi identificada como sendo o agente causador da doenca de leucoencefalomalacia equina
(ELEM), do edema pulmonar e hidrotorax (derrame pleural) para além de outros
sindromes hepaticos em suinos, diarreia e peso corporal reduzido dos pintos/pintainhos e
hepatocarcinomas em ratazanas. Foi também implicado nas hemorragias cerebrais
observadas em coelhos e no aumento de efeitos hepatotoxicos e carcinogénicos bem como
de apoptoses no figado de ratos e carcinogenidade em ratazanas quando estes eram

alimentados com rag¢des contaminadas com a toxina (Camargos et al., 2001).

A FBI ¢ também considerada como sendo carcinogénica em humanos (IARC classe 2B) e
tem sido relacionada com o cancro do es6fago humano em areas da Africa Austral e China

(Prelusky et al.; Li et al.; Yang; Dutton citados em Caloni et al., 2000; Marasas, 2001).

Estas toxinas inibem a ceramida sintase, resultando em distirbios de processos celulares
tais como o crescimento celular, a diferenciagdo celular, a morfologia celular e apoptoses.
O aumento dos apoptoses parece desempenhar um papel importante nos efeitos toxicos,

inclusivamente, na inducao de tumores.

O primeiro caso de ELEM foi descrito no Norte de Italia associado a presenca de FB1 em
alimentos derivados do milho (Caramelli et al. citado em Logrieco et al., 2002). No entanto
existe uma primeira descrigio desta doenca dada por Butler em 1902 (Segvi¢ and
Pepeljnjak, 2001). Outros nomes usaram-se para a descrever: blind staggers, foraging
disease, corn stalk disease, mouldy corn poisoning, leucoencephalitis e cerebritis (in

http://www.rencontres-savoir-faire.com/actes/Myco-Lavoisier] | .doc).
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Além disso, o milho tratado de forma caseira contaminado com o FB1 foi estatisticamente
associado as elevadas taxas de cancro de es6fago humano (HEC) em areas da Africa
Austral, China ¢ sudeste dos EUA. Uma observagao similar foi feita em areas do nordeste

da Italia, onde a FB1 foi encontrada na farinha de milho (polenta) em concentragdes entre

0,15 € 3,76 mg/kg (in http://www.inchem.org/documents/ehc/ehc/ehc2l9.htm).

A moagem seca do grao de milho resulta geralmente na producdo das fraccdes chamadas
farelo, graos lascados, graos e farinha. Como as fumonisinas estdo concentradas no gérmen
e na casca da semente do milho inteiro, a moagem seca produz frac¢des com diferentes
concentragdes de fumonisinas. As investigagcdes epidemiologicas e os estudos recentes em
animais indicando a carcinogenicidade da fumonisina B1, bem como os efeitos atras
enunciados, realgaram a necessidade de garantir que os produtos alimentares ndo

contenham quantidades excessivas de fumonisinas.

O efeito da temperatura na produg¢do de fumonisinas no arroz ¢ mais relevante do que o
efeito da a,. A acumulagdo destas micotoxinas foi mais elevada a 20°C e a mais baixa
verificou-se a 37°C. Os quatro valores de a,, analisados (0.97, 0.98, 0.99 e 1.0) nao

afectaram significativamente a acumulagdo de fumonisina nas culturas de arroz (Hinojo et

al., 2006).

Num documento que se supde fazer parte de uma tese, e que foi possivel consultar em

http://descargas.cervantesvirtual.com/servlet/SirveObras/35771842214248495222202/002372_2.pdf €ncontram-se descritas

as principais enfermidades relacionadas com a presenca de fumonisinas, nomeadamente a

ELEM (neurotoxica e hepatica), o edema pulmonar suino, entre outras.
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2.2.2 TRICOTECENOS

2.2.2.1 Definicdo e Ocorréncia

Os tricotecenos sdao metabolitos produzidos por fungos, constituindo uma familia muito
vasta de substancias toxicas naturais, estrutural e quimicamente relacionadas, produzidas
por varias espécies de Fusarium, nomeadamente pelas espécies F. sambucinum, F.
venenatum, F. camptoceras, F. poae, F. sporotrichioides, F. acuminatum, F.
graminearum, F. culmorum, F. crookwellense, F. equiseti e algumas estirpes de F.
lateritium e F. solani para além de fungos relacionados (7richothecium, Cephalosporium,
Myrothecium, Trichoderma, Stachybotrys, Verticimonosporium, Cylindrocarpon)
(Desjardins and Proctor; Beremand and McCormick citado em Carrillo, 2003; Hsueh et al.,

1999).

Apesar da identificacdo de mais de 150 tricotecenos, os dados sobre a sua ocorréncia
natural em produtos alimentares referem-se maioritariamente a toxina T-2, nivalenol
(NIV), desoxinivalenol = vomitoxina (DON) e diacetoxiscirpenol = anguidina (DAS)
(Pittet et al., 1998). Para além dos fungos de Fusarium, outros tricotecenos sdo também
produzidos por fungos dos géneros Cephalosporium, Myrothecium, Stachybotrys,

Trichoderma e Verticumonosporium (in hitp://www.moldreporter.org/vol2nos/detMac; Ticha et al. citado

em Conkova et al., 2003). Atendendo a sua toxicidade, os tricotecenos sao classificados
como toxinas gastrointestinais, dermatotdxicas, imunotoxicas, hematotoxicas e genotoxicas

(Ostry citado em Conkova et al., 2003).

Sendo toxinas produzidas por fungos do género Fusarium, e atendendo a toxicidade que
lhes esta associada, podem causar inimeros problemas aos animais ¢ a0 Homem. As mais
comuns sao, o desoxinivalenol (DON), também conhecida como vomitoxina, a toxina T-2,
o nivalenol, o diacetoxiscirpenol e outras em menor propor¢do, que ocorrem geralmente

em cereais como o milho, trigo, cevada e outros.
Os tricotecenos encontram-se subdivididos em dois grandes grupos; os tricotecenos do tipo

A (toxina T2, toxina HT-2, DAS e outras) que ndo apresenta o grupo carbonilo em C8 ¢ os

tricotecenos do tipo B (DON, nivalenol e outros) apresentando um grupo carbonilo em C8.
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2.2.2.2 Propriedades Quimicas e Fisicas

Os tricotecenos formam um largo grupo de sesquiterpenodides produzidos principalmente
por diferentes estirpes de Fusarium. Cerca de 170 tricotecenos diferentes foram ja
identificados, mas destes, os contaminantes mais comuns em plantas cultivadas e selvagens
sdo o desoxinivalenol, nivalenol, 3-acetildesoxinivalenol, 15-acetildesoxinivalenol, toxina

HT-2 e toxina T-2.

As micotoxinas de tricotecenos sdo compostos ndo volateis, de baixo peso molecular (P.M.
250-550). Este grupo de micotoxinas € relativamente insoltivel em agua mas muito solavel
em acetona, acetato de etilo, cloroférmio, sulféxido de dimetil (DMSO), etanol, metanol e

propilenoglicol. Sao notavelmente estaveis sob diferentes condi¢des ambientais.

A caracteristica quimica que distingue os tricotecenos ¢ a presenca de um anel tricoteceno,
que contém uma ligacdo olefinica (ligagdao dupla) na posi¢cdo C-9,10 e um anel epoxido em

C-12,13 (in http://www.au.af.mil/au/awc/awc;zate/medaspec/Ch—34electrv699.pdf) para além de um certo niimero

de grupos hidroxilo e acetoxi conforme se pode ver na Figura 2.4.

HsC O ! " Ri Ra Rs Ry Rs
Ry Toxina T-2 OH OAc OAc H O-isoval

Toxina HT-2 OH OH OAc H O-isoVal
["_H Desoxinivalenol OH H OH OH =0
CHs R2 Nivalenol OH OH OH OH =0

i
R3

Figura 2.4 - Estrutura quimica de alguns tricotecenos

Os tricotecenos purificados geralmente apresentam uma pressdo de vapor baixa, mas
vaporizam quando aquecidos em solventes organicos. A extraccdo de micotoxinas de
tricotecenos de culturas fungicas com solventes organicos resulta na formac¢do de um
liquido amarelo acastanhado, o qual, depois de evaporado, forma um produto gorduroso
cristalino amarelo. Em contraste, toxinas altamente purificadas formam produtos

cristalinos  brancos, que possuem pontos de fusdo caracteristicos (i

http://Www.auAaf.mil/au/awc/awcgate/medaspec/Ch-34electrV699.pdf).
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Todos os tricotecenos contém um sistema anelar 12,13-epoxi-tricotec-9-eno e podem ser
divididos em quatro subgrupos, com os do tipo A e B representando os membros mais
importantes. Nos tricotecenos do tipo A, existe um atomo de hidrogénio, um grupo
hidroxilo ou um grupo isovaleril na posi¢cdo C8, enquanto que nos tricotecenos do tipo B

existe um grupo cetona na mesma posicao (Figura 2.5).
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Figura 2.5 - Estruturas dos tricotecenos (Jestoi et al., 2004)

As toxinas T-2 e HT-2 pertencem ao grupo dos tricotecenos do tipo A (Figura 2.6) com um
grupo oxigénio diferente da func¢do carbonilo na posi¢do do C-8. Os tricotecenos do tipo B

(Figura 2.7) possuem uma fungao carbonilo nessa posigao.

CH,
Figura 2.6 - Férmula estrutural de tricotecenos tipo A

T-2: (R1 = OAc)
HT-2 (R1 = OH)

HsC

Figura 2.7 - Férmula estrutural de tricotecenos tipo B

DON (R; = OH, R, = H, R; = OH, R, = OH)
NIV (R; = OH, R, = OH, R; = OH, R, = OH)
3-AcDON (R, = OAc, R, = H, R; = OH, R, = OH)
15-AcDON (R, = OH, R, = H, R; = OAc, R, = OH)
FUS-X (R; = OH, R, = OAc, R; = OH, R, = OH)
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2.2.2.3 Aspectos toxicologicos

A toxicidade dos tricotecenos em microrganismos, plantas, animais e seres humanos ¢ ja
conhecida desde ha décadas. A sua ocorréncia em produtos da agricultura continua a ser
um problema mundial (Hsueh et al., 1999). De acordo com a sua toxicidade, os
tricotecenos sdo classificados como toxinas gastrointestinais, dermatotoxinas,

imunotoxinas, hematotoxinas ¢ genotoxinas (Ostry citado em Conkova et al., 2003).

Muito pouca informagdo esta disponivel sobre as sua toxicinética e toxidindmica nos seres
humanos (Sudakin, 2003), no entantom as propriedades toxicodinamicas dos tricotecenos

incluem a inibi¢ao de sintese de proteinas e efeitos imunomodulatores.

Sdo potentes agentes toxicos de células eucaridticas e causam lesdes dérmicas (necrose da
epiderme), alteragdes da resposta imunoldgica, com aumento da susceptibilidade as

infecgdes e inibicao da sintese de macromoléculas (RNA e DNA).

A nivel celular, os tricotecenos (toxina T-2, toxina HT-2, desoxinivalenol e nivalenol)
inibem fortemente a sintese de proteinas por ligacdo aos ribossomas, provocando danos nas
membranas celulares dos globulos vermelhos e tém um efeito imunossupresor (Carrilho,

2003).

Podem provocar vomitos, hemorragias, reducdo do apetite, diminui¢do do ganho de peso,
da produgdo de ovos, de leite, aleucémia toxica alimentar (ATA), morte, etc. Outros efeitos
observados sdo o crescimento retardado, a leucopenia, a produgao reduzida de anticorpos e

problemas no processo de reproducao.

Na Tabela 2.4 apresentam-se os TDI para os tricotecenos estabelecidos pelo Comité

Cientifico da Alimentacdo Humana (SCF):

Tabela 2.4 - TDI para os tricotecenos (SCF, Fev. 2002)

Tricotecenos pg/kg pe/dia
DON TDI=1
Nivalenol t-TDI = 0,7
Toxina T-2, Toxina HT-2; em combina¢do | t-TDI=0,06; 0,7

pc = peso corporal, t = temporario
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2.2.3 DESOXINIVALENOL

2.2.3.1 Definicdo e Ocorréncia

O desoxinivalenol (DON) (Figura 2.8), também chamada de vomitoxina, ¢ uma toxina
natural produzida por fungos do género Fusarium, principalmente F. graminearum e F.
culmorum, para além de outros, como por exemplo, F. crookwellense, F. sporotrichioides,
F. poae, F. tricinctum e F. acuminatum. Na Europa, esta toxina quimicamente pertencente
a familia dos tricotecenos ¢ detectada frequentemente em cereais (trigo, milho, cevada,
aveia e centeio) (Pittet; Petterson citados em Conkova et al., 2003) e grdos processados
(malte, cerveja e pdo) em todo o mundo (FAO/WHO, 2001; Eriksen and Alexander;
Visconti citados em Avantaggiato et al., 2004).

---OH

Figura 2.8 - Formula estrutural do Desoxinivalenol (Kl6tzel et al., 2005).

Uma recente compilagdo de dados sobre a ocorréncia de toxinas de Fusarium em alimentos
na Unido Europeia mostrou que se tratava de contaminantes frequentes de graos de cereais
tais como aveia (834 amostras, 68% positivas), cevada (1662 amostras, 59% positivas),
trigo (11444 amostras, 57% positivas), centeio (295 amostras, 49% positivas), milho (5349
amostras, 41% positivas) e arroz (154 amostras, 27% positivas) por entre as muitas

amostras analisadas (SCOOP, 2003).

As concentracdes médias nas séries de dados das amostras analisadas em que se provou
existir desoxinivalenol, foram avaliadas em 4-760 mg/kg na aveia, 4-9000 mg/kg na
cevada, 1-5700 mg/kg no trigo, 13-240 mg/kg no centeio, 3-3700 mg/kg no milho e 6-5100
mg/kg no arroz. Foi também detectado em trigo sarraceno, pipoca, sorgo, triticale e em
alguns produtos alimentares processados tais como, farinha de trigo, pdo, cereais de

pequeno almogo, massas, comidas infantis e panquecas.
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O DON e o NIV foram frequentemente encontrados em graos de cereais e racdes animais
juntamente com a zearalenona (ZEA). Em cereais contaminados e ragdes bolorentas, dois
derivados, o 3-acetil DON e 15-acetil DON podem estar concomitantemente presentes com

o DON em quantidades significativas (10-20%).

Os fungos produtores de tricotecenos sao chamados fungos do solo € sdo micorganismos
patogénicos importantes das plantas que se desenvolvem no campo. O DON foi associado
a varios efeitos adversos para a saide humana e animal. Vdrios incidentes nos EUA
resultantes de contaminacdo com DON levaram a FDA a emitir teores de referéncia para
produtos alimentares (trigo) e ragdes para animais em 1982, os quais foram actualizados

em 1993.

A FDA continua a estudar o alcance e o impacto toxicologico dos problemas com o DON
para avaliar a necessidade de medidas regulatorias adicionais para o seu controlo em

produtos alimentares e ragdes para animais.

No entanto, estabeleceu um teor de referéncia de 1 pg/g (1 ppm) para o desoxinivalenol em
produtos de trigo que possam vir a ser consumidos pelos humanos. Nao foi estabelecido
nenhum teor de referéncia para o trigo cru destinado a moagem e incluido em produtos

alimentares para humanos.

2.2.3.2 Propriedades Quimicas e Fisicas

O desoxinivalenol tem como sinénimos as seguintes designagdes: 4-Desoxinivalenol;
vomitoxina, dihidronivalenol, RD-toxina ou 12,13-epoxi-3,4,15-trihidroxitricotec-9-en-8-
ona, cuja formula molecular ¢ C;sH»0O¢ sendo um dos tricotecenos mais polares com um

peso molecular de 296,32 ¢ o n.” CAS: 51481-10-8.

Contém um grupo hidroxilo primério e dois secundarios, sendo soluvel em agua e em
solventes polares tais como o metanol e acetonitrilo. Ao contrario de muitos outros
tricotecenos, a molécula contém um grupo carbonilo conjugado e isto resulta em alguma

absorvancia UV que permite a sua detec¢do por métodos de TLC ou HPLC.
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Trata-se de um composto muito estavel, tanto durante o armazenamento € moagem como
no processamento ¢ cozedura dos alimentos, para além de ndo se degradar a altas
temperaturas  (Rotter et al.; Ehling et al; Eriksen and Alexander in

http://ec.europa.cu/food/fs/sc/sct/ 0ut44ien.pdf) .

2.2.3.3 Aspectos toxicologicos

O DON, um tricoteceno citotoxico, foi associado a doencas do figado, desordens
estrogénicas, cancro do esofago e efeitos imunotoxicos (Velluti et al., 2000). A intoxicagao
com desoxinivalenol (vomitoxina) manifesta-se pela diminui¢do da ingestdo de alimentos
ou mesmo a sua recusa, vomitos ¢ desordens digestivas com consequente perda de peso
(Ellend citado em Conkova et al., 2003). A TARC classificou 0o DON em 1993 na categoria
I11, i.e., ndo classificavel quanto a sua carcinogenicidade em pessoas, embora nesse tempo,
o estudo crénico negativo em ratos ndo estivesse disponivel (Iversen et al. citado em

http://ec.europa.eu/food/fs/sc/! scf/out44ien.pdf) .

O desoxinivalenol ¢ metabolizado por, e em particular, epoxida¢do e glucuronidagao,
geralmente a substancias menos toxicas. Pode apresentar efeitos adversos para a satde

apods administragdo aguda, de curto prazo ou a longo prazo em animais experimentais.

Apoés a administragdo como uma uUnica dose, o desoxinivalenol apresenta dois efeitos
toxicologicos caracteristicos: consumo diminuido da alimentagdo (anorexia) € vomitos.
Ambos os efeitos foram ligados ao aumento da actividade central serotoninérgica. As
doses tnicas de desoxinivalenol também danificam rapidamente as células em divisao, tal
como as que ocorrem no tracto gastrointestinal. Estes efeitos caracteristicos foram também
observados com outros tricotecenos, embora se tenham verificado diferengas na poténcia

dos efeitos.

O desoxinivalenol ndo foi mutagénico para as bactérias, mas foram observadas aberragdes
cromossOmicas tanto in vitro como in vivo, sugerindo que possa ser genotdxica. No
entanto, num unico estudo in vivo disponivel, a maioria das aberragdes consistiram em
falhas nos cromossomas e a significancia total dos resultados foi considerada como

pOdCl’ldO ser ambigua (in http://www.inchem.org/documents/iecfa/iecmono/v47ieOS.htm).
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2.2.4 ZEARALENONA
2.2.4.1 Definicdo e Ocorréncia

A zearalenona (ZEA) ¢ um composto uterotrofico e estrogénico nao esteroidal e € de entre
as micotoxinas produzidas por diversas espécies de Fusarium, a mais largamente
distribuida em produtos agricolas, sendo encontrada com muita frequéncia, mesmo em

concentragdes muito altas, em milho.

A ZEA ¢ um composto estavel, tanto durante o armazenamento como no processamento do
alimento ndo se degradando a altas temperaturas. Foi demonstrado poder ser encontrada
em quase todo o mundo, num vasto nimero de cereais tais como, milho, cevada, aveia,
trigo, arroz e sorgo expostos a humidade elevada durante o armazenamento e também em
pdo, sendo produzida no milho por espécies de Fusarium nos varios continentes
(Australia, Europa e America do Norte) assim como na Nova Zelandia, Filipinas, Taildndia
e Indonésia. A ocorréncia da ZEA em alimentos e racdes foi também evidenciada na
América do Sul, Africa, Taiwan, China e na antiga U.R.S.S.. Fusarium isolates em
bananas também podem produzir zearalenona (Kuiper-Goodman et al., Tanaka et al.; Aziz
et al., Yamashita et al.; Doko et al.; Ueno et al., Jiménez et al. citados em

http://www.inchem.org/documents/jecfa/jecmono/v44jec14.htm, Urraca et al. , 2005)

Trata-se de uma micotoxina dita de campo, importante nas regides temperadas e quentes
do mundo, tendo sido relatada nos 5 continentes, ocorrendo numa grande variedade de
cereais em produtos como o milho, cevada, centeio e trigo. E produzida por algumas
espécies de Fusarium, principalmente por F. graminearum, F. culmorum, F. cerealis, F.
equiseti, F. crookwellense e F. semitectum, espécies que tendem a desenvolver-se
particularmente durante as épocas frias, humidas de crescimento ou da colheita e
frequentemente associado ao ZOH (isémeros a- e B-zearalenol) numa grande variedade de

cereais principalmente em milho.
Dependendo das condi¢des climaticas, colheita e armazenamento, as concentracdes de

ZEA encontrada em cereais e produtos cerealiferos variam de menos de 1 até acima de 300

mg/kg, mas raramente excedem os 10 mg/kg (IARC 1993; Avantaggiato et al., 2003).
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2.2.4.2 Propriedades Quimicas e Fisicas

A zearalenona (ZEA) cuja designacdo quimica ¢ 6-(10-hidroxi-6-oxo-trans-1-undecenil)-
beta-resorciclico-acido-lactona com o n.° CAS 17924-92-4, ¢ um metabolito secundario
fingico que ¢ predominantemente produzido pelo Fusarium graminearum e Fusarium

culmorum.

E quimicamente descrito como uma lactona fendlica acida resorciclica (Figura 2.9).
Apresenta-se com uma cor branca cristalina, exibindo uma fluorescéncia azul-verde
quando excitado pelo comprimento de onda longo sob luz UV (360 nm) e uma
fluorescéncia verde mais intensa quando excitada a um comprimento de onda curto (260
nm).

OH O
H_~CH,

HO ‘
@)

Figura 2.9 — A formula de estrutura da zearalenona (Urraca et al., 2005)

Em metanol, os maximos de absor¢do UV ocorrem a 236 nm (£=29,700), 274 (¢=13,909) e
316 nm (=6,020). A fluorescéncia maxima em etanol ocorre com irradiagao 314 nm ¢ com
emissdo a 450 nm. A solubilidade em agua é cerca de 0.002 g/100 ml. E levemente soltvel
em hexano e progressivamente mais soluvel em benzina, acetonitrilo, diclorometano,

metanol, etanol e acetona (in hitp:/www fermentek.co.il/zearalenone.htm).

2.2.4.3 Aspectos toxicologicos

A zearalenona ¢ uma lactona macrociclica, com um forte efeito estrogénico, que tem sido
associada a numerosas micotoxicoses em animais, especialmente em porcos, apresentando
também propriedades hematotoxicas e genotoxicas (Ostry citado em Conkova et al.,

2003).
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Esta micotoxina causa alteragdes no tracto reprodutivo de animais de laboratério e
domésticos. Além disso, foram observados varios efeitos estrogénicos tais como a
fertilidade diminuida, aumento das resorp¢des fetais e alteracdes no peso das glandulas

endocrinas e dos niveis das hormonas do soro.

O efeito mais importante da zearalenona ocorre no sistema reprodutivo. Esta e alguns dos
seus metabolitos ligam-se de forma competitiva aos receptores de estrogenos de varios
orgdos (ttero, glandula mamaria, figado e hipotdlamo) de diferentes espécies animais

(Kuiper-Goodman et al., 1987).

Causa hiperestrogenismo, aborto, nados mortos, falso cio, prolapso rectal e da vagina,
infertilidade, efeminizacdo dos machos com desenvolvimento de mamas (ela actua como
hormona feminina) etc. Devido a sua actividade estrogénica e propriedades anabolicas
observadas em suinos, ratinhos e ratazanas, ¢ necessaria uma monitorizagao regular da
mesma. A ZEA e os seus derivados sdo uma importante classe de disrruptores enddcrinos,
que podem causar efeitos estrogénicos e alteragdes no tracto reprodutivo de animais de

laboratério e domésticos (JEFCA 2000).

Em varios estudos, foi demonstrada que a administracdo oral da toxina a porcas jovens a
niveis de alimentacdo na ordem dos 1-3 mg/kg causava disfungdes reprodutivas
relacionadas com a dose. Foram relatados casos de vulvovaginites e alteragdes nos ovarios

mesmo a niveis mais baixos, e.g., 0.05 mg/kg por 21 dias.

A destoxificacdo de graos contaminados com ZEA ¢ dificil de conseguir e presentemente
ndo existe comercialmente nenhum tratamento pratico que destrua com eficacia a ZEA.
Uma aproximagdo a desintoxicacdo da micotoxina envolve a adicdo a dieta de materiais
adsorventes nao-nutritivos que se ligam firmemente a micotoxina no tracto gastrointestinal.
Esta ligacdo diminui a biodisponibilidade e toxicidades associadas (Ramos et al.; Visconti;

Huwig et al. citados em Avantaggiato et al., 2003).
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2.3 OCRATOXINAS

2.3.1 Definicdo e Ocorréncia

A ocratoxina A foi inicialmente descoberta em 1965 num Aspergillus ochraceus isolate e
durante os anos subsequentes, estirpes de 8 espécies de Aspergillus (seccdo Circumdati: A.
alutaceus = A. ochraceus, A. alliaceus, A. ostianus, A. sclerotiorum, A. sulphureus, A.
melleus and A. petrakii;, sec¢ao: Aspergillus: A. glaucus) e varias espécies de Penicillum,

mostraram ser capazes de produzir esta micotoxina (Ringot et al., 2006; Téren et al., 1996).

Trata-se de uma micotoxina dita de armazenamento e que (como ja referido) ¢ produzida
por espécies de apenas dois genera dos fungi Penicillium e Aspergillus (Gonzalez-Pefias et
al., 2006). Duas espécies de Penicillium (P. verrucosum e P. nordicum), sdo agora aceites
como produtoras de OTA. Alguns membros do grupo Aspergillus; A. niger, A. carbonarius

e A. terreus isolates sdo também relatados como produtores de OTA.

O grupo de metabolitos das ocratoxinas incluem a ocratoxina A (OTA), o seu metil éster e
o etil éster, também conhecido por ocratoxina C (OTC), a 4-hidroxiocratoxina A (4-OH
OTA), a ocratoxina B (OTB) e seus metil e etil ésteres e a ocratoxina o (OTa), onde falta

o grupo funcional fenilalanina (Ringot et al., 2006) cujas estruturas se apresentam na

Figura 2.10.

Ocratoxinas R1 R2 R3
OTA H Cl -NH-CH(COOH)-CH,-fenil
OTB H H -NH-CH(COOH)-CH,-fenil
OTC H Cl -NH-CH(COOC,Hs)-CH,-fenil
4-OH OTA OH Cl -NH-CH(COOH)-CH,-fenil
OTa H Cl -OH

Figura 2.10 - A estrutura da OTA, OTB, OTC, 4-OH OTA ¢ OTa

E essencialmente um contaminante em cereais (milho, cevada, trigo e aveia) e leguminosas

e foi encontrada em tecidos animais ediveis bem como em sangue humano e no leite. A
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presenca da ocratoxina A foi também observada em feijdo, café, vinho, cerveja, sumo de
uvas, cacau, frutas secas e especiarias (Gonzalez-Penas et al., 2006; Ngundi et al., 2005;
Dao et al., 2005). Sabe-se que ndo ¢ completamente destruida durante o processamento
nem cozimento dos produtos alimentares, pelo que deve ser considerada como
apresentando implicagdes e riscos para a seguranca ¢ saude humana (i

http://vm.cfsan.fda.gov/~comm/cp07002.html).

2.3.2 Propriedades Quimicas e Fisicas

O termo ocratoxinas enuncia um grupo de metabolitos, contendo estruturas quimicas
similares, produzidas por estirpes dos géneros Aspergillus (A. ochraceus) e Penicillium (P.
verrucosum). A mais estudada, tanto pela sua difusdo como pela importancia toxicologica,
¢ a ocratoxina A (OTA), cuja designagao quimica ¢ R-N-[(5-cloro-3,4-dihidro-8-hidroxi-3-
metil-1-oxo-1H-2-benzopirano-7-il)carbonil]-fenilalanina ~ (nome  IUPAC:  7-(L-B-
fenilalanilcarbonil)-carboxil-5-cloro-8-hidroxi-3,4-dihidro-3R-metilisocoumarina) (Lo
Curto et al., 2004). As propriedades quimicas da OTA estdo relacionadas com a sua
estrutura e por ser um derivado fenilalanil de uma isocumarina substituida, apresenta uma
actividade optica e uma fluorescéncia natural (Dall’Asta et al., 2004), cuja estrutura

quimica ¢ apresentada na Figura 2.11.

Figura 2.11 — Estrutura quimica da ocratoxina A (http://www.biosite.dk/leksikon/ochratoxin.htm)

A OTA ¢ a mais importante € a que ocorre mais comummente de um grupo de compostos
relacionados estruturalmente derivado da familia das dihidrocumarinas (Betina citado em
Delage et al., 2003), i.e., um derivado do 4cido isocumarinico ligado a L-fenilalanina. A
ocratoxina A, derivado policétido, consiste numa unidade dihidro-isocumarinica ligada
através do grupo carboxilo 12 a fenilalanina. Tem como férmula molecular: C,0H;3CINOg

com peso molecular de 403.81 e n.° CAS 303-47-9.
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Existem diversos compostos relacionados com a OTA, tais como a ocratoxina B (que
difere da OTA por ndo possuir o atomo de cloro) e a ocratoxina C, um derivado etil-éster
(Figura 2.12). No entanto, a OTA ¢ o principal composto encontrado como contaminante
natural do material das plantas. A contaminagdo com OTA ¢ associada geralmente com o0s

cereais, uvas frescas, fruta secada da videira, vinho, cerveja, café, e cacau.

O0—CH.CH,
0 OH 0

o=C H

Figura 2.12 - Férmula estrutural da ocratoxina B e C (http://www.biosite.dk/leksikon/ochratoxin.htm)

2.3.3 Aspectos toxicologicos

A OTA ¢ uma micotoxina altamente toxica que causa intoxicagdes severas em animais e
seres humanos, exibindo acgdes supressivas sobre o sistema imunitdrio, causando uma
diminui¢do do nivel da imunoglobulina e de outros factores humorais tanto nos ratinhos
como nas galinhas para além da reducao das respostas das células imunolédgicas (Lo Curto

et al., 2004).

Estudos toxicoldgicos demonstraram que a OTA ¢ nefrotoxica em todas as espécies
animais mamiferas (laboratoriais) estudadas até agora e muito provavelmente para os seres
humanos, que apresentam os tempos de meia vida mais longos para a eliminagdo desta

toxina de entre as espécies examinadas.

O seu principal orgdo alvo ¢ o tibulo renal proximal, onde exerce os efeitos citotoxicos e
carcinogénicos. Foram evidentes as diferencas significativas relacionadas com as espécies
e o sexo na sensibilidade a nefrotoxicidade, sendo os porcos os mais sensiveis, seguidos
das ratazanas e dos ratinhos. As doses as quais se observaram carcinogenicidade em

roedores foram superiores as que causavam nefrotoxicidade.

A ocratoxina A induziu ainda danos no DNA e aberragcdes cromossomais em células de

mamiferos in vitro bem como de ratinhos in vivo. Como tal, a OTA representa um potente
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factor de risco para a saude humana e a ocorréncia desta toxina no vinho ¢
sistematicamente investigada (Delage et al., 2003). Para além de outros efeitos toxicos para
a saude, a OTA mostrou ser teratogénica, imunotdxica (propriedades imunosupressivas),
genotoxica, mutagénica, hepatotdxica e carcinogénica, todos eles conduzindo a patologias

perigosas e fatais (Ngundi et al., 2005; Soufleros et al., 2003).

Promove a acumulacdo de gordura no figado e sérios danos renais, principalmente em
suinos e cachorros sendo, também, a provavel causa da Nefropatia Endémica dos Balcas
em humanos. Retarda a matura¢do sexual em galinhas e diminui a produ¢do de ovos. A
exposicdo humana a OTA pode iniciar-se desde muito cedo, através da ingestdo da

micotoxina excretada pelo leite materno durante a amamentacao.

Na Alemanha (Fink-Gremmels et al., 1995) a concentracdo de OTA encontrada em
amostras de leite humano variaram de 17 a 30 ng/L. Esses valores foram bem maiores na
Italia, com valores na ordem de 1700 a 6600 ng/L, ultrapassando a ingestdo diéria toleravel

para adultos.

Na Serra Leoa, 35% das amostras de leite humano analisadas apresentaram teores de OTA
em concentragdes que variaram entre 0,2 a 337 ng/mL. Também hé indicios de
contaminag¢do do feto durante a gestacdo e ndo se conhecem os efeitos toxicos da OTA em

criangas.

A sua carcinogenicidade foi comprovada em ratinhos e ratazanas pelo que em 1993 a
IARC classificou a OTA como potencialmente carcinogénica para o ser humano (Grupo

2B) (Ratola et al., 2004).

A OTA encontra-se classificada como um composto nefrotoxico, hepatotdxico,

imunotodxico e teratogénico (Ringot et al., 2006; Dao et al., 2005).
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2.4 PATULINA

2.4.1 Definicao e Ocorréncia

A patulina ¢ uma micotoxina com um historial mais recente, produzida por mais de 60
espécies de fungos principalmente dos géneros Penicillium, Aspergillus e Byssochylamys,
nos quais se incluem o Byssochlamys nivea, B. fulva, Penicillium expansum (P. leucopus),
P. patulum (P. urticae, P. griseofulvum), P. variabile, P. citeonigrum, P. crustosum, P.
roqueforti, P. chrysogenum, P. funiculosium e P. canescens, P. claviforme, Paecilomyces
spp., Saccharomyces vesicarium, Alternaria alternata, Aspergillus giganteus, A. terreus e
A. clavatus (Moake et al., 2005) sendo as trés primeiras consideradas as principais espécies

produtoras (Frisvad and Thrane citados em Delage et al., 2003).

Estes fungos podem-se desenvolver numa grande variedade de géneros alimenticios, na
maior parte das vezes em fruta, sobretudo em macas e produtos derivados por serem as
mais susceptiveis e um excelente substrato, sendo portanto a micotoxina mais importante e

preocupante nos sumos de fruta (Ross et al., 1998).

Devido a descoberta simultdnea deste composto por varios grupos de trabalho, ficou
historicamente conhecido por varios nomes tais como clavacina, expansina, claviformina,

clavatina, acido gigantesco e miocina C (Moake et al., 2005).

A patulina foi identificada em macas podres contaminadas por fungos e em sidra doce de
maga comercial em niveis até 45 pg/litro. Foi também identificada em numerosas outras
frutas bolorentas, vegetais, cereais e ragdes para animais; sendo estavel em sumos de maga
e de uva e no milho seco. No entanto, em quase todos os casos, a contaminagao com
patulina foi limitada a alimentos em fase de apodrecimento ou bolorentos (in

http://WWW.micotoxinas.Com.br/patufacts.htm).

Pode, portanto, ocorrer em niveis elevados no sumo de maga, incluindo sumo pasteurizado
de maga, caso tenham sido usadas magas bolorentas, podres ou danificadas para fazer esses

sumos, e consequentemente entrar na cadeia alimentar humana.
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2.4.2 Propriedades Quimicas e Fisicas

A patulina cuja designacdo quimica ¢ 4-hidroxi-4H-furo[3,2-c]piran-2(6H)-ona, tem a
formula molecular, C;HgO4 apresentando um peso molecular de 154 e o n.° CAS 149-29-1.
Trata-se de uma toxina produzida durante o crescimento de certos fungos (especialmente
do género Penicillium) em magas (Pyrus malus) ja colhidas, com a estrutura quimica

descrita na Figura 2.13.

A molécula desta toxina esta relacionada com a familia quimica das lactonas e derivadas
do 4cido 6-metilsalicilico sendo portanto uma lactona heterociclica insaturada, solivel em
agua, e menos volatil do que esta (Kryger, 2001). Inicialmente isolada como um antibidtico
durante os anos 40 (Stott and Bullerman citado em Moake, 2005) trata-se de um composto
incolor, cristalino com um ponto de fusao de 110 °C. O maximo da absor¢ao UV acontece
aos 276 nm (¢ = 14,450). O espectro de massa EI mostra ides proeminentes em m/z 154

(M+), 136, 126, 110, 97, 82, 71, 69, 55 e 53.

Figura 2.13 - A estrutura da patulina (Kryger, 2001)

Quando as macas contaminadas com esta micotoxina sdo processadas de forma a se obter o
sumo, a patulina pode ser introduzida neste e consequentemente na cadeia alimentar
humana, porque nao ¢ destruida pelo tratamento térmico. Apesar da patulina ser estavel ao
calor, a pH <6, ¢ no entanto destruida pelo processo de fermentacdo do sumo de maga a
sidra e na producdo de vinho (Delage et al., 2003). Por outro lado, ¢ gradualmente

destruida durante o armazenamento na presenga de sulfitos, grupos tiol e acido ascorbico.
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2.4.3 Aspectos toxicologicos

Os estudos de alimentagdo animal demonstraram que niveis elevados de patulina no sumo
de mac¢a poderiam implicar um risco acrescido na saude se fosse consumido durante um
periodo de tempo prolongado. A maga e produtos derivados contaminados com patulina
provoca um sério risco a satde dos consumidores, particularmente das criancas conforme
demonstrado por um estudo da USDA os quais consomem quantidades crescentes de
produtos contendo mag¢d durante o primeiro ano de vida (6.4 g/kg peso corporal/dia),
comparado com os adultos (1 g/kg peso corporal/dia), colocando-os perante um risco

elevado da toxicidade da patulina (Plunkett et al. citado em Moake, 2005).

Para além de ser considerada bactericida e fungicida, quando injectada em ratos, em
concentragdes 0.3-2.5 mg/g provoca-lhes morte imediata, por causar edema cerebral,
hemorragias nos pulmdes e danificagdes capilares no figado e nos rins. A patulina ndo
produz efeitos teratogénicos, embora se tenha observado toxicidade no embrido e em doses

elevadas, tem efeito imunosupressor (FAO/WHO, 1995).

Inicialmente isolada como um antibidtico antifungico de largo espectro, foi mais tarde
demonstrado que inibia o desenvolvimento de mais de 75 espécies bacterianas diferentes
incluindo tanto bactérias gram-positivas como gram-negativas. Os estudos continuados
sobre a aplicacdo deste composto, sugerindo que a patulina tinha aplica¢des no tratamento
da congestdo nasal e das gripes, mostraram que tais propriedades ndo podiam ser
suportadas pelos estudos clinicos. Nao muito tempo depois, variados estudos apontaram
que a patulina seria ndo apenas toxica a fungos e bactérias mas também a animais e plantas

superiores, incluindo pepino, trigo, ervilhas, milho e linho (Moake, 2005).
Um largo niimero de estudos durante os ultimos 50 anos implica um vasto nimero de

efeitos na saude classificados em agudos, crénicos e celulares os quais sdo apresentados na

Tabela 2.5.
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Tabela 2.5 - Os efeitos da patulina na satde (Moake et al., 2005)

Sintomas agudos

Agitacao, convulsoes, dispneia, congestdo pulmonar, edema, hiperemia, distensao do tracto gastro-intestinal,
nauseas, degeneragdo epitelial das células, hemorragia intestinal, ulceragdo

Sintomas cronicos

Genotoxico, neurotdxico, imunotdxico, imunosupressivo, teratogénico, carcinogénico

Efeitos ao nivel celular

Disrup¢do da membrana plasmar, inibicdo da sintese de proteinas, disrupgdo da transcri¢do, inibigdo da
sintese do DNA, inibi¢cdo da RNA polimerase, inibi¢do da Na-K ATPase, inibi¢ao da urease, etc.

Nos anos mais recentes, o conteudo em patulina de produtos de maga teve um interesse
particular porque a pesquisa mostrou que a patulina ¢ um possivel carcindogeno e
mutagéneo (Kryger, 2001). A acrescentar a isso, foi relatado que a patulina podia ser
mutagénica, neurotoxica, genotoxica, imunotoxica e capaz de causar efeitos
gastrointestinais em roedores mas pouco ¢ conhecido acerca dos seus efeitos
carcinogénicos no caso dos seres humanos (Pfohl-Leszkowicz citado em Delage et al.,

2003).

2.5 PRATICAS PARA PREVENIR E CONTROLAR A
CONTAMINACAO POR MICOTOXINAS

Para delinear estratégias para a reducdo ou eliminagdo de micotoxinas, ¢ necessario
conhecer as respectivas fontes flngicas, i.e., os fungos que as produzem. O crescimento de
fungos nas plantagdes e produtos agricolas ¢ a maior causa da formagao de toxinas e esta
relacionado com as concentragdes das substancias toxicas. Muitos factores estdo
envolvidos no aumento da proliferagdo de micotoxinas. Entre eles estdo a susceptibilidade
da planta a infestacdo fungica, a adequacdo do substrato fingico, climas temperados,

conteudo de humidade e danos fisicos das sementes devido a ac¢do dos insectos e pestes.

Os fungos produtores de toxinas podem invadir as culturas em qualquer altura, desde que
as condicdes sejam propicias, pelo que a contaminacdo dos alimentos pode ocorrer no
campo, i.e., antes, durante e ou ap6s a colheita, aquando da manipulagdo pds-colheita, no

transporte e no armazenamento dos produtos.
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De acordo com o local onde o fungo infesta os graos, os fungos toxigénicos podem ser
divididos em trés grupos: (a) fungos do campo; (b) fungos do armazenamento e (c) fungos

de deterioracdo avancada.

A primeira categoria inclui espécies de fungos patogénicos as plantas, nomeadamente dos
géneros Fusarium, e.g. F. moniliforme, F roseus, F. tricinctum e F. nivale. Os " fungos do
armazenamento" sdo principalmente dos géneros Aspergillus e Penicillium, e.g. A. flavus e
A. parasiticus. Os fungos “oportunistas" ou de deterioragdo avangada normalmente nao
infestam os grdos e plantas intactos mas facilmente atacam os que estejam danificados e
necessitam de altos teores de humidade. Alguns exemplos deste terceiro tipo sdo A.

clavatus, A. fumigatus, Chaetomium, Scopulariopsis, Rhizopus, Mucor e Absidia.

Em geral, a prevencdo da contaminacdo por fungos e suas micotoxinas em produtos da

agricultura pode ser dividida nos trés niveis a seguir indicados:

1. Prevencao Primaria
A etapa de prevengdo deve inicialmente ser realizada antes da infestagdo fingica e da
contaminagdo por micotoxinas. Este nivel de prevencdo ¢ o mais importante e efectivo
plano para reduzir o crescimento fingico e a producdo de micotoxinas. Vdrias praticas
foram e tém sido recomendadas para manter as condi¢des menos favoraveis ao crescimento
fingico. Estas incluem:
e O desenvolvimento de variedades de plantas resistentes aos fungos;
e O controlo da infec¢do fungica das culturas e plantagdes ainda no campo, usando
fungicidas que impedem o crescimento de fungos;
e A programacao mais adequada para a pré-colheita, colheita e pos-colheita;
e A diminui¢do do conteudo de humidade das sementes das plantas, depois da pds-
colheita e durante o armazenamento;
e O armazenamento dos produtos a baixas temperaturas sempre que possivel e
controlando a infestacdo por insectos dos graos armazenados com insecticidas

aprovados
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2. Prevenciao Secundaria

Se a invasdao de alguns fungos ja tiver comeg¢ado numa fase avangada, sera entdo
necessario este nivel de prevengdo. Os fungos toxigénicos existentes deverdo ser
eliminados ou o seu crescimento deve ser interrompido de modo a prevenir adicionais

deterioragdes e consequente contamina¢ao por micotoxinas.

Virias medidas sdo sugeridas neste caso:
e Paragem do crescimento dos fungos infestantes pela re-secagem dos produtos;
e Remocido das sementes contaminadas;
o Inactivagao ou destoxificagao das micotoxinas contaminadas;
e Proteccdo dos produtos armazenados de quaisquer condi¢des que possam favorecer

o desenvolvimento fingico.

3. Prevencao Terciaria

A partir do momento em que o produto esteja grandemente infestado de fungos toxicos, as
prevengdes primdria e secundaria deixardo de ser eficazes. Nenhuma das acgdes ou
praticas previstas sera tdo efectiva para parar o desenvolvimento dos fungos toxicos e

reduzir a formag¢ao da toxina.

No entanto, algumas medidas devem ser tomadas para prevenir a transferéncia de fungos e
das toxinas prejudiciais a saide que estejam presentes nos produtos contaminados para os

alimentos e ambiente circundante.

Por exemplo, 6leo de amendoim extraido das sementes de menor qualidade contém sempre
altos niveis de aflatoxinas e a toxina solivel no 6leo tem que ser eliminada por absor¢do e
alcalinizag¢dao durante o processo de refinagao do 6leo. Para este nivel de prevencao apenas
umas poucas praticas sao recomendadas:

e A completa destruicao dos produtos contaminados;

e A destoxificagdo ou destrui¢do de micotoxinas a niveis minimos.
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Existe também um conjunto de praticas aplicaveis a producdo e a0 manuseamento que
poderdo contribuir para diminuir a extensao da contaminagao por micotoxinas, das culturas

e produtos agricolas, tanto no campo como no armazém.

Antes da colheita:
1. Fazer a chamada rotacao das culturas
2. Combater e prevenir as doencas e as pragas

3. Evitar danos mecanicos

Durante a colheita:
1. Extrair apenas no ponto Optimo de maturagao
2. Distribuir convenientemente o grao

3. Bater e ensacar somente quando o grao estiver completamente seco

No transporte:

1. Proteger contra a chuva

No armazenamento:

1. Manter o armazém sempre limpo;

2. Armazenar o amendoim ainda em casca;

3. Nao fazer pilhas/montdes muito grandes;

4. Fazer a pré-limpeza dos graos;

5. Monitorizar a humidade relativa do ar;

6. Nao deixar o produto em contacto directo com o chdo ou encostado as paredes;

7. Se o grdo estiver bem seco (<9%), proteger devidamente com lona pléstica em época
de muita chuva, para evitar o seu re-humedecimento;

8. Combater os insectos e roedores;

9. Inspeccionar, com regularidade, o armazém para certificar-se da manutencdo as boas

condi¢des de higiene, temperatura ¢ humidade.

Esta informag¢do foi recolhida e adaptada em hitp:/www.fac.org/docrep/x5036e/x5036e0q.htm €

http://www.micotoxinas.com.br/Boletim7.htm
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2.6 PRECAUCOES A TER NA MANIPULACAO DE MICOTOXINAS

Apresentando as micotoxinas efeitos tdo nefastos a0 Homem e o mesmo se passando com
alguns solventes utilizados na sua extraccdo e purificagdo, como por exemplo, o
cloroférmio, o acetonitrilo, etc., ¢ fundamental ter o maior cuidado na manipulacao destes
e de padrdes ou de quaisquer outras solugdes que possam conter micotoxinas, de modo a
evitar a contaminagao do local de trabalho e do proprio analista. Todas estas manipulagdes
devem ser efectuadas em hottes e quando se trabalha com micotoxinas em pod, ¢ necessario
um cuidado e atencdo redobrados, pois devido a natureza electroestatica, aquelas tém

tendéncia a dispersarem-se.

Local e material de trabalho

O local e o material de trabalho contaminados (ou considerados contaminados) com
micotoxinas devem ser descontaminados, procedendo-se do seguinte modo: as areas de
trabalho acidentalmente contaminadas devem ser limpas com uma solu¢do de hipoclorito
de sodio a 1 %, seguida de limpeza com uma solucdo de acetona a 5%; no caso de derrame
acidental de solu¢des contaminadas, a area afectada deve ser completamente coberta com

uma solucao de hipoclorito de sodio (lixivia) durante, aproximadamente, 30 minutos.

Pessoal

Os analistas que trabalham com micotoxinas deverdo fazé-lo sempre na hotte. Para além
disso, deverdo usar luvas protectoras e mascaras, quando estiverem a manipular padrdes no
estado seco ou outros produtos toxicos finamente divididos (em pd). Se as maos ou a roupa
forem contaminadas, estas devem ser passadas por uma solucdo de hipoclorito de sodio a
1%. As batas e panos utilizados, antes de serem lavados, devem ser mergulhados numa
solugdo de hipoclorito de so6dio, durante duas horas, € em seguida numa solugdo de acetona

a 5%.

Material de vidro
O material de vidro utilizado nas determinagdes analiticas e que tenha entrado em contacto
com solugdes potencialmente contaminadas com micotoxinas, deve ser passado por

metanol e posteriomente imerso numa solug¢do de hipoclorito de sédio a 1%, pelo menos
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durante 2 horas, e depois numa solucdo de acetona a 5%. Em seguida proceder-se-4 a sua
lavagem. As placas de cromatografia, antes de serem lavadas ou eliminadas, devem ser
pulverizadas com uma solugdo de hipoclorito de sddio a 1% e decorridos 10 minutos, com
uma solucdo de acetona a 5%. As solugdes de solventes organicos, com micotoxinas, s
devem ser eliminadas depois de se proceder, a evaporagdo até a secura, jun¢do de metanol
ao residuo, seguido de adi¢cdo de hipoclorito de sdédio a 1%, com agitacdo durante duas
horas ou sujeitos a repouso durante toda uma noite e por fim, passagem com solugdo de
acetona a 5%. Héa que ter em conta que todo o material assim descontaminado, bem como o
material que vai ser utilizado, pela primeira vez, na determinacdo de micotoxinas, deve ser
imerso numa solucao de acido sulfrico (2 mol/L) durante vérias horas e depois lavado
com 4gua. Isto porque a utilizacdo de material com caracteristicas alcalinas pode levar a

perdas nas micotoxinas (in http://www.fda.gov/ora/science_ref/lm/vol4/section/07.pdf e

http://mohfw.nic,in/Methodsof%20Analvsis—%ZOMvcotoxins%20—Final%20—n0V05.pdf).

O equipmento, a roupa e outros objectos

As micotoxinas sdo estdveis no e a temperatura ambiente, resistentes ao calor e a luz
ultravioleta. A descontaminacdo do ambiente/local requer o uso de uma solucdo
branqueadora com cloro sob condig¢des alcalinas tais como uma solu¢do de hipoclorito de
sodio - 1% (1 parte lixivia + 4 partes dgua) e hidroxido de soédio - 0.1M durante (pelo
menos) uma hora. E necessario usar equipamento de protecgdo da pele ¢ olhos como
mascaras, uma vez que as toxinas podem ser absorvidas pelas vias respiratoria,

gastrointestinal, dérmica e ocular e as solugdes de cloro sdo irritantes.

71


http://www.fda.gov/ora/science_ref/lm/vol4/section/07.pdf�
http://mohfw.nic.in/Methodsof Analysis- Mycotoxins -Final -nov05.pdf�

A situag¢do em Portugal e na UE

2.7 A situacao em Portugal e na UE

Em Portugal, nos ultimos 10 anos, a aflatoxina B1 teve uma ocorréncia proxima dos 10%,
com 2 picos em 1998 (32%) e 2003 (17,6%). Estes picos relacionam-se com crises de
abastecimento, em que se recorre a fornecedores (paises terceiros) com menor qualidade.
Os casos mais complicados ocorreram nos bovinos em que o nivel de prevaléncia de
contaminagdo andou sempre proximo dos 30% a 40% e nos leites, em que 15,4% tinham

um nivel de contaminacao acima do LMA.

Ao longo dos anos, a UE tem porfiado para que os consumidores europeus tenham acesso a
alimentos seguros e inocuos. Parte importante desta tarefa tem sido desenvolvida no
RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed) que ¢ um dos instrumentos da UE cuja
missdo ¢ reduzir o tempo que medeia entre a deteccao de um risco alimentar e a aplicacao
de medidas convenientes a contengdo e eliminag¢do desse risco. Para se ter uma ideia, e de
acordo com informagdo da Comissdo Europeia, durante o ano de 2005, os Estados-
Membro comunicaram um total de 3158 casos de alertas alimentares, tendo-se pois
verificado um aumento de 22% quando comparado com 2004 em que o numero de

notificagdes tinha sido de 2588.

Ainda quanto ao dados de 2005, a maioria destes alertas (61%) diziam respeito a produtos
produzidos na UE, destacando-se o pescado e derivados (20%), a carne (18%) e especiarias
(11%). Para além disso, registe-se que 78% dos casos notificados eram devidos a alimentos

produzidos/provenientes de paises terceiros.

Do total das notificacdes apresentadas ao RASFF, as aflatoxinas sdo as que encabecam a
lista de notificagdes, com 947. Na maioria destes casos, as aflatoxinas foram encontradas
em pistachos (498), quase todos provenientes do Irdo (457). Foram também notificados
casos em amendoins (219), provenientes na sua maioria da China (79), Brasil, Argentina e

Gana.
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Portugal sendo um Estado Membro da Unido Europeia tem contribuido de alguma forma
nos diversos eventos relacionados com a recolha de informagdo sobre a ocorréncia ¢

exposicao dos seus cidaddos a algumas micotoxinas veiculadas pela dieta alimentar.

Apresenta-se a seguir uma breve discussdo sobre trés micotoxinas (micotoxinas de
Fusarium, ocratoxina A e patulina) cuja ingestao foi avaliada e cujos dados entretanto
recolhidos foram compilados em relatérios sob a chancela da Direc¢do-Geral da Satde e

Protecc¢ao dos Consumidores (da Unido Europeia).

2.7.1 Compilagdo de dados de ocorréncia das toxinas de Fusarium em
alimentos e avaliacdo da ingestdo pela dieta pela populacdo dos
Estados Membro da UE (Abr 2003)

2.7.1.1 Dados de Ocorréncia

Foi solicitado a treze (13) paises que fornecessem informagdes acerca da exposi¢do da

respectiva populacao as toxinas Fusarium.

A Tabela 2.6 mostra os paises participantes e as respectivas contribuigdes. Doze (12) paises
forneceram dados sobre os tricotecenos e nove (9) paises sobre a zearalenona e sobre as
fumonisinas. Como se pode observar, Portugal contribuiu com dados relativos aos
tricotecenos e zearalenona, mas nao deu a conhecer eventuais aferi¢des no que diz respeito
as fumonisinas.

Tabela 2.6 — Paises participantes e suas contribui¢des

g . . Subtarefal | Subtarefa Il | Subtarefa I11
Paises participantes . -

Tricotecenos | Zearalenona | Fumonisinas
Austria X X X
Bélgica X - X
Dinamarca X - -
Finlandia X X -
Franga X X X
Alemanha X X X
Irlanda - - -
Italia X X X
Holanda X X X
Noruega X X X
Portugal X X -
Suécia X - X
Reino Unido X X X
Soma: 12 9 9
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A Tabela 2.7 apresenta a informagdo estruturada por pais, por micotoxinas, por nimero de
amostras analisadas e por percentagem de amostras positivas. A base de dados cobre no
total 16 micotoxinas de Fusarium ¢ 44 959 analises.

Tabela 2.7 - Os dados de ocorréncia das micotoxinas de Fusarium nos paises participantes

Toxina de Fusarium Paises Numero de Amostras positivas
amostras (%)
Fumonisinas
Fumonisina B1 9 3863 46
Fumonisina B2 6 1010 42
Fumonisina B3 1 239 36
Tricotecenos Tipo A
Toxina T-2 8 2490 20
Toxina HT-2 6 3032 14
T-2 Triol 2 1389 6
Neosolaniol 2 1323 1
Diacetoxiscirpenol 3 1 886 4
Monoacetoxiscirpenol 1 853 1
Verrucarol 1 121 0
Tricotecenos Tipo B
Desoxinivalenol 11 11022 57
Nivalenol 7 4166 16
3-Acetildesoxinivalenol 6 3721 8
15-Acetildesoxinivalenol 3 1954 20
Fusarenona X 3 1872 10
Zearalenona 9 5018 32
Soma: - 44 959 --
Ordem de valores: 1-11 121-11 022 0-57

As amostras positivas vao desde 0% para o verrucarol até 57% para o desoxinivalenol,
observando-se, no entanto, que o grupo das fumonisinas apresentam todas um valor

superior ou igual a 36%.

Porém, ¢ importante notar que pela andlise dos nimeros apresentados nesta tabela, o que se
consegue constatar ¢ que as toxinas cujos dados de ocorréncia foram relatados por um
maior nimero de paises — entre 8 e 11 paises — e num maior nimero de amostras — superior
ou igual a 2490 amostras — sdo as que apresentam maior percentagem de amostras
positivas (com excep¢do da Fumonisina B3 e do 15-desoxinivalenol que foram

apresentados por 1 e 3 paises, e com 239 e 1872 amostras apenas, respectivamente).
A Tabela 2.8 sumariza a categoria de alimentos mais frequentemente contaminada com

micotoxinas de Fusarium. Os cereais aparecem em primeiro lugar e de entre eles, o milho

e o trigo apresentam os mais altos niveis de contaminagao.
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Tabela 2.8 - Sumario do grupo de alimentos mais frequentemente contaminados com micotoxinas de

Fusarium

Micotoxinas de Fusarium

Principais produtos alimentares/grupos de alimentos contaminados
(percentagem de amostras positivas)

Fumonisinas

Fumonisina B1

milho (66%), farinha de milho (79%), produtos baseados em milho (31%),
corn flakes (46%); trigo (79%)

Fumonisina B2

milho (51%)

Tricotecenos Tipo A

Toxina T-2 milho (28%), trigo (21%), aveia (21%)
Toxina HT-2 aveia (41%), milho (24%), centeio** (17%)
Zearalenona milho (79%), fracgdes de milho moido (51%), produtos baseados em

milho (53%); trigo (30%), fracgdes de trigo moido (24%), produtos
baseados em trigo (11%); alimentos para bebé (23%)

Tricotecenos Tipo B

Desoxinivalenol

milho (89%), trigo* (61%)

Nivalenol

milho (35%), aveia (21%), trigo*(14%)

3-Acetildesoxinivalenol

milho (27%), trigo*(8%)

* Trigo e farinha de trigo; ** Centeio e farinha de centeio

2.7.1.2 Sumario dos dados sobre o consumo

Os dados sobre o consumo para as trés tarefas sobre os tricotecenos, zearalenona e

fumonisinas foram fornecidos por 11, 9 e 7 paises, respectivamente e estdo indicados na

Tabela 2.9.

Virias metodologias foram usadas nos e pelos Estados Membros para calcular o consumo

de alimentos pela populacdo em geral e ou por grupos especificos de consumidores.

Tabela 2.9 - Sumario dos dados sobre o consumo de alimentos nos varios paises

z . . Subtarefa I Subtarefa I1 Subtarefa I11
Paises participantes . -
Tricotecenos | Zearalenona Fumonisinas
Austria X X X
Bélgica X - X
Dinamarca X - -
Finlandia X X -
Franca X X X
Alemanha X X X
Italia X X X
Holanda X X X
Noruega X X X
Portugal - X -
Suécia X - -
Reino Unido X X -
Soma: 11 9
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No que diz respeito aos dados de consumo de alimentos para as tarefas sobre os
tricotecenos, as fumonisinas e a zearalenona, Portugal apenas surge na subtarefa sobre esta

ultima, indiciando a inexisténcia de dados sobre as restantes.

2.7.1.3 Sumario da ingestao pela dieta

A ingestdo pela dieta foi calculada para 12 (tricotecenos), 9 (zearalenona) e 7 paises
(fumonisinas) Tabela 2.10, uma vez que nao foram apresentados dados sobre todas as
micotoxinas. Neste caso, Portugal participou em 2 subtarefas, contribuindo com dados

sobre a zearalenona e tricotecenos.

Tabela 2.10 - Paises participantes e suas contribui¢des

g . . Subtarefa I Subtarefa IT Subtarefa II1
Paises participantes . .
Tricotecenos Zearalenona Fumonisinas
Austria X X X
Bélgica X - X
Dinamarca X - -
Finlandia X X -
Franga X X X
Alemanha X X X
Italia X X X
Holanda X X X
Noruega X X X
Portugal X X -
Suécia X - -
Reino Unido X X -
Soma: 12 9

Uma vista geral dos calculos das médias de ingestdo pela dieta e dos valores de TDI ¢ dada
na Tabela 2.11. Os valores médios calculados da ingestdo pela dieta para a maioria das
toxinas de Fusarium foram tidos como sendo consideravelmente abaixo dos valores de

TDI(t).

As maiores ingestdes e uma transgressao dos valores de TDI(t) foram observadas para o
grupo infantil e de criangas. As ingestdes maiores do que o TDI foram notadas na soma da

toxina T-2 e toxina HT.
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Tabela 2.11 - Escalas das médias de ingestdo pela dieta entradas* calculadas como a percentagem dos

valores de TDI
. . TDI Populacio Adultos Criancas

Micotoxina (ug/kg pesdin) | (%) (%) (%)
Desoxinivalenol 1 0.8 -33.8 14.4 - 46.1 11.3-959
Nivalenol** 0.7 42-11.1 0.8-8.2 3.7-22.6
Toxinas T-2 + HT-2 ** 0.06 18.3-250 | 61.7-171.7 | 26.7 - 563.3
Zearalenona** 0.2 13.4 5.3-14.5 3-27.5
Fumonisinas B1 + B2 2 0.8-13.2 0.1-14.1 22.3

* média do consumo do alimento (Mean food consumption) e média dos dados de ocorréncia (mean occurrence data)

** TDI Temporario

Para o desoxinivalenol o nivel médio de ingestdo para a populacdo assim como para o
grupo limitado aos adultos ¢ baixo e ndo excede 46.1% do TDI de 1 pg/kg peso
corporal/dia. No entanto, para o grupo das criangas e dos adolescentes a ingestdo pode

aproximar-se do TDI e nalguns casos exceder esse valor.

No que diz respeito ao nivalenol, o total da ingestdo ¢ muito inferior ao TDI(t) de 0,7

ng/kg peso corporal/dia.

Relativamente as toxinas T-2 e HT-2 o TDI(t) de 0.06 pg/kg peso corporal/dia para a soma
das duas toxinas ¢ frequentemente ultrapassado. No entanto, a importancia do nimero total
de amostras positivas deve ser considerada. Apenas 20% das amostras testadas para a
toxina HT-2 e 14% das amostras testadas para a toxina T-2 foram positivas.
Consequentemente a média (e a ingestdo) ¢ fortemente influenciada pelo limite de

deteccdo dos métodos analiticos usados.

O trigo e os produtos que contém trigo (p.e., 0 pao) sdo a fonte predominante para a
ingestao do DON, da toxina T-2, do NIV e da toxina HT-2. Quanto aos outros tricotecenos,

e de acordo com a informacao disponivel, a ingestdo ¢ muito pequena.

A zearalenona apresenta uma média de ingestdo didria nos adultos que vai desde 0.8 a 29
ng/kg peso corporal. As criangas tém os mais altos valores médios de ingestdo diaria,
variando entre 6 a 55 ng/kg peso corporal/dia. No entanto, o t-TDI de 0.2 ug/kg peso
corporal/dia ndo ¢ excedido. As maiores fontes para a ingestao desta toxina foram o milho,

o trigo e produtos derivados.
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A média de ingestdo diaria das fumonisinas ¢ muito inferior ao TDI de grupo que ¢ de 2
ng/kg peso corporal/dia. Os maiores valores acontecem nas criancas. Os cereais
representam a maior fonte de ingestdo de fumonisinas. Entre os cereais, o milho e o trigo

dominam como os maiores contribuintes para o total da ingestao.

2.7.1.4 Conclusodes

Os resultados desta tarefa demonstram que as micotoxinas de Fusarium estao largamente
distribuidas na cadeia alimentar na UE. As maiores fontes sdao os produtos obtidos de
cereais, em particular, do trigo e do milho. Enquanto que as ingestdes pela dieta de toxinas
de Fusarium sido frequentemente menores que o TDI para as diversas toxinas para a
populagdo inteira e ou adultos, elas sdo proximas ou excedem mesmo, em alguns casos, 0

TDI para grupos de risco como os bebés e criangas.

As variagdes no clima, nos produtos € no consumo resultam em padrdes diferentes sobre o
tempo e a regido. Consequentemente, ¢ recomendada a monitorizagdo continua do status
da toxina. Até aqui, a avaliag¢do cientifica das ameacas causadas por toxinas de Fusarium ¢
impedida pelos diferentes padrdes e metodologias aplicadas nos Estados Membros. A falta
de harmoniza¢do nos procedimentos de amostragem, métodos analiticos, garantia de
qualidade dos dados, o tipo de produtos analisados e o largo espectro de metodologias
diferentes para calcular os dados do consumo poderiam em alguns casos influenciar a

fiabilidade dos resultados.

O relatério propdoe que a UE inicie projectos sobre este proposito. Em particular, sao
necessarias directrizes especificas com vista a melhorar a harmonizacdo da metodologia
para a pesquisa de dados de consumo. A fim de avaliar mais exactamente a exposicao da
populacdo europeia, os dados da exposicio devem ser relacionados somente aos

consumidores e precisamente definidos, por exemplo, pela idade.
Nao obstante, a informacao fornecida pelos Estados Membros ¢ suficiente para avaliar o

estado da contaminacdo das toxinas de Fusarium e a ingestao pela dieta como um requisito

para legislagdo europeia futura.
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2.7.2 Compilagdo de dados de ocorréncia da ocratoxina A em alimentos e
avaliacdo da ingestao pela dieta pela populacdo dos Estados Membro
da UE

Em 1995, a Tarefa 3.2.2 relativa a avaliagdo da ingestdo pela dieta de ocratoxina A pela
populacdo ficou completa e resultou no relatorio EUR 17523 "Assessment of dietary intake
of Ochratoxin A by the population of EU Member States". O relatdrio foi extremamente
util como uma ferramenta para informagao basica e para decisdo futura, mas admitiu-se
que as estimativas de ingestao pela dieta da ocratoxina A foram baseadas numa quantidade

limitada de dados.

O Comité Comum de peritos da FAO/WHO em aditivos alimentares (JEFCA), com base
na nefrotoxicidade da OTA, propos uma ingestdo semanal toleravel transitoria (PTWI) de
OTA de 0.1 mg/kg massa corporal (equivalente a 14 ng/kg massa corporal/dia). No
entanto, com base nos dados de carcinogencidade, o grupo de trabalho do conselho de
ministros nérdico propds uma ingestdo didria toleravel maxima de 5 ng/kg pc da toxina, a
semelhanca da ingestdo didria toleravel transitoria (PTDI) estabelecida pelas autoridades

Canadianas (1.2 - 5.7 ng/kg pc).

Em 1998, tendo em conta os dados da SCOOP o Comité Cientifico para os alimentos da
Comissao Europeia sugeriu que seria prudente reduzir a exposi¢do a OTA tanto quanto
possivel, “assegurando-se de que o nivel das exposi¢cdes estejam muito proximas da
extremidade mais baixa da escala das ingestdes diarias toleraveis de 1.2 - 14 ng/kg pc/dia
que foram estimadas por outros corpos, p.e., abaixo de 5 ng/kg pc/dia”. Foi entdo efectuada
uma actualizag¢do da tarefa empreendida em 1995 e completando-a com dados recentes, a
fim de verificar se estes dados (recentes) alteravam ou nao as conclusdes do relatério EUR

17523.

A informagdo dos paises participantes foi recolhida entre Novembro de 1999 e Setembro
de 2000. Todos os treze (13) paises participantes enviaram resultados sobre a ocorréncia de
OTA em alimentos. Seis (6) participantes enviaram resultados sobre soro/sangue e quatro
(4) sobre leite de peito. Foram também fornecidos por trés (3) paises, resultados em outros

liquidos humanos (urina e liquido amniético) e em tecidos (placenta).
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Os paises participantes providenciaram um numero considerdvel de dados sobre a
ocorréncia da OTA, relacionado com os produtos alimentares encarados como sendo os

mais susceptiveis a contaminacdo pela OTA e sobre o seu consumo.

Um numero notavelmente elevado de dados em fluidos bioldgicos demonstrou também o
interesse nesta area. O volume de informacgdo permite tirar conclusdes relevantes de

diferentes pontos de vista e fornecer recomendagdes para trabalho futuro.

2.7.2.1 Dados sobre o consumo

A escassez de dados de consumo persiste ainda em alguns paises. Em particular, a
informacao sobre alguns produtos alimentares tais como cereais, vinho, café, e cerveja,
geralmente ndo estd disponivel nos principais paises participantes. Além do mais, ndo foi
possivel manipular os dados fornecidos homogeneamente, uma vez que foram referidos,

em alguns casos, a toda populagdo e noutros casos a grupos especificos da populagao.

Os cereais representam a principal fonte de ingestdo na Dinamarca, Finlandia, Franca,
Alemanha, Noruega, Portugal, Espanha, Suécia para todos os grupos da populagdo tidos
em consideracdo, e representam a principal fonte de ingestdo apenas para o total da

populagdo na Holanda e Reino Unido.

A Grécia ndo forneceu quaisquer dados de ocorréncia em cereais. Entre os graos de cereal,

0 centeio parece ser o mais frequente e extensamente contaminado.

Na Tabela 2.12 ¢ apresentada de uma forma succinta a Regulamentacdo actual para a

Ocratoxina A em cada Estado Membro.

80



Micotoxinas

Tabela 2.12 Regulamentagéo actual para a ocratoxina A em cada Estado Membro

Limite
Pais Produto Alimentar Miximo | Base Legal Obs.:
(ng/kg)

Rins de porco 25 Oficial A carcaga inteira condenada
Dinamarca | Rins de porco 10 Oficial Viscera condenada

Cereais e produtos cereais 5 Oficial A partir de 1 Julho 1995
Finlandia | Café 5 Nivel

recomendado
Franca Cereais 4 Nivel Recomenda¢do do CSHPF
recomendado | (1999)

Alemanha | Nio ha regulacdo especifica
Grécia Café (todos os tipos) 20 Oficial 2;233%3; I:I/I(I,H;Slt;rg;? 992
Irlanda

Cereais e produtos derivados 3

Alimentos para bebés 0.5
Itélia Café verde 8 Nivel .

Caf¢ instantaneo e torrado 4 A partir de 9 Junho 1999

Produtos derivados do cacau 0.5 recomendado

Cerveja 0.2

Carne de porco e produtos derivados 1
Noruega
Portugal
Espanha Nao ha regulacdo especifica
Suécia Cereais e produtos cereais 5 Oficial

. Nivel de L
Holanda Todos os alimentos 10 ~ Organizacao: FIS
acgio

%ilircll(c)) Nio ha regulacio especifica

Cereais ndo processados 5
UE Cereais destinados ao consumo 3 Oficial Aplicavel a partir de 1

humano 10 Outubro 2001

Uvas secadas

A seguir apresentam-se alguns dados relativos a Portugal que ndo tinha participado na 1*

fase do processo (Tarefa 3.2.2), mas que ja apresentou resultados na fase da actualizacao

do relatorio (Tarefa 3.2.7).

Na Tabela 2.13 apresentam-se os dados fornecidos por Portugal para cada produto

alimentar para a Tarefa 3.2.2 e a Tarefa 3.2.7. A seguir, na Tabela 2.14, apresenta-se um

resumo dos dados de consumo em Portugal e por fim, na Tabela 2.15, a estimativa da

ingestao pela dieta de ocratoxina A em Portugal.
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Tabela 2.13 Dados fornecidos por Portugal para cada produto alimentar para a Tarefa 3.2.2 ¢ a Tarefa 3.2.7

Tarefa 3.2.2 Tarefa 3.2.7
Produto alimentar N.°de N.? de Yo de N.°de N.? de %0 de
amostras amc')s'tras amo gtras amostras amo gtras amo gtras
positivas positivas positivas | positivas
Cerveja 7 3 42.9
Café instantaneo 2 0 0.0
Noz moscada 3 3 100
Café torrado 33 6 18.2
Sucedineo de café 3 0 0.0
Pimenta doce 6 3 50.0
Trigo 34 0 0.0
Farinha de trigo branca 8 0 0.0
Vinho 61 0 0.0

Tabela 2.14 Sumario dos dados de consumo em Portugal

Produto alimentar Valor med{o
(g/pessoa/dia)
Cerveja 177,3
Vinho rosé (vinho verde) 149,3
Vinho doce* 1,1
Caf¢ (todos os tipos) 10,1
Trigo e farinha de trigo branca 235,1

* tipo de vinho nao especificado

Tabela 2.15 Estimativa da ingestio pela dieta de ocratoxina A em Portugal

Consumo de . .
Média de ocratoxina A nos Ingestdo de ocratoxina A Ingestao de ocratoxina A
alimentos ) .
Produto ) alimentos (ng/kg) (ng/pessoa/dia) (ng/kg peso corporal/dia)
) (g/pessoa/dia)
alimentar
Percentil Percentil 95 Percentil 95
Media M1 M2 Intervalo M1 M2 M1 M2
95 Ml | M2 Ml M2
Cerveja 177,3 0,00 | 0,00 | <LOD-0,006 0,35 0,71 0,01 0,01
Vinho rosé 149,3 0,01 - <LOD 1,49 - 0,02 -
Vinho doce 1,1 0,01 - <LOD 0,01 - 0,00 -
Café (todos os
) 10,1 0,60 1,87 <LOD-2,7 6,06 18,89 0,09 0,29
tipos)
Trigo/farinha
) 235,1 0,19 - <LOD 44,67 - 0,69 -
branca de trigo

Legenda: M1, M2 — média 1 e 2, respectivamente

A seguir apresentam-se alguns graficos de barras com dados relativos a cada um dos

Estados-Membro relativamente ao numero total de amostras € namero de amostras

positivas em OTA em alguns produtos alimentares.
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No caso de Portugal, a quantidade total de ingestdo de OTA pela dieta e pelas maiores
fontes alimentares sdo 0,81 ng/kg peso corporal/dia, para a populacdo em geral; trigo e

farinha de trigo branca: 0,69 ng/kg peso corporal/dia, respectivamente.

2.7.3 Compilacdo de dados de ocorréncia da patulina em alimentos e

avaliacdo da ingestao pela dieta pela populacdo dos Estados Membro

da UE

Ainda que a patulina ndo tenha apresentado nenhuma indicag¢do/evidéncia de potencial
mutagénico em bactérias Salmonella typhinurium no teste de Ames, sabe-se que produz
danos cromossomais. O Comité do Reino Unido sobre mutagenicidade classificou a
patulina como mutagénica. Uma recente revisdo da JECFA concluiu que ndo tem nenhum
efeito reprodutivo ou teratogénico. Baseado em resultados experimentais disponiveis,
chegou-se a conclusdo que a patulina ¢ genotdxica, mas que nao existia nenhuma evidéncia

adequada para a carcinogenicidade em animais experimentais.
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2.7.3.1 Recomendagfes para uma exposicdo maxima

Esta opinido foi baseada numa avaliagdo da JECFA de 1990 em que foi estabelecida a
ingestdo semanal toleravel provisional (PTWI) de 7 ug/kg, baseado num nivel em que nao

foi observado nenhum efeito (NOEL) de 0,1 mg/kg pc/dia.

Tal resultou de um estudo combinado de toxicidade reprodutiva/toxicidade de longo
termo/carcinogenicidade em ratos, e a conclusdo da IARC de que nenhuma avaliagdao
poderia ser feita da carcinogenicidade da patulina em pessoas e de que existe evidéncia
inadequada em animais experimentais. A patulina foi reavaliada pela JECFA em 1995 e
pareceu que, embora mais e diversos estudos fossem incorporados, o estudo acima
mencionado ainda era o mais sensivel. Uma vez que se tornou evidente que a patulina era
administrada somente trés vezes por semana durante 24 meses, o NOEL neste estudo foi
recalculado para 43 pg/kg pc/dia. Como a patulina ndo se acumula no organismo e a luz do
padrao de consumo, o PTWI foi alterado para um PMTDI. Baseado num NOEL de 43
ng/kg pc/dia e num factor de seguranca de 100, foi entdo estabelecido um PMTDI de 0,4

ng/kg pe.

A informacdo dos paises participantes foi recolhida durante o periodo de Junho 2001 a
Janeiro 2002. De modo a obter o cenario global da exposi¢do europeia a patulina, pela
combinacdo dos dados de ocorréncia da patulina em produtos alimentares e dados de
consumo, foram seguidas varias aproximacdes, nomeadamente, por pais, por produto
alimentar e por grupos de populacdo. Dos treze paises participantes, dez enviaram
resultados da ocorréncia da patulina nos alimentos, com excep¢ao da Dinamarca e Holanda

por falta de resultados actuais.

Os comentérios dos paises participantes sobre os niveis de patulina, dados do consumo ou
ingestao pela dieta, neste caso de Portugal resultou que ndo existem dados do consumo de
sumos de maga e de péra. Existem apenas dados a respeito do total dos sumos consumidos,
e estimaram que uma média de aproximadamente 5% estdo relacionados com cada tipo de

consumo dos sumos de maca e de péra.
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2.7.3.2 Dados sobre a ocorréncia

O estado dos niveis de contaminacdo de patulina dos géneros alimenticios:

- As percentagens de amostras positivas superiores a 25, respectivamente 50ug/kg eram
17,5 respectivamente 2.4% (calculo com o nimero de amostras positivas do
concentrado da maga).

- Considerando o nivel hipotético de 50 pg/kg da JECFA, os dados fornecidos da
ocorréncia para o sumo de magd e seus produtos mostraram niveis muito poucos
elevados de contaminacdo, conduzindo a conclusdo geral que os produtos que circulam
na UE sdo de boa qualidade sanitaria no que diz respeito a contaminagdo com patulina.

- Uva fresca austriaca ndo deve ser fermentada nem aquecida, porque a contaminagao

com patulina pode ser maior do que no sumo de uva comercial.

O sumo/néctar de maci (8 paises) representa a principal fonte de ingestio na Austria,
Bélgica, Franca, Alemanha, Portugal e Reino Unido para todos os grupos da populacao
considerada, particularmente para criangas jovens. O sumo de péra (2 paises) contribui

para a ingestao total numa baixa extensao em Alemanha e Portugal.

Na Tabela 2.16 apresentam-se o numero total de amostras de cada Estado Membro. A
seguir, a Tabela 2.17, apresenta as melhores estimativas do consumo de alimentos em
Portugal e por fim, na Tabela 2.18, o ranking das ingestdes pela dieta, de patulina pelos

adultos dos varios paises.

Tabela 2.16 - Numero total de amostras de cada pais

Pais Austria | Bélgica | Franca | Alemanha | Itilia | Noruega | Portugal | Espanha | Suécia Il?rellig(()) Total
N.° de 1978 190
amostras 841 167 426 (8286)%* | (+85)* 281 43 70 100 3181 | 7277

* - amostras de magas, peras e péssego ndo foram tidas em conta para o n.° total de amostras

** _ ndo avaliadas porque o critério de calculo (média 1, 2 e mediana) ndo estavam compilados
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Tabela 2.17 - O essencial das melhores estimativas do consumo de alimentos em Portugal

Género alimenticio ou grupo de alimentos Média (g/dia)
sumo de maga clarificado 0,86
sumo de mag¢a Cloudy 0,86
maga e outros sumos de fruta 0,86
leite e sumo de maga 0,86
sumo de pera Cloudy 0,86
péras e sumos de outros frutos 0,86
leite € sumo de péra 0,86
puré de maga e de péra *A*

* Nao existe consumo directo de purés de maga e péras, pois sdo s6 usados pela industria.

Tabela 2.18 — Ranking das ingestdes pela dieta de patulina pelos adultos (ng/kg peso corporal/dia)

Pais Média 1 Maior quantidade | Grupo de populacio
Italia 9,6* 68%*
Austria 2,8 18 Adultos 36-45 anos, P
Alemanha 2,0 6,0 Adultos >14 anos, P
Bélgica 1,3 8,6 14-18 anos, P
Franga 1,2%* 6,4 Adultos, P
Suécia 1,2 1,2 Adultos 19-74 anos, P
Noruega 1,1 P
Portugal 0,3 P
Espanha 0,2 P

ingestdo ponderada para a 3,0/1,3%** 22/6,6%**

populagio total

Estas informacdes, os dados e tabelas apresentadas encontram-se explanadas nos relatdorios
da UE referidos como “Reports on tasks for scientific cooperation - Report of experts
participating in Task 3.2.7 (January 2002) (para a ocratoxina A); Task 3.2.8 (March 2002)
(para a Patulina) e Task 3.2.10 (April 2003) (para as toxinas de Fusarium) Assessment of
dietary intake of (ochratoxin A, patulin e Fusarium toxins) by the population of EU
Member States”.
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3 METODOLOGIAS ANALITICAS USADAS NA
DETERMINACAO DE MICOTOXINAS

3.1 GENERALIDADES

Como atras referido, existe um grande nimero e¢ uma grande variedade de micotoxinas
encontradas, essencialmente, em produtos agricolas utilizados como alimentos ou matéria
prima para produtos destinados & alimentacdo animal e humana, mas novas (mico)toxinas
vao sendo identificadas a medida que se vao aperfeicoando e/ou desenvolvendo novos

métodos analiticos com limites de detec¢do cada vez mais baixos.

A deteccdo e quantificacdo de micotoxinas nas racdes e géneros alimenticios ¢ importante
com vista a desintoxicacdo dos produtos contaminados ou a sua rejei¢dao, no sentido de
prevenir o seu eventual consumo, com a consequente salvaguarda e protec¢do da saude

publica e animal.

A desintoxicacdo e descontaminacdo nem sempre sao a mesma coisa. O facto de uma
toxina nao ser ou nao poder ser detectada nos alimentos para seres humanos ou nas ragdes
para animais, pelos métodos analiticos existentes, ndo significa que o produto seja indbcuo
ou tenha sido desintoxicado. Além disso, a desintoxicagdo refere-se apenas a tratamentos
pos-colheita delineados para remover, reduzir ou anular os efeitos toxicos das micotoxinas

(in http://www.fao.org/DOCREP/X21 OOT/XZIOOTOS.HTM).

A FAO publicou (em 2003) um manual de HACCP para o controlo de micotoxinas, para
prevenir e controlar os potenciais riscos associados a contaminacdo dos produtos
alimentares com microrganismos patogénicos e quimicos toxicos. Os programas de
seguranga alimentar usam rotineiramente a informagao sobre os factores que conduziram a
contaminag¢do, de modo a estabelecer procedimentos preventivos e de controlo, para assim

fornecer ao consumidor, produtos seguros (in http:/www.fao.org/docrep/005/y1390e/y1390¢00.htm).

Como ¢ por demais reconhecido, as micotoxinas sdo produzidas por fungos que perante

condig¢des adversas produzem esporos resistentes, com uma camada protectora e tecidos de
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reserva alimentar no seu interior, o que lhes permite aguardar pelas condi¢des adequadas
ao seu desenvolvimento. Por outro lado, as contaminacdes dos produtos agricolas por
micotoxinas ocorrem, normalmente, numa gama de concentracdes extremamente baixa (na
ordem dos ppm ou ppb), pelo que a sua identificacdo e analise devera envolver métodos
analiticos com elevada sensibilidade. Ha ainda a considerar o facto de poderem estar
presentes, num mesmo tipo de produto, diferentes espécies produtoras de micotoxinas e
matérias interferentes, pelo que esse produto poderd ter que ser sujeito a diferentes

métodos de andlise para a quantificacdo de uma tinica micotoxina.

Dever-se-a ainda ter em mente que os valores obtidos por um laboratério, na determinacgao
analitica de uma certa quantidade de uma micotoxina, ndo sdo rigorosamente exactos, pois
os valores determinados sdo afectados de uma incerteza que advém do método, reagentes,

instrumentos utilizados e pessoal técnico envolvido na analise.

A legislacdo e os regulamentos existentes para os alimentos (tanto para animais como
humanos) requerem a existéncia de métodos de controlo fidveis e validados. Para além da
fiabilidade ¢ desejavel a simplicidade, o que influira na disponibilidade e no volume de
dados gerados e sobre a eficacia das medidas que se adoptem. A validagao dos métodos ¢
feita de acordo com um protocolo harmonizado de estudos colaborativos, que sdo sujeitos
aos ensaios de avaliacdo conjunta e para os quais as caracteristicas de performance tais

como a recuperagao, repetibilidade (r) e reprodutibilidade (R) t€ém que ser determinadas.

Sempre que possivel, os laboratorios que fornecem os dados analiticos para determinados
fins especificos (e.g., regulamentagdo, vigilancia e controlo) devem ter sido acreditados
por uma entidade reconhecida, para assegurar que aqueles aplicam um sistema de garantia
da qualidade analitica. Tal sistema deve incluir, quando possivel, o uso sistematico de
materiais de referéncia ou de materiais de referéncia certificados (MRC) e a participagdo

regular em estudos de comparagao interlaboratorial.
A Tabela 3.1 apresenta uma lista dos materiais de referéncia para um certo niumero de

micotoxinas, que contém quantidades confirmadas da substincia de interesse, avaliados

pelo Comité Comunitario de Referéncia, e que tém vindo a ser produzidos desde os anos
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80. O Bureau Comunnitaire de Reference (BCR) da Unido Europeia, o Centro de
Investigacdes Conjuntas/Instituto de Materiais ¢ Medidas de Referéncia da Comissao

Europeia fornece estes materiais de referéncia, para micotoxinas, a nivel mundial.

Tabela 3.1 - Lista dos materiais de referéncia para micotoxinas, actualmente disponiveis

Material de Referéncia Certificado . Ja . Em.
disponivel desenvolvimento

Aflatoxina M1 em leite em po X

Aflatoxina M1 para calibrar X

Aflatoxinas totais em manteiga e bagagos de

amendoim x
Aflatoxina B1 em farinha de amendoim X

Aflatoxina B1 em ragdes X

Ocratoxina A em trigo X

DON em farinhas de milho e trigo X

Zearalenona em milho X

Zearalenona para calibrar X

Tricoteceno para calibrar X
Nota: Materiais elaborados pelo Comité Comunitario de Referéncia, em Dezembro de 2003

Para a aflatoxina M1 em leites existem quatro tipos de MRC; trés deles correspondem aos
limites méaximos de aflatoxina M1 em leites, impostos pela UE; o outro tem uma
quantidade da referida toxina préxima do limite de detec¢do dos métodos utilizados para a

sua determinagdo e para testes de recuperacao.

Para a aflatoxina Bl em manteiga de amendoim existem dois MRC, um para a
determina¢do do limite de deteccdo e testes de recuperag@o e outro relativo a niveis mais
elevados de aflatoxina (10 pg/kg). Existem também trés tipos de MRC com diferentes
niveis de contaminagdo com aflatoxina B1 em bagacos de amendoim ¢ MRC com dois

niveis diferentes de contaminagdo com AFB1 para alimentos compostos para animais.

Para o desoxinivalenol (DON) existem quatro tipos de MRC, para farinhas de trigo e
milho, com dois niveis diferentes de contaminagdo (nivel baixo e nivel médio). Para a
ocratoxina A existem dois tipos de MRC para o trigo, com dois niveis diferentes de

contaminagao (nivel baixo e nivel médio).

Os materiais de referéncia certificados sdo relativamente caros e as quantidades

disponiveis sdao limitadas. Como tal, ¢ aconselhavel que os laboratérios desenvolvam os
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seus proprios materiais de referéncia para uso rotineiro, cujo contetido de toxina devera ser
estabelecido de acordo com os materiais de referéncia certificados (i

http://www.fao.org/docrcp/007/v5499C/V5499CO6.htm).

A participagdo em programas de ensaios de comparagao interlaboratorial, onde se incluem
esquemas para avaliar a competéncia dos laboratdrios no que se refere a andlise de
micotoxinas, estd a tornar-se cada vez mais importante enquanto parte das medidas de
garantia da qualidade analitica que um laboratorio deve empreender para demonstrar um
desempenho aceitavel. Como exemplo, é de referir os programas organizados pela Food
Analysis Performance Assessment Echeme (FAPAS) e operados pela Central Science
Laboratory, no Reino Unido e Irlanda do Norte ou os organizados pela American Oil

Chemists’ Society (AOCS), nos Estados Unidos (AOCS, 2003).

A adopgao das boas praticas na amostragem e o uso de métodos validados, juntamente com
a acreditacdo e a participacdo em ensaios interlaboratoriais iddneos, sdo meios
recomendados para assegurar o reconhecimento dos resultados da andlise de micotoxinas
em todo o Mundo e requisitos prévios para um cumprimento adequado das disposi¢des

legais (in http://www.fao.0rg/docrep/W9474T/w9474t()3.htm).

Os métodos analiticos para determinacdo de micotoxinas baseiam-se fundamentalmente,
em propriedades especificas destas, nomeadamente:

- asua solubilidade em solventes organicos polares;

- a possibilidade de, naturalmente ou apds derivatizacdo, as micotoxinas originarem

substancias que produzem fluorescéncia.

Contudo, devido a diversidade das estruturas quimicas e das propriedades fisico-quimicas
das micotoxinas, 0s processos para as analisar variam consideravelmente. Por outro lado,
essa analise torna-se ainda mais dificil devido a distribuicdo heterogénea das micotoxinas
nas amostras contaminadas e devido a interferéncia da matriz em que as mesmas se
encontram. Isto leva a que seja insofismavel que se disponha de métodos de detecgao e
quantificagdo eficazes, que permitam controlar efectivamente, tanto nos paises

exportadores como nos paises importadores, uma larga gama de micotoxinas.
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O objectivo da resenha que se pretende reunir neste capitulo, ¢ organizar a informacao
relacionada com a andlise ¢ determinacdo de micotoxinas, nomeadamente os métodos

usados mais relevantes e os limites de detec¢ao desses métodos.

A Directiva 98/53/CE da Comissao, de 16 de Julho de 1998, fixa os métodos de colheita de
amostras e os métodos de analise para o controlo oficial dos teores de certos contaminantes
nos géneros alimenticios € o Regulamento (CE) n.° 401/2006 da Comissdo, de 23 de
Fevereiro de 2006, estabelece os métodos de amostragem e de andlise para o controlo

oficial dos teores de micotoxinas nos géneros alimenticios.

Existem essencialmente dois tipos de métodos de analise, tendo em conta o fim a que se
destinam: os métodos qualitativos e os métodos quantitativos. Os qualitativos analisam e
determinam a presenga ou ndo de micotoxinas. Normalmente fornecem apenas um teor
semi-quantitativo. A sua aplicagdo tem maior interesse nos locais de recepcdo e
armazenamento de matérias-primas e pode permitir um primeiro despiste das amostras
contaminadas. Os métodos quantitativos detectam e medem a quantidade de micotoxinas
presentes numa amostra. Sao, no entanto, menos econémicos ¢ mais demorados, além de

ser necessario pessoal técnico especializado.

A andlise laboratorial de micotoxinas ¢ uma tarefa algo dificil, uma vez que, usualmente,
apenas estdo presentes em pequenas quantidades nas amostras. Os métodos de analise,
ditos convencionais, para a pesquisa, identificacdo, deteccdo e quantificacdo de
micotoxinas englobam, de um modo geral as seguintes etapas: amostragem, preparacao da
amostra, extrac¢do, purificacdo, separacdo, deteccdo, confirmacdo e quantificacdo,

conforme apresentado na Figura 3.1.

93



micotoxinas

AMOSTRAGEM de acordo com os pressupostos
da Directiva 98/53/CE

PREPARACAO DA AMOSTRA

v

EXTRACCAO

v

PURIFICACAO

ponto onde pode ser necessaria a

v das micotoxd CONCENTRACAO
~ as micotoxinas €
SEPARACAO : DA AMOSTRA e
mmpurezas remanescentes DERIVATIZA. C A O

DETECCAO

v

QUANTIFICACAO

v

CONFIRMACAO

Figura 3.1 - Esquema (simplificado) com as principais etapas na analise de micotoxinas

Os procedimentos bdasicos, normalmente, envolvem técnicas de identificagcdo e
quantificagdo de micotoxinas que os tornam demorados e complexos, para além de
envolver meios dispendiosos, necessitando ainda de pessoal qualificado e devidamente

habilitado para os executar.

Com os progressos verificados na instrumentacdo e andlise de micotoxinas, tém-se
desenvolvido métodos que apresentam maior eficdcia e com limites de detec¢do cada vez
mais baixos. Por outro lado, como s3o de mais facil e rapida execugdo, permitem uma

resposta mas rapida.

Sdo trés as técnicas que sdo preferencialmente usadas na andlise e deteccdo de

micotoxinas: o HPLC, o TLC e o método imunoldgico ELISA.
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Na Tabela 3.2 , apresentam-se de um modo muito resumido, as vantagens ¢ desvantagens

de alguns métodos analiticos usados para detectar e quantificar micotoxinas.

Tabela 3.2 - M¢todos analiticos usados na determinagdo de micotoxinas

Analise Método Vantagens Desvantagens
Cultura Determina a presenca || Nao determina se os fungos encontrados
Cultura de microbioldgica; testes ||de fungos, mas ndo || podem ou estdo a produzir micotoxinas.
fungos e de identificagdo necessariamente as || Pode levar muito tempo para completar o
identificacdo || microscopica ou estirpes toxigénicas. teste, pelo que pode ser demorada a
bioquimica obtengdo de resultados.
Teste ELISA Rapido, relativamente || Apenas detecta uma micotoxina de cada
barato. vez. Normalmente sdo necessarios testes
adicionais para confirmar a presen¢a da
micotoxina.
Cromatografia em Pode detectar mais do||Mais lento do que o teste ELISA.
camada fina (TLC) que um tipo de||Poderdo ser necessarios testes adicionais
micotoxina. para confirmar a presen¢a da micotoxina.
Pode nao funcionar tdo bem para as
ragdes como para outros graos.
Analises . - .
g Cromatografia liquida || Facilidade em fornecer || Pode ser mais caro do que outros
quimicas o . i ~
de alta performance resultados quantitativos; || métodos de andlise. Poderdo ser
(HPLC) poderd ser capaz de| necessarios testes adicionais para

detectar mais do que um
tipo micotoxina.

confirmar a presenca da micotoxina.

Cromatografia gasosa
/espectrometria de
massa (GC/MS)

Pode identificar a
micotoxina sem outros
testes adicionais; podera
ser capaz de detectar
mais do que um tipo
micotoxina.

Mais caro do que outros métodos de
analise.

3.1.1 Validacao de Métodos

Os métodos usados devem ser validados e responder aos critérios para a seleccdo de

métodos de andlise para micotoxinas publicados em 1999 pelo Comité Europeu da

Normalizagdo (CEN). Estes incluem a repetibilidade, a reprodutibilidade e os niveis de

recuperagao minimos. Por exemplo, as recuperagdes para o DON, ZEA ¢ FUM devem

estar entre 70 e 110% (Méllotte, 2004).

Viérias organizagdes internacionais estdo envolvidas na validacdo de métodos analiticos,

incluindo a Association of Official Analytical Chemicals (AOAC International), a

Organizacao Internacional de Normalizagdo (ISO), o seu equivalente europeu - o Comité
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Europeu de Normalizagdo (CEN) e a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC), que contam ja com varios métodos normalizados de andlises de micotoxinas,
validados por estudos interlaboratoriais, que se realizam em numero gradualmente
crescente. Uma das ultimas edicoes dos Métodos Oficiais de Analises da AOAC
Internacional contém aproximadamente 40 métodos validados para determinagdes de
micotoxinas e foi recentemente publicado uma revisdo sobre a validagao de métodos de
analises para micotoxinas (Gilbert and Anklam, 2002).

O uso de métodos analiticos validados ¢ também fundamental para assegurar que os
resultados das andlises fornecem uma avaliagdo de confianca e consistente, pois terdo de
ter sido validados para o desempenho analitico pretendido em estudos colaborativos
interlaboratoriais, em que caracteristicas como a exactiddo, a precisdo, a especificidade,
entre outras, foram testadas. No entanto, o seu uso nao ¢ nenhuma garantia de resultados
fiaveis. Além disso, nem sempre pode ser possivel usar um método oficial, ou porque nao ¢
apropriado para uma combinacdo particular da toxina-matriz, ou porque alguns reagentes e

instrumentos ndo estdo disponiveis, ou ainda porque nao ¢ rentdvel nem praticavel.

Ao solicitar uma analise de micotoxinas a ser realizado num laboratério externo, € muito
importante assegurar que este usa métodos validados e ¢ acreditado para esta andlise, numa

matriz definida (por ex. cerveja, malte, cevada).

Na analise de micotoxinas existem caracteristicas especificas dos métodos que
condicionam a sua escolha, pelo que tem que se ter em conta e que sdo a seguir
apresentadas.

Recuperagdo — traduzida pela quantidade de toxina detectada através da aplicagdo do
método em causa a uma amostra inicialmente ndo contaminada e na qual foi incorporada
uma quantidade conhecida dessa toxina. Valores de recuperacdo da toxina inferiores a 70
ou 80% deverao conduzir a rejeicdo desse método;

Precisdo — o método deve apresentar elevada reprodutibilidade (reduzida variagdo de
resultados obtidos em diferentes laboratorios com a mesma amostra) e elevada
repetibilidade (reduzida variacdo de resultados obtidos no mesmo laboratério com a

mesma amostra);
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Limite de deteccdo — representa a mais baixa quantidade de toxina que se pode detectar
com o método em causa. Logicamente, o método sera tanto melhor quanto mais baixo for
esse valor;

Limite de quantificacdo — representa a mais pequena quantidade de toxina que se consegue
quantificar, com seguran¢a, com o método em questdo; este pardmetro estd, naturalmente,
relacionado com o limite de detecgao;

Sensibilidade — representa a mais pequena variacdo de quantidade de toxina susceptivel de
ser detectada pelo método em causa;

Robustez — traduz a estabilidade dos resultados obtidos pelo método quando se lhe
introduzem pequenas alteragdes;

Exactiddo — concordancia entre o valor do analito determinado pelo método e o seu
verdadeiro valor. A exactiddo pode ser verificada recorrendo a andlise de materiais de
referéncia, a ensaios interlaboratoriais, a adi¢do aos produtos a analisar de quantidades
conhecidas de um dado padrdo ou a comparagao com valores obtidos com um método ja

estudado e comprovadamente considerado como dando bons resultados.

3.2 AMOSTRAGEM E PREPARACAO DA AMOSTRA

O método de amostragem ¢ uma etapa crucial porque a contaminagdo por micotoxinas
pode ocorrer tanto no campo, como durante o armazenamento € a sua producdo nao ¢
homogénea. Por exemplo, a contaminacdo com a ocratoxina A ocorre frequentemente de
uma forma salpicada durante o armazenamento (silos). Assim, um produto (alimentar ou
agricola) sobre o qual se suspeite estar contaminado por micotoxinas devera ser submetido
a um rigoroso processo de amostragem, pois tem que ser representativa do lote em analise
pelo facto das micotoxinas nao estarem distribuidas de um modo uniforme nos produtos
contaminados, existindo por exemplo, grdos mais contaminados que outros. Como tal, um
procedimento menos cuidado de amostragem do lote pode deixar de fora graos altamente

infectados.
A Comissao Europeia publicou uma Directiva 2002/26/CE que fixa os métodos de

amostragem e os métodos de andlise para o controle oficial dos niveis da ocratoxina A nos

géneros alimenticios, recomendando um procedimento harmonizado para a amostragem de
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acordo com o tamanho do lote. Os resultados obtidos, de amostras nao seleccionadas por

este método, sao geralmente sub-estimados.

A FAO sugere numa publicagdo de 1993 - Sampling plans for alflatoxin analisis in peanuts
and corn. FAO — Food and Nutrition paper, 55 - indicagdes sobre o procedimento correcto
para a realizagdo de uma amostragem de amendoins ¢ milho para posterior analise da
aflatoxina. Uma amostragem considerada ideal ¢ aquela que pode ser efectuada de um
modo continuo, ao longo do processo de produgdo ou que resulta da mistura de amostras
retiradas aleatoriamente de diferentes procedéncias. Em Portugal, existe a Norma
Portuguesa 3256 de 1988 que diz respeito a colheita de amostras em alimentos para

animais.

A preparagdo da amostra envolve uma moagem e homogeneizagdo existindo uma Norma
CEN de 1994 (Foodstuffs quantitative determination of Ocratoxin A) para amostras de
milho, cevada e sémea de trigo. Esta moagem e homogeneizacdo ¢ importante,
principalmente no caso dos cereais, por as micotoxinas se encontrarem sobretudo na zona

do pericarpo dos graos.

A amostragem e a prepara¢do da amostra permanecem uma fonte consideravel de erro na
identificacdo analitica de aflatoxinas. Aproximacdes sistemdticas a amostragem, a
preparacdo de amostra e analise sdo de absoluta necessidade, para determinar aflatoxinas
ao nivel das partes-por-bilhdo. Deste modo, foram desenvolvidos e rigorosamente testados
planos de amostragem especificos para alguns produtos tais como milho, amendoim e

nozes, a partir dos quais foram modelados planos para outros tipos de produtos.

Uma caracteristica comum a todos os planos de amostragem € que a amostra inteira deve
ser moida e misturada, de modo a que a por¢do analitica a analisar tenha a mesma
concentragao de toxina que a amostra original (in

http://www.ansci.cornell.edu/plants/toxicagents/aflatoxin/ aﬂatoxin.html) .
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3.3 EXTRACCAO E PURIFICACAO

A melhoria recente mais significativa na etapa de purificacdo € o uso da extrac¢do em fase
solida. Os extractos sdo limpos antes de analise instrumental (camada fina ou
cromatografia liquida) para retirar os materiais co-extractados que frequentemente
interferem na determinacdo do analito alvo. Enquanto que a purificacdo nao ¢ (usualmente)
necessaria nos imunoensaios, procedimentos extensivos de purificagdo sdo necessarios

antes da utilizacdo de métodos fisico-quimicos.

A extrac¢do e remocdo das micotoxinas das amostras sdo conseguidas utilizando solventes
organicos nos quais se solubilizam. Normalmente, as micotoxinas sdo soluveis em
solventes polares e fracamente polares, sendo insoluveis em solventes apolares. Em
laboratério usam-se misturas de solventes organicos (acetona, acetonitrilo, cloroférmio,
diclorometano, acetato de etilo ou metanol) em combinagdo com pequenas quantidades de
um acido ou agua. A adi¢do de acidos ou de agua melhoram o rendimento da extrac¢ao
pois alteram o pH do meio e promovem uma melhor reparticdo das micotoxinas no
solvente, respectivamente. Nao se consegue definir uma metodologia de extraccdo comum
a todas as micotoxinas, devido as diferentes propriedades e caracteristicas fisico-quimicas
(solubilidade, coeficiente de particdo, entre outras) o que lhes atribui um comportamento

especifico nos varios solventes.

O uso de solventes clorados estd constantemente a diminuir e o acetonitrilo, em particular,
tornou-se no solvente mais popular para a extrac¢do. As misturas de solventes mais
comummente usadas para a extrac¢ao sao o metanol/agua (3:1) e acetonitirilo/agua (1:1).
As misturas podem ser usadas tanto em cartuchos de fase reversa (C;s) ou em colunas de
troca anidnica forte (SAX). Os cartuchos de fase reversa (Ci;g) sdo uteis para a
determinagdo de produtos da hidrdlise, embora gerem extractos menos puros. Podem

também ser usados, quando as colunas de SAX dao recuperagdes pobres.
Mais recentemente, tornaram-se disponiveis as colunas de imunoafinidade (IAC)

apresentando uma selectividade elevada. As moléculas do analito sdo ligadas aos

anticorpos e a toxina pode subsequentemente ser eluida. Por exemplo, para as fumonisinas,
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de modo a permitir a extrac¢do quantitativa e a purificagdo a partir de outras matrizes para
além do milho, foi proposto um numero de diferentes misturas de solventes:
metanol/borato tampao (3:1, pH 9.2), acetonitrilo/metanol/agua (1:1:2) e metanol/HCl

01 M (3 1) (in http://Www.micotoxinas.com.br/fumofacts.htm).

Os solventes mais usualmente utilizados na extraccdo de algumas micotoxinas sao

apresentados na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 Solventes de extrac¢do mais utilizados

micotoxinas Solventes de Extraccio
Aflatoxinas acetonitrilo/agua, metanol/agua
Fumonisinas acetonitrilo/agua (1:1), metanol/ agua (3:1)
Ocratoxina A acetonitrilo/agua, MTBE, cloroférmio, misturas de tolueno/HCl/MgCl,
Patulina acetato de etilo, acetona

Tricotecenos Tipo A | acetonitrilo/agua, metanol/agua

Tricotecenos Tipo B | acetonitrilo/agua, agua/PEG, cloroférmio/metanol

Zearalenona acetato de etilo, metanol, acetonitrilo, cloroférmio ou misturas destes

Tendo-se extraido as micotoxinas da amostra, tem que se proceder a respectiva purificagao
pois os solventes extraem as micotoxinas juntamente com outras substancias, tais como
pigmentos, gorduras, etc. A purificagdo da amostra ¢ a remocao de substancias, que podem
interferir com a deteccdo do analito. Frequentemente ¢ também usado para a pré-

concentragdo deste, a redugdo da quantidade de solvente.

Os componentes da matriz tais como os lipidos, hidratos de carbono e proteinas que estiao
normalmente presentes no extracto, tornam necessario um passo adicional de purificagao,
precedendo a separagdo e deteccdo. Nesta etapa ¢ usado um dos seguintes processos:
colunas de imunoafinidade (IAC), colunas de permuta ionica ou extraccdo em fase solida

(SPE).
Existem métodos que sugerem o desengorduramento prévio da amostra quando a gordura

ultrapassa determinados valores. Neste caso, ¢ necessario algum cuidado pois a utilizagdo

de solventes extractantes de gordura pode levar a perda quase completa das micotoxinas. A
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separacao da gordura por centrifugacdo ¢ a que tem apresentado melhores resultados.
Actualmente e com o aperfeicoamento das técnicas usadas, as fases de separacao, deteccao
e confirmacdo encontram-se reunidas numa uUnica etapa. Os avangos e melhorias
verificadas ao nivel das técnicas analiticas tém permitido uma melhor identificagdo das

micotoxinas com maior exactiddo e reprodutibilidade.

3.4 METODOS DE DETECCAO E QUANTIFICACAO

Estdo disponiveis diversos métodos de andlise, diferentes entre si, para as micotoxinas
identificadas e caracterizadas, e aquele(s) que for(em) escolhido(s) por um laboratorio
ira(ao) variar dos outros, uma vez que cada um deles pode usar mais do que um método,
dependendo das circunstancias. Alguns laboratérios podem examinar as amostras para
detectar a presenga de micotoxinas, usando um método de analise relativamente rapido,
facil e barato. O custo das analises de micotoxinas depende em parte do método usado para
detectar a sua presenga. Ao comparar o custo entre laboratdrios, ¢ importante saber se os

métodos usados pelos laboratérios sdo similares ou ndo e se se encontram validados.

Alguns métodos de andlise de micotoxinas sdo capazes de detectar varias micotoxinas
diferentes num unico teste, enquanto outros detectam apenas uma micotoxina. Uns podem
determinar a concentragdo das micotoxinas presentes, enquanto outros nao. Se essa analise
detectar alguma micotoxina presente, entdo a amostra ¢ de novo analisada usando um outro
método que possa confirmar a presenca de micotoxinas e determinar a quantidade presente.
Cada grupo de compostos e cada substrato tém vérias propriedades quimicas e fisicas, pelo
que os métodos para a separagdo de toxinas dos substratos devem ser desenvolvidos caso a
caso. Por exemplo, ¢ totalmente diferente analisar aflatoxina em manteiga de amendoim e
identificar a toxina T-2 no grdo de milho. Por outro lado, as micotoxinas sdo
frequentemente produzidas em concentragdes vestigiais, o que faz com que a sensibilidade
dos sistemas de deteccdo seja também um factor essencial. Se sdo necessarios limites de
detec¢ao muito baixos, os métodos de fluorescéncia sao ainda os mais indicados, devido a
sua sensibilidade extremamente elevada. Existem dois grupos de métodos: cromatograficos

e imunologicos.
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Os métodos cromatograficos medem o composto especificamente apos a extraccao da
amostra e purificagdao do extracto, seguidas de uma separagdo por cromatografia gasosa ou
liquida e uma detec¢do especifica. A purificacdo de extracto numa coluna de
imunoafinidade (IAC) é cada vez mais habitual. Os métodos oficiais de cromatografia de

camada fina (TLC) do AOAC ja quase nao sdo usados (Méllotte, 2004).

Os métodos imunologicos sdo baseados no principio do método ELISA. Os conjuntos de
kits para executar o teste ELISA estdo disponiveis a partir de vérios fornecedores (R-
Biopharme, Rhone Diagnostix, International Diagnostic Systems Corp., Diffchamb,
Neogen, Tepnel, Tome Laboratories and ELISA-technologies) e sdo frequentemente
usados para fins de rastreio e/ou no campo. Existem vérias versdes que variam na rapidez

do procedimento e na quantificagdo dos resultados.

Um passo muito importante da validagao do método ¢ a detec¢ao dos efeitos da matriz, e
porque o falso positivo pode acontecer, os resultados positivos poderdo requerer a
confirmagdo por métodos cromatograficos mais caros. Alguns autores estudaram a sua
correlacio com os métodos cromatograficos. Os limites de detec¢do relatados pelo
principio ELISA eram sempre mais altos do que os dos métodos cromatograficos

(Méllotte, 2004).

Existem varios sistemas de detec¢do, quimicos e bioldgicos, para a determinagdo de
micotoxinas. As toxinas mais proeminentes sao as aflatoxinas, desoxinivalenol (DON),
zearalenona, ocratoxina, fumonisina e patulina (van der Gaag et al., 2003) e vérios
sistemas biologicos foram desenvolvidos para detectar estas toxinas. Embora estes
métodos sejam uteis para a determinacdo da quantidade de micotoxina, eles falham na
especificidade, pelo que a identificacdo da micotoxina € geralmente executada por um dos

seguintes métodos fisico-quimicos ou imunolédgicos.

3.4.1 Métodos Cromatograficos

Os métodos tradicionais usaram solventes para os passos de purificacdo, a detecgdo visual
e técnicas cromatograficas variadas para a quantificacdo. No presente, os mesmos métodos

sdo ainda usados, mas novos métodos usam o que se tem aprendido dos sistemas
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biologicos, tendo recentemente sido desenvolvidos os ensaios imunoldgicos que podem ser

aplicados a amostras com pouca ou nenhuma purificagdo (Bennet and Klich, 2003).

Apresentam-se em seguida, de um modo muito resumido, alguns métodos analiticos
usados para detectar e analisar micotoxinas: o TLC, o HPLC, o GC e o método

imunologico de ELISA.

3.4.1.1 Cromatografia liquida de Alta Performance (HPLC)

A cromatografia liquida de alta performance (HPLC) ou cromatografia liquida a alta
pressdo como inicialmente foi chamada, tornou-se disponivel na andlise de produtos
alimentares nos inicios dos anos setenta e rapidamente foi ganhando importadncia na
determinagdo de micotoxinas, particularmente quando varios tipos de colunas e de
detectores (nomeadamente, os de fluorescéncia) se tornaram disponiveis. A introdugdo de
amostradores automaticos e sistemas computorizados de recuperagdo de dados tornou o

HPLC muito util na anélise em larga escala.

A detecgao ¢ efectuada por meio de detectores de U.V. (X=254 mn ou 265 mn), mas no
entanto a deteccdo U.V. ndo ¢é muito selectiva e os limites de detecgdo para as aflatoxinas
sao muito superiores aos obtidos com TLC. Consequentemente, o uso de detectores U.V.
em ensaios com aflatoxina foi descontinuado quando detectores mais selectivos (de
fluorescéncia) se tornaram disponiveis. Inicialmente, estes detectores também tiveram
limitagdes, uma vez que as aflatoxinas Bl e B2 ndo exibem forte fluorescéncia em
solventes de fase normal e a B1 e G1 ndo exibem forte fluorescéncia em solventes de fase

reversa.

Na maioria dos procedimentos, ¢ aplicada a detecgdo por U.V., porém para vérias
micotoxinas (i.e., ocratoxina A, zearalenona, alguns ergot alkaloids e algumas toxinas de
Alternaria) foram os detectores por fluorescéncia que se revelaram Tteis. Assim, a
cromatografia liquida de alta performance tem vindo a substituir (parcialmente) a

cromatografia de camada fina na analise de micotoxinas em alimentos.
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As razdes para este desenvolvimento sdo evidentes. As separagdes sao normalmente muito
melhores do que as obtidas com um TLC unidimensional; os métodos de HPLC fornecem
geralmente boa informacdo quantitativa, sendo considerado o método mais sensivel para
identificar, com precisdo, os diferentes tipos de micotoxinas, apresentando pois um
superior desempenho e uma maior fiabilidade quando comparado com o TLC e o
equipamento utilizado pode facilmente ser automatizado. Por outro lado, tornou-se

possivel o acoplamento online a um espectrometro de massa.

No entanto, o HPLC também apresenta algumas limitagdes. O custo do equipamento e de
operagao ¢ mais elevado do que para o TLC. A extensa experiéncia de laboracao que ¢
necessaria para obter o beneficio maximo de um sistema de HPLC constitui uma outra
limitagdo, visto que o TLC pode ser aprendido com relativa facilidade ndo havendo

necessidade de pessoal altamente qualificado.

Nao se deve tomar como um dado adquirido que o uso do HPLC ¢ sempre melhor do que o
TLC na analise de micotoxinas. E um dever do analista descobrir que técnica fornece os
melhores resultados tendo em vista os objectivos propostos (van Egmond and Paulsch,

1986).

A cromatografia liquida de alta performance pode ser uma alternativa atraente a
cromatografia de camada fina, pois oferece a possibilidade de automatizar as etapas
(cruciais) de separagdo e quantificagdo. No entanto, esta técnica (mais onerosa) nao
demonstrou conduzir a melhores resultados na andlise de micotoxinas do que a

cromatografia de camada fina.
Foram desenvolvidos métodos de HPLC para quase todas as micotoxinas que se encontram
frequentemente nos cereais e outros produtos agricolas, no entanto, o TLC permanece

como o método preferencial quando o objectivo € a selecgdo rapida.

A cromatografia liquida (LC) ¢ similar & TLC em muitos aspectos, incluindo a aplicagdo

da amostra, a fase estaciondria e a fase movel, complementam-se mutuamente, ndo sendo
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fora do comum, um analista usar o TLC num trabalho preliminar para optimizar as

condig¢des de separacao por LC.

Os métodos de cromatografia liquida para a determina¢do de micotoxinas em alimentos
incluem a cromatografia liquida em fase normal (NPLC), cromatografia liquida em fase
reversa (RPLC) com derivatizagdo pré-coluna (BCD), RPLC seguida de derivatizacao pos-

coluna (PCD) e RPLC com deteccao electroquimica.

3.4.1.2 Cromatografia em camada fina (TLC)

A cromatografia em camada fina ¢ o método fisico-quimico mais comummente utilizado
na andlise e determinag¢do de micotoxinas pois trata-se de um método de multideteccao
(mais do que uma micotoxina pode ser detectada por amostra) pelo qual se podem
determinar a maioria das micotoxinas de interesse. Mediante este método consegue-se
quantificar laboratorialmente, entre outras, as seguintes micotoxinas com 0S
correspondentes limites de detec¢dao (LD): aflatoxinas, 2.5 pg/kg; ocratoxina A, 50 ug/kg;
citrinina, 6 pg/kg; zearalenona, 80 pg/kg; T-2, 280 pg/kg; patulina 150 ug/kg. E baseada
na separacdo de compostos em func¢do da distancia que migram sobre uma matriz
especifica com um eluente especifico. A distancia que um dado composto percorrera nesse
eluente ¢ caracteristica e Unica para cada composto especifico. Foram ja determinados os
factores de retengdo (Ry) para a maioria das micotoxinas. Tal como acontece com qualquer
sistema de detec¢do, deve ser corrido em paralelo um controlo positivo contendo as
micotoxinas puras para assegurar a precisdo, pois varias substancias quimicas podem ter
um Ry similar. A extrac¢do das micotoxinas realiza-se com um tnico eluente, utilizando-se
posteriormente eluentes de desenvolvimento especificos e reacgdes de identificacio

selectivas para cada uma das micotoxinas.

Nos primeiros anos de investigacdo sobre micotoxinas, a cromatografia de camada fina
(TLC) foi uma técnica muito popular e comummente usada para separar os componentes
do extracto e ainda hoje existem numerosas aplicagdes. Inicialmente as separagdes foram
realizadas numa tnica dimensdo, i.e., usando um unico solvente (de desenvolvimento).

Posteriormente foi introduzido o TLC bidimensional.
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Trata-se de uma técnica de separacdo poderosa, pois ¢ efectuado um segundo
desenvolvimento usando um outro solvente diferente mas correlacionado. O extracto da
amostra ¢ colocado numa ponta do prato/placa de TLC e sdo executadas duas progressoes
paralelas aos dois lados do prato. Isto possibilita uma melhor separagao (do que o TLC uni-
dimensional) e ¢ especialmente 1til naqueles casos em que niveis muito baixos tém que ser

detectados.

Na cromatografia de camada fina pode ser usada uma vasta gama de formatos e
adsorventes. Nos ensaios com micotoxinas sdo frequentemente usados pratos/placas de
TLC de silica gel, uma vez que este tipo de adsorvente oferece, geralmente, a melhor
possibilidade de separar a toxina de interesse dos componentes da matriz. As placas de
camada fina podem ser usadas em formatos diferentes. A maioria dos problemas de
separagdo pode ser resolvida usando um prato quadrado de 20x20 cm; contudo o uso de
pratos com 10x10 cm e mesmo com 7x7 cm também conduzirdo a bons resultados;
especialmente para procedimentos de separacdo bidimensionais, onde o uso dos pratos de
tamanhos inferiores poupa muito tempo. A cromatografia de camada fina, embora uma
técnica antiga para a determinacdo de micotoxina, continua a ser uma técnica de separacao
pratica, relativamente simples, de confianga e com um amplo campo de aplicagdo. A sua
aplicacdo bidimensional oferece uma resolugdo especialmente boa, conduzindo a limites de

detec¢do mais baixos.

As vantagens do TLC sdo a precisdo e o baixo custo do seu equipamento € materiais -

cerca de metade do custo dos métodos mais técnicos e evoluidos e aproximadamente 25%

dO custo dOS kifS de ELISA (in http://www.grainscanada.gc.ca/Cdngrain/fusarium/workshop/2003/3rdCWFHB-
2003.pdf), enquanto que as desvantagens sao a necessidade de uma preparagao cuidadosa da
amostra e extraccdo similares as usadas no métodos cromatograficos mais técnicos € o
tempo mais demorado para determinar niveis baixos da micotoxina. Existe um artigo de
Lin et al. (1998) onde ¢ evidenciada a aplicabilidade do TLC a andlise de micotoxinas em
amostras das mais variadas matrizes, realcando os méritos desta técnica na determinacao
qualitativa e quantitativa das micotoxinas mais conhecidas. E também apresentada uma
comparagao entre diferentes métodos de TLC e com o HPLC, com os métodos de GC e

ensaio enzyme-linked immunosorbent.
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O TLC ¢ uma técnica vantajosa numa fabrica de grande processamento que faz testes de
rotina, envolvendo amostras multiplas. Trata-se de uma técnica cromatografica usada na
separagdo, avaliagdo da pureza e identificagdo de compostos organicos. Devido a sua
simplicidade e rapidez, ¢ também usada para controlar o progresso de reac¢des organicas.
Esta técnica encontrou um uso difundido na determinag¢do de micotoxinas, mas tem sido
substituido por outros métodos cromatograficos, por exemplo, HPLC e GC, por causa do
desempenho analitico superior que estas apresentam. No entanto, nos paises que nao tém a
disposi¢do o equipamento necessario e que € caro, mas que produzem e exportam produtos
agricolas, o TLC mantém-se como uma técnica importante pois ndo carece de trabalho
intensivo, nem de operadores muito qualificados. Por outro lado, o TLC ¢ usado também

para verificar resultados de técnicas novas/recentes e mais rapidas.

3.4.1.3 Cromatografia gasosa (GC)

A cromatografia gasosa (GC) ¢ um método quantitativo que pode identificar, com
exactiddo, algumas micotoxinas, sendo no entanto, o seu uso rotineiro limitado a um
reduzido nimero de micotoxinas. Isto deve-se ao facto da maioria das micotoxinas nao ser
volatil ou apresentar uma volatilidade insuficiente, ou pela fraca absor¢ao no UV-VIS,
necessitando portanto de uma etapa de derivatizacdo antes de serem analisadas. Além
disso, o facto de muitas das micotoxinas serem facilmente detectadas e quantificadas a
baixos niveis de concentracdo, usando o TLC ou o HPLC, nao tem estimulado o

desenvolvimento deste tipo de técnica.

Embora alguns métodos de cromatografia gasosa para a detec¢do e quantificagdo de
patulina em sumo de maga, 4cido penicilico em milho e em arroz e zearalenona em milho,
se tenham tornado disponiveis nos anos 70, a unica vantagem significativa sobre o TLC e
HPLC ¢ a possibilidade de usar acoplado, espectrometros de massa como detectores

altamente selectivos € sensiveis.

Quando operando no modo de monitorizagdo do ido seleccionado, o espectrometro de
massa ¢ um detector muito selectivo e sensivel, que pode ser usado em ensaios
quantitativos de micotoxinas em vdarios produtos. O uso de GC-MS no modo de

monitorizagdo do ido seleccionado tem sido relatado, ndo apenas para a determinacao dos
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tricotecenos, mas casualmente também para varias outras micotoxinas. Contudo, o uso
deste sofisticado sistema ¢ limitado aos laboratorios que tém possibilidades em adquirir

estes equipamentos computorizados caros (van Egmond and Paulsch, 1986).

A utilizacdo da cromatografia gasosa ¢ limitada principalmente a andlise de tricotecenos.
Gragas a evolugdo técnica, a cromatografia gasosa tornou-se uma poderosa técnica na
determinagdo de toxinas deste grupo. A cromatografia gasosa/espectrometria de massa no
modo de monitorizagdo do ido seleccionado ¢ actualmente o pico da sofisticacio
metodoldgica e pode ser usado para detectar e confirmar a presenga de micotoxinas na

gama do pg/Kg, com um alto grau de certeza e confianga (van Egmond and Paulsch, 1986).

Foram relatadas metodologias usando o GC para a PAT, ZEA e esterigmatocistina, mas

ndo sdo largamente difundidas (in hitp:/www.ifa-tulln.ac.at/download/030827095121.pdf). Como atras

referido, trata-se de um método muito mais sensivel que o método TLC na analise dos

tricotecenos, identificando com exactidao o DON, a ZEA e a toxina T-2.

3.4.2 Métodos Imunolbgicos

A cromatografia de camada fina e os métodos LC para determinar aflatoxinas em produtos
alimentares sdo laboriosos e demorados. Frequentemente, estas técnicas requerem
conhecimento e experiéncia de técnicas cromatograficas para resolver problemas de
separacdo e de interferéncia. Através de avancos da biotecnologia, encontram-se agora
comercialmente disponiveis testes especificos baseados em anticorpos que podem
identificar e quantificar micotoxinas em géneros alimenticios em menos de 10 minutos.
Estes testes sdo baseados em afinidades dos anticorpos monoclonais ou policlonais com as
toxinas. Os trés tipos de métodos imuno-quimicos sao o ensaio radio-imunologico (RIA), o

ensaio enzimo-imunologico (ELISA) e o ensaio com coluna de imuno-afinidade (IAC).

Por um acaso, nos anos 80, o ELISA foi aplicado na anélise de amostras no ambito do
Aflatoxin Check Sample Survey Programme, patrocinado pela IARC em Lyon. Foi relatado
que os resultados do ELISA, aplicado a analise de amostras de refei¢des de amendoim e de
milho (naturalmente contaminadas com aflatoxinas em niveis calculados de 210 e 55

ng/kg, respectivamente) apresentavam uma excelente relagdo com os valores médios
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obtidos por outros colaboradores usando o TLC e o HPLC, o que possibilitou um uso mais
alargado do ELISA. A principal vantagem do ELISA ¢ a possibilidade de automatizacao

completa, tornando-a uma técnica muito valiosa nos procedimentos quantitativos rapidos.

Com os avangos que se verificam na instrumentagdo e tecnologia, as técnicas analiticas
utilizadas na deteccdo de micotoxinas também estdo em constante desenvolvimento. O
teste ELISA, também conhecido como teste rapido, ¢ uma técnica semi-quantitativa.
Existem comercialmente disponiveis, varios kits de teste. Estes testes sdo populares porque
ndo sdo caros, sdo faceis de usar e os resultados podem ser obtidos em poucos minutos. Os
ensaios imunoldgicos comercialmente disponiveis sdo produzidos e distribuidos pela 1-
Biopharm (Darmstadt, Alemanha) e Neogen (Lansing, MI, USA). As vantagens incluem
uma exactidao boa, rapido tempo de andlise € como os kits vém completamente equipados
tornam-se faceis de usar em quase todos os laboratdrios analiticos. Os custos elevados

tornam inadequados para programas de monitorizagdo e controlo.

Um teste positivo indica que esta presente uma certa quantidade de toxina na amostra
enquanto que um teste negativo indica que caso a toxina esteja presente, a sua
concentragdo esta abaixo do nivel de deteccao do teste ELISA. Varios kits do teste ELISA

estdo disponiveis para as aflatoxinas, fumonisinas, desoxinivalenol e zearalenona.

Os kits testam uma inica micotoxina, pelo que ¢ necessario um jogo distinto para cada uma
delas. Sao baseados na interac¢ao entre a micotoxina € os anticorpos produzidos contra a
micotoxina. Se a micotoxina, para a qual o kit foi “delineado” para detectar, esta presente
em solucdo, a micotoxina liga-se aos anticorpos na placa. Depois de uma série de solugdes
serem adicionadas e removidas da placa, a presenga da micotoxina ¢ detectada com base

numa mudanca de cor na etapa final.

Alguns kits ELISA sdo projectados para determinar a concentracdo de micotoxina no grao.
Outros sdo projectados para detectar a presenga de micotoxina acima de uma concentragao
especificada, mas ndo podem ser usados para determinar o quanto acima dessa

concentragdo esta presente. Existem kits comerciais de analise baseados em métodos
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imunonologicos tais como o ELISA aprovado como método oficial da AOAC para triagem

de aflatoxinas e o RIA.

A reacgdo de competicdo entre a aflatoxina e um produto enzimo-conjugado (colorido)
indica a auséncia de aflatoxina quando o resultado da prova é um sinal colorido ¢ a
presenca das mesmas em caso de auséncia de cor. Estas técnicas permitem o controlo das

aflatoxinas in situ de um modo rapido, fiavel e simples.

As moléculas pequenas, tais como as micotoxinas, ndo sdo imunogénicas e sao conhecidas
como moléculas que ndo estimulardo a producao do anticorpo por si mesmas. No entanto,
0s anticorpos para um micotoxina especifica podem ser produzidos, conjugando-a com um
portador da proteina, que faz com que a micotoxina se transforme num produto
imunogénico. As varias formas dos anticorpos incluem os tipos policlonal ¢ monoclonal.
Os anticorpos policlonais reagem com os antigenes multiplos ou haptenos num composto
desconhecido, visto que os anticorpos monoclonais reagem somente com 0s antigenes ou
os haptenos especificos. Actualmente, encontram-se j& desenvolvidos ambos os tipos de
anticorpos, policlonais ¢ monoclonais, e disponiveis para identificar diversos tipos de
micotoxinas em amostras utilizando o método ELISA e a cromatografia de imuno-

afinidade (IAC).

3.4.3 Outros métodos

Em laboratorio, podem e devem ser usados métodos mais sofisticados de andlise de
micotoxina por varias razdes. Primeiro por poderem detectar micotoxinas em muitos e
diferentes tipos de ragdes/alimentagdo para animais, e depois para detecta-los de um modo
confidvel e permitir que as concentragdes das micotoxinas presentes possam Ser

determinadas com maior precisdo.

Os métodos de rastreio/seleccdo (screening) sdo particularmente uteis se puderem ser
efectuados de uma forma rapida, facil e econdémica. Devem permitir a deteccdo de
concentragdes da micotoxina em estudo, tdo baixas quanto aquelas detectadas pelos
métodos quantitativos mais evoluidos. Teoricamente, os métodos de seleccdo ndo devem

produzir resultados falso-negativos.
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Os laboratorios requerem métodos simples, robustos e consistentes para a analise de rotina,
com identificagdo inequivoca da micotoxinas suspeitas. Sao necessarios métodos sensiveis,
na ordem dos ng/g, que permitam detectar micotoxinas nos produtos alimentares de modo
a proteger os consumidores, para providenciar dados sobre a exposi¢do pela dieta e para
avalizar a investigagdo cientifica no controlo dos fungos e subsequente produgdo das

respectivas toxinas.

3.4.3.1 Deteccao por U.V.

A radiacdo U.V. ¢ baseada na fluorescéncia que a aflatoxina apresenta sob a ac¢do da luz
ultravioleta num comprimento de onda de 365 nm. Trata-se de uma técnica rapida
comummente usada na determinagdo de uma possivel contaminagdao de aflatoxina em
milho. No entanto, a detec¢do por U.V. é um teste presuntivo pois ndo diz se a aflatoxina
estd presente. A experiéncia demonstrou que os resultados obtidos, raramente sdo falsos
negativos, mas ddo frequentemente falsos positivos. As amostras julgadas como sendo
positivas (em aflatoxinas) pela luz preta devem ser analisadas por um método mais fidvel
para confirmar a presenca da aflatoxina e para determinar a concentragdo em que esta esta

presente.

Uma cor verde brilhante-amarela fluorescente (BGYF) indica a presenca de Aspergillus
flavus e/ou de A. parasiticus, duas espécies produtoras de aflatoxinas. A BGYF ¢ emitida
ndo pela aflatoxina mas pela accdo de enzimas do 4cido kdjico, um metabolito geralmente
co-produzido com a aflatoxina. A presenca de outros organismos, sementes de erva

daninha e outro material estranho pode emitir a BGYF, levando a interpretacdes erroneas.

Ja se falou que os métodos de cromatografia liquida de alta performance/pressdo ou a
analise por cromatografia de camada fina dos extractos fingicos sdo os métodos mais
comummente usados na analise de micotoxinas. Como se viu também, a analise por HPLC
¢ cara, lenta e requer pessoal devidamente preparado. Recentemente, foram desenvolvidos
métodos de avaliagdo computadorizados que tornam esta avaliagdo menos subjectiva. E
entdo de grande interesse desenvolver métodos menos complicados e mais faceis de usar,
que sejam relativamente rapidos e em caso de necessidade possibilitem a andlise de

micotoxinas no campo (in situ).
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Novos e promissores métodos estdo em desenvolvimento; por exemplo, o LC-MS/MS
parece ser muito eficaz na obtencao de niveis de detec¢ao muito baixos na cerveja; o NIR,
a andlise por polarizacdo de fluorescéncia, os biossensores e a tecnologia do nariz

electrénico estdo também actualmente sob investigagcao (M¢éllotte, 2004).

O desenvolvimento dos métodos analiticos seguiu um processo no qual aqueles sao
seleccionados com base nas caracteristicas mais desejaveis ao analista. Tipicamente, isto
conduziu ao desenvolvimento de métodos exactos e sensiveis para a deteccdo de
micotoxinas, dando énfase a pormenores como o aumento da velocidade da andlise ¢ a

diminuic¢ao dos custos dos ensaios.

3.4.3.2 Cromatografia liquida com deteccéo por espectrometria massa (LC-MS)

Estes métodos representam desenvolvimentos razoavelmente recentes na determinagdo de
micotoxinas. As técnicas de LC-MS estdo ja a ter um largo e difundido uso na analise de
micotoxinas apesar dos custos elevados e da necessidade de pessoal experiente. Numerosos
métodos de LC/MS/MS para a determinacdo de micotoxinas foram desenvolvidos e
publicados nos ultimos anos, sendo aceite que nenhuma outra técnica na area analitica de
micotoxinas se desenvolveu tdo rapidamente nos ultimos 10 anos. Contudo até ao
momento apenas uns quantos métodos LC/MS/MS eram baseados em analitos estaveis
isotopicamente marcados, principalmente devido a sua disponibilidade limitada e

qualidade.

Apesar da sua elevada sensibilidade e selectividade, o LC/MS/MS vé a sua aplicabilidade
limitada, devido as interferéncias induzidas pelas matrizes, a eficiéncia da ionizacdo e a
intensidade do sinal entre os padrdes e os analitos, para além da supressao/realce dos ides
devido aos componentes das matrizes, que entram no espectrometro de massa
conjuntamente com os analitos, sendo portanto, fontes potenciais de erros sistematicos. Os
padrdes internos marcados com isOtopos estaveis, possibilitam uma solucdo a estes
problemas, e apenas recentemente, foram introduzidas micotoxinas marcadas
(completamente) com °C, abrindo assim um amplo campo de aplicagdes e melhorias na

analise de micotoxinas (in http://www.engormix.com/lcimsimsi%E2%80%937e7articlesﬁZéLMYChtm).
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A tecnologia de LC/MS abre uma perspectiva de ensaios espectrométricos eficientes para
analises laboratoriais de rotina, pois esta técnica, que em muitos casos utiliza como
detectores, espectrometros de multimassa, pode ser usada para uma vasta gama de
potenciais analitos a serem medidos, sem limitacdes de massa molecular, uma preparacao
muito simples da amostra, ndo exigindo a derivatizagdo quimica, apresentando apenas e
devido a robustez da instrumentacao, limitagdes ao nivel da manutengdo. Assim, o LC/MS
e particularmente o LC acoplado ao MS tandem (LC/MS/MS) tornaram-se muito populares
na andlise de micotoxinas. Recentemente, foi descrito um método de LC/MS/MS para a
determinagdo e validagdo de 39 micotoxinas em trigo e milho. Os analitos analisados
foram a aflatoxina, os tricotecenos do tipo A e do tipo B e seus metabolitos, a zearalenona,

as fumonisinas, as ocratoxinas, entre outros (Sulyok et al., 2006).

3.4.3.3 Espectrometria de Infravermelho Proximo (NIR)

A espectroscopia de infravermelho pode ser acoplada ao GC para dar um padrao espectral
estavel de modo a permitir a caracterizacdo e a quantificagdo de diversas micotoxinas.
Porém esta aplicacdo ¢ altamente técnica e seria impropria num cenario industrial. No
entanto, o interesse em detectar contaminantes fungicos no grao inteiro apenas com a
espectroscopia de infravermelho proximo (NIR) continua a crescer desde o inicio da sua

utilizacdo a cerca de uma década atras (Young and Games; Mossoba et al.; Greene et al. in

http://www.grainscanada.gc.ca/Cdngrain/fusarium/workshop/2003/3rdCWF HB—2003.pdf).

Dowell and Maghirang conseguiram distinguir graos individuais de milho contendo mais
de 100 ppm de fumonisina daqueles que continham menos de 10 ppm. A analise
individualizada do grdo atrasa a rapidez da amostragem e requer tecnologia adicional e
mais cara para funcionar convenientemente. Ruan et al. relataram um limite de detecgdo de
2 ppm em amostras a granel de cevada e uma correlagdo boa entre os métodos NIR e de
GC/MS. Kos et al. ndo referiram nenhuma previsao incorrecta de DON a 2.59 ppm, mas
obtiveram 20% de falsos positivos e 18% de falsos negativos a 1.17 ppm de DON em

milho (in http://Www.grainscanada.gc.ca/Cdngrain/fusarium/workshop/2003/3rdCWFHB—2003.pdf).

Moendo as amostras e registrando os espectros abaixo da pressdao normal, Kos et al. (2003)

conseguiram detectar a DON em quantidades tdo baixas como 0.3 ppm. No trigo,
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Pettersson and Aberg (2003) relataram um limite da deteccao proéximo de 0.4 ppm em
amostras de sementes inteiras. Estes resultados estdo acima dos propostos pelas directrizes
da Holanda de 0.12 ppm para o DON no trigo inteiro. O NIR parece prever o DON tao
bem ou melhor que os sistemas FDK (Fusarium damaged kernels) correntes, embora 0s
testes de campo com o NIR possam ndo ser tdo favoraveis uma vez que os factores que o
NIR mede ndo sdo exclusivos a presenga de DON. Este sistema pode ser uma ferramenta
vidvel para a andlise de amostras com a mesma exactiddo como actualmente sdo
conseguidas. O NIR surge igualmente como uma técnica promissora em cevada (Arganosa

etal. in http://www.,‘zrainscanada.gc.ca/Cdngrain/fusarium/workshop/2003/3rdCWFHB—2003.pdf).

3.4.3.4 Biossensores

Os biossensores continuam a ser sujeitos a investigagdes e desenvolvimento, de modo a
fornecer ferramentas apropriadas e de facil uso na determinagdo de infec¢do fungica e de
toxinas. Esta tecnologia ¢ baseada no uso de anticorpos ou, numa menor extensao, no uso

de enzimas, bactérias e DNA como elementos de reconhecimento.

Outros sistemas de sensores que estdo actualmente a ser investigados para a deteccdo de
micotoxinas incluem sensores opto-quimicos (sensores de fibra-optica, sistemas de quimio-

luminescéncia) e “narizes electronicos” (in hitp://www.leatherheadfood.com/eman2/fsheet2_13.asp).

Os imunossensores podem oferecer certas vantagens sobre os ensaios tradicionais baseados
no método ELISA. As vantagens incluem ensaios mais rapidos, reutilizagdo dos sensores e
a capacidade para monitorizagao continua. Por estas razdes, nos anos recentes, 0 numero €
tipo de imunossensores expandiram rapidamente, € comecaram a aparecer equipamentos

que incluem dispositivos SPR (surface plasmon resonance) e fluorescéncia.

Na bibliografia ¢ relatado o desenvolvimento e aplicagdo de um biossensor para a detec¢ao
simultdnea de quatro micotoxinas numa unica amostra (van der Gaag et al., 2003). A
extraccdo e a etapa de purificagdo da amostra requerem aproximadamente 15 minutos.
Adicionalmente, a medi¢do demora cerca de 10 minutos, incluindo a regeneragdo da

superficie do sensor chip, num tempo total de aproximadamente 25 minutos.
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Maragos and Thompson (1999) demonstraram que os sensores de fibra-Optica podem ser
usados na deteccao rapida de ambas micotoxinas, fumonisinas e aflatoxinas, em solugdao. O
imunossensor para a fumonisina utiliza um formato competitivo e pode ser usado para
detectar a FB1 em milho naturalmente contaminado e infectado. Para amostras altamente
contaminadas, o extracto pode ser injectado apdés uma dilui¢do simples. Para muitas
amostras era necessario reduzir o conteido em solvente, concentrando os extractos em
colunas de afinidade. Os pré-tratamentos da amostra podem ser evitados usando anticorpos

de fumonisinas mais sensiveis.

As toxinas de Fusarium e de Aspergillus testadas podem ser todas detectadas em
concentragdes relevantes. Aplicando os dispositivos SPR comercialmente disponiveis
permite o desenvolvimento de aparelhagem barata que pode ser usada no campo e/ou nos
armazéns de entrada e/ou importagdo. Com o dispositivo SPR, a medigao ¢ feita pelo sinal
gerado resultante da alteragdo de concentracdo de massa que acontece a superficie do
sensor devida a ligacdo/unido das moléculas que interagem, neste caso entre o antigene
imobilizado (micotoxina) e o anticorpo especifico adicionados a amostra. O dispositivo,
que foi também configurado para a zearalenona, era muito sensivel para a AFB1. Um
instrumento usando o SPR foi também usado para detectar uma outra classe de

micotoxinas, as fumonisinas (Mullett et al., 1998).

Os métodos ndo-invasivos ou ndo-destrutivos sdo atractivos porque evitam as etapas de
preparagdo e/ou de extrac¢ao da amostra. Além disso, espera-se que o investimento de
capital e de trabalho para a etapa da manipulacdo e da preparacdo da amostra seja baixo.
No entanto, a etapa da determinagdo, pode envolver um investimento relativamente caro. A
maioria das aplicagdes comerciais de métodos nao-invasivos procura uma interface, com
uma aproximag¢do a das caixas negras, retirando a necessidade de operadores altamente
formados e capazes. Destes métodos, emergiram trés tecnologias para detectar
DON/Fusarium: o nariz electronico, a espectroscopia do infravermelho préximo e a andlise

da imagem do gI‘ﬁO inteiro (in http://www.grainscanada.gc.ca/Cdngrain/fusarium/workshop/2003/3rdCWFHB—2003.pdf).
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3.4.3.5 Nariz Electroénico

A tecnologia do nariz electronico imita o sistema olfactivo humano, pela amostragem do
espago de cabega de uma amostra integral (grao inteiro) com uma variedade de sensores
ndo-especificos e comparando entdo o padrdo das suas respostas com os volateis do espaco
de cabeca para diferenciar as amostras. Estes sensores podem ser feitos de silica ou
polimeros organicos e em fun¢do do nimero de vias, tais como, uma variagdo da
frequéncia num cristal ressonante, uma alteragao na absor¢ao Optica de um corante ou uma
alteragdo na resisténcia eléctrica de um polimero. Uma aplicagdo em amostras de cevada
contendo DON leva aproximadamente 20 minutos, incluindo uma etapa de aquecimento de
2 minutos, uma etapa de ventilagdo durante 30 segundos, uma etapa de deteccdo de 90
segundos e finalmente uma etapa de 15 minutos para regeneragao do sensor entre amostras.
Mais e maior pesquisa neste campo esta, lentamente, a reduzir o tempo de analise, uma vez
que os sensores sdo feitos para adsorver e dessorver os volateis mais rapidamente. O
equipamento ¢ muito caro e exige um treino técnico moderado para operar. O nariz
electrénico pode também ser usado para classificar varios factores relacionados com o odor
em graos. O limitado numero de aplicagdes do nariz electronico, e o factor de tempo
impedem por ora a adopcao desta técnica. A miniturizag¢do e os novos desenvolvimentos na
sintese de polimeros podem eventualmente resolver estes problemas, mas actualmente ¢
ainda uma tecnologia eficaz e util, eliminando diversas etapas no processo analitico (i

http://www.grainscanada.gc.ca/Cdngrain/fusarium/workshop/2003/3rdCWFH B—2003.pdf).

3.4.3.6 Andlise de Imagem (Image analysis)

A analise de imagem e os avancos na tecnologia informatica em meados dos anos 80
fizeram com que os investigadores comegassem a propor a discriminagdo entre classes de
trigo e variedades pela anélise de imagem. Shatadal et al. desenvolveram um software o
qual permite que sementes individuais do grao possam ser reconhecidas e analisadas dentro
de uma amostra compacta de grdos. Majumdar and Jayas propuseram modelos para
classificar graos de cereal pela morfologia, cor, textura e pela combinag@o dos trés. Luo et
al. usaram a machine vision e a aproximagao ndo-paramétrica para diferenciar as sementes
de trigo saudaveis das danificadas com exactidao superior a 90%. Kokko et al. procederam
a detecg¢do de FDK usando a andlise de imagem e redes neurais em sementes individuais.

Ruan et al. relataram um coeficiente de correlagdo de 0.96 entre o FDK estimado e real
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usando a machine vision e redes neurais e em amostras de sementes. Delwiche and Moon
trabalham na andlise de imagem para detectar impurezas nos graos de trigo (in

http://www.grainscanada.gc.ca/Cdngrain/fusarium/workshop/2003/3rdCWF HB—2003.pdf).

Wiwart et al. referem uma relagdo forte entre os componentes coloridos, tom, saturagdo e
luminosidade, de sementes por espiga ou um milhar de sementes, sugerindo o potencial da
classificagdo da imagem na deterioragdo pelo Fusarium no triticale. A comercializacdo da
machine vision esta iminente através de um sistema de andlise de imagem chamado
AcurumTM (www.acurum.com) através da DuPont Canada Inc., que escolhe amostras de um
grande numero de sementes individuais em poucos segundos. As tecnologias Hinz
comercializam uma maquina de leito horizontal sob o nome de TrueGrade

(www hinztechnologies.com/truegrade.html), que estd actualmente disponivel para classificar lentilhas,

feno e massas. Esta maquina faz varrimentos de uma camada planar de material, melhor do
que em unidades individuais e existe algum interesse em expandir para o trigo. Ambas as
maquinas ndo estdo aprovadas para detectar com precisdo e exactiddio o FDK sob
circunstancias comerciais. Uma melhor medi¢do dos niveis de FDK numa amostra levara a
uma classificagdo mais precisa, mas ainda assim somente permitird uma estimativa dos

niveis de DON (in http://www.grainscanada‘gc.ca/Cdngrain/fusarium/workshop/2003/3rdCWFHB—2003.pdf).

3.4.3.7 Inactivacdo Quimica

Existem numerosos estudos que avaliaram o uso de produtos quimicos para a inactivagao e
redu¢do do perigo de determinadas micotoxinas. A maioria dos estudos ocupa-se, no

entanto, das aflatoxinas e aplicagdo a alimentac¢ao animal.

A ammoniation (tratamento com amonia) ¢ o método quimico que maior atengdo recebeu
na investigacdo cientifica. A avaliacdo extensiva deste procedimento demonstrou que ¢ um
modo eficaz e seguro para descontaminar ragdes contaminadas com aflatoxinas, sendo
menos eficaz na descontamina¢do das fumonisinas. Mais de 99% efectivo, este processo
foi usado selectivamente com sucesso nos Estados Unidos, Franga, Senegal, Sudao, Brasil,
México e Africa do Sul, em alguns casos durante aproximadamente 20 anos (i

http://www.fao.org/docrep/X2100T/x21 00t07.htm) .

117


http://www.grainscanada.gc.ca/Cdngrain/fusarium/workshop/2003/3rdCWFHB-2003.pdf�
http://www.acurum.com/�
http://www.hinztechnologies.com/truegrade.html�
http://www.grainscanada.gc.ca/Cdngrain/fusarium/workshop/2003/3rdCWFHB-2003.pdf�
http://www.fao.org/docrep/X2100T/x2100t07.htm�

Outros métodos

Os dois processos de tratamento com amoénia largamente usados para a descontaminacao
de aflatoxina no milho, amendoins, sementes de algodao e géneros alimenticios sdo a alta
pressdo/alta temperatura (HP/HT) e pressdo atmosférica/temperatura ambiente, sendo o
processo de HP/HT usado na operagdes do moagem das ragdes e a AP/AT essencialmente

no campo.

A nixtamalization, o tratamento alcalino tradicional do milho usado na fabricagdao de
tortilhas na América Latina, degrada parcialmente as aflatoxinas e fumonisinas, mas as
moléculas residuais podem ser regeneradas por processos digestivos ou tornar-se mais
toxicas. A adi¢do de agentes de oxidacao, tais como o peroxido de hidrogénio, mostrou ser
uma ajuda eficiente na mnixtamalization. Estes quimicos degradam as aflatoxinas e
fumonisinas, reduzindo assim a toxicidade. Alguns estudos recentes mostraram que o
peroxido de hidrogénio (4gua oxigenada) e bicarbonato de sodio sdo eficientes na
degradacao/desintoxicagdo simultanea de aflatoxinas e fumonisinas. Outros processos
quimicos promissores no controlo de aflatoxinas sdo o uso de cloreto de sddio durante o
processamento térmico, de bissulfito de s6dio a varias temperaturas e ozonizac¢ao (in

http://www.fao.org/docrep/X2100T/x21 00t07.htm) .

Algumas fases no processo industrial podem reduzir algumas micotoxinas até certo grau
por intermédio da inactivacdo térmica, mas algumas micotoxinas sdo quimicamente
estaveis e ndo serdo completamente destruidas as temperaturas de processamento. O modo
mais satisfatorio para destruir micotoxinas que ja se tenham formado ainda nado foi

identificado.

A irradiagdo pode também ser uma opc¢dao no controlo de micotoxinas. No entanto, a
irradiacdo apenas devera ser considerada como um método de controlo dos fungos
produtores de micotoxinas em certos produtos, pois legalmente a dose maxima para a
irradiagdo de produtos alimentares ¢ de 3 Kgray e estudos indicam que para o controlo de
aflatoxinas sdo € necessaria uma dose na ordem dos 500 Kgray e para a ocratoxina A de 75

Kgray.
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O site http://www.ars.usda.gov/research/projects/projects.htm? ACCN_NO=404001&fy=2003 apresenta uma série de
projectos sobre os métodos desenvolvidos recentemente para andlise de micotoxinas bem
COmO O Site hitp:/www.vicam.com/products/mycotoxin.html Onde sdo disponibilizados testes rapidos para

detectar com precisdo algumas toxinas fingicas.

Os desenvolvimentos recentes nas tecnologias e equipamentos permitiram o aparecimento
de outras técnicas para a detec¢do de micotoxinas, com particular destaque para os
biossensores, especificamente, o desenvolvimento das seguintes tecnologias: surface
plasmon resonance, sensores de fibra oOptica, lateral flow e dipstick devices, polarizagdo
por fluorescéncia e time-resolved fluorescence, microbead assays e imunoensaios
electroforéticos capilares. O desafio que se coloca as estas tecnologias emergentes ¢
demonstrar as vantagens em relagdo as técnicas convencionais e ja estabelecidas nos

laboratorios de analise (Maragos, 2004).

Os métodos rapidos para a andlise de micotoxinas tém-se tornado cada vez mais
importantes e arroga-se que este tipo de métodos deve possuir algumas caracteristicas
basilares como sejam: devem ser faceis de usar, ser relativamente rapidos e capazes de

testar micotoxinas no campo.

3.4.3.8 Polarizacédo de fluorescéncia

Com a andlise por polarizacdo de fluorescéncia de toxinas, um marcador consiste na toxina
ligada a uma molécula fluorescente em vez de estar ligada a uma enzima como no ELISA.
No lugar de medir a intensidade da fluorescéncia, ¢ medida a velocidade de rotagao do
fluoroforo pela sua polarizagdo. Se o fluordforo estd ligado a uma molécula grande, a
velocidade de rotacdo ¢ reduzida e a polarizagdo aumentada. Consequentemente, uma
competicao entre o DON, por exemplo, numa amostra e 0 DON ligado a uma fluoresceina
por um anticorpo, como o anticorpo se liga ao conjugado do fluoréforo, a rotacao deste &
reduzida e a polarizagdo ¢ aumentada. A vantagem deste método ¢ que pode ser usado
mesmo em solugdes opacas, e, tal como o ELISA, ndo necessita de purificacdo da amostra.
Enquanto na andlise de amostras de trigo foram obtidos bons resultados, as amostras de
milho ndo apresentaram uma tdo boa correlacdo comparando com a andlise com HPLC

(Maragos et al., 2002).
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Nao querendo alongar em demasia este capitulo sobre as metodologias analiticas para a
determinagdo das micotoxinas, julga-se no entanto relevante fazer referéncia a um artigo
de revisdo geral sobre a andlise de micotoxinas utilizando os chamados métodos rapidos
apresentando o principio basico de cada método assim como as vantagens e limitagdes de
cada um deles, normalmente mais onerosos ¢ mais demorados Zheng et al. (2006). Os
métodos enunciados sdo o ELISA; o imunoensaio baseado no flow through membrane; os
ensaios fluorométricos com purificacdo com IAC (immunoaffinity column) ou com colunas
SPE (solid phase extraction) e a polarizagdo por fluorescéncia. Estes métodos encontram-
se ja disponiveis comercialmente e para além de fidveis, sdo seguros. Esta revisdo enuncia
ainda outras tecnologias emergentes, com potencial de aplicagdo na andlise de
micotoxinas, como sejam, a Evanescent wave technology, nomeadamente o biossensor de
surface plasmon resonance e o imunosensor de fibra Optica, os MIP’s (molecular

imprinted polymers), a tecnologia de microarray e a tecnologia Luminex xMAP®.

3.5 CONFIRMACAO DA IDENTIDADE

Embora as metodologias analiticas possam consistir apenas na extrac¢do, purificacao e
passos de quantificagdo, os resultados das andlises por tais métodos devem ser similares
quando estes sdo aplicados correctamente. Nao estando a confianga dos dados quantitativos
em questdo, o problema a ser resolvido ¢ a confirmacio da identidade das micotoxinas. E
por demais aceite que a confirmagdo das amostras positivas ¢ indispensavel para assegurar

a qualidade da analise.

Como acima visto, as micotoxinas sdo detectadas e determinadas por procedimentos
analiticos baseados em propriedades fisicas, quimicas e bioldgicos, como por exemplo,
absorvancia ultravioleta, fluorescéncia, solubilidade e tempos de retengdo cromatografica
durante o TLC e ou cromatografia liquida. Embora estes métodos sejam uteis para a
determina¢do da quantidade de micotoxina, eles falham na especificidade pelo que (por
vezes) € necessaria uma etapa de identificacdo/confirmag¢ao da micotoxina. Assim, para a
aceitacdo dos resultados analiticos baseados nestas propriedades, especialmente para fins

de regulamentacao, a prova de identidade do composto a ser analisado ¢ essencial.
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Inumeros testes foram concebidos para a confirmagdo da identidade. Estes incluem os
testes baseados nos efeitos toxicologicos observados em animais; em testes quimicos
baseados na formagdo dos derivados tais como acetatos e aductos da agua; e testes
baseados em mudangas da cor de pontos/manchas do TLC apds o contacto com reagentes

de revelagdo, como por exemplo, o acido sulftrico.

Todos estes testes apresentam incertezas intrinsecas na interpretacdo da identidade das
micotoxinas. Dai que as técnicas de confirmagdo da identidade mais usadas envolvam a
derivatizacdo quimica ou a espectrometria de massa, sendo este um dos métodos mais
especificos de identificagdo disponivel. No entanto, encontra alguma dificuldade de
aplicacdo devido as baixas concentragcdes em que as micotoxinas sdo rotineiramente

detectadas.

3.6 A METODOLOGIA ANALITICA POR MICOTOXINA

3.6.1 Aflatoxinas
3.6.1.1 EXTRACCAO E PURIFICACAO

Ali et al. (2005) apresentaram um método, que envolve a dilui¢do dos extractos das
amostras de ervas medicinais com Tween 20-phosphate buffered saline (1:9, v/v) e um
sistema cromatografico usando uma fase movel isocratica composta por agua-metanol-
acetonitrilo (70:20:10, v/v/v), e que mostrou ser efectiva na separa¢do das AFBI, AFGI e

AFQG2 das substancias interferentes.

A extracgdo e purificacdo das amostras eram efectuadas usando um método relatado em
trabalho anteriores usando IAC com algumas modificagdes. Os extractos das amostras
foram diluidos cinco e sete vezes usando diferentes diluentes, nomeadamente PBS, dgua,
Tween 20-PBS (1:9 e 2:8, v/v) e Tween 20-agua (1:9, v/v). Os extractos diluidos cinco
vezes com Tween 20-PBS (1:9, v/v) apresentaram melhor resultados de recuperagao. No
método aplicado neste estudo, a 5 g de amostra adicionou-se 1 g de cloreto de sddio, e

extraiu-se com 25 ml de uma mistura metanol-agua (7:3, v/v) (Ali et al., 2005).

As aflatoxinas B e G foram extraidas das amostras de cereais, ovos, frutos de casca rija

(e.g.: nozes) e produtos derivados com uma mistura de metanol/agua. O correspondente
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extracto foi diluido com agua antes de ser purificado numa coluna de imunoafinidade. A
AFMI1 foi extraida das amostras de leite e produtos lacteos (queijos, manteiga e produtos
lacteos frescos), usando diclorometano e depois lavada com hexano. O extracto resultante
foi purificado numa coluna de imunoafinidade. Para o leite, as amostras foram purificadas

directamente em colunas de imunoafinidade.

Segundo Sales and Yoshizawa (2005) as amostras de arroz eram extraidas e purificadas de
acordo com um método oficial japonés para andlise de aflatoxinas em alimentos (Japan
Ministry of Health, Welfare and Development 2002). As amostras eram derivatizadas pela
adicao de 100 ml de acido trifluoroacético (TFA) (Wako Pure Chemical Industries Ltd.,
Osaka, Japan) antes da andlise por HPLC. Li et al. (2001) também usou um método
analogo em amostras de milho positivas para aflatoxina, as quais foram extraidas com
cloroformio/agua (10:1, v/v), purificadas numa coluna de florisil e determinadas

quantitativamente por HPLC apos derivatizagdo com acido trifluoroacético.

Vega (2005) relatou que amostras de manteiga de amendoim foram extraidas com uma
solugdo metanol 15% cloreto de sodio (7+3) seguida por uma segunda extraccdo com
metanol apenas. O extracto foi sujeito a uma purificagdo usando uma coluna de
imunoafinidade Vicam Aflatest®. Este método de extraccdo e o método oficial AOAC
991.31 produziram resultados comparaveis usando amostras de manteiga de amendoim. No
entanto, revelou-se mais rapido e para além disso, o consumo de solventes organicos foi

diminuido em 85% quando comparado com o método AOAC.

A aflatoxina M1 ¢ um componente polar fraco e ¢ extractdvel com solventes tais como o
metanol, a acetona, o cloroférmio ou combinagdes destes solventes com dgua. Na pratica, a
escolha do solvente depende dos procedimentos de purificagdo e de separagdo. Vdrias
misturas de metanol e 4gua, acetona e 4gua e acetona, cloroféormio e dgua foram usadas

para extrair a aflatoxina M1 do leite em pd (in FAO - Food and Nutrition Paper 74).
No primeiro método eficaz para a determinacao da AFM1 no leite, foram usados como os

solventes da extrac¢do, o metanol e a 4gua, o qual foi sendo modificado, conduzindo a um

método apropriado para estudos colaborativos. O método de Stubblefield and Shannon
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envolvia a extrac¢do com acetona e dgua, precipitagdo com solugdo de acetato de chumbo
para desproteinizar o leite e uma etapa de desengorduramento com hexano. Um avango
mais recente na extrac¢do quantitativa da aflatoxina M1 e da subsequente etapa de
purificagdo ¢ uso de cartuchos do imunoafinidade. Estas colunas sdo compostas por
anticorpos monoclonais especificos para a aflatoxina M1, os quais sdo imobilizados em
Sepharose® e sao empacotados em pequenos cartuchos. O primeiro método publicado para
a aflatoxina M1 com colunas de imunoafinidade ¢ devido a Mortimer et al. (i

http://www.inchem.org/documents/jecfa/ iecmono/v47ieO2.htm) .

O uso de kits de imunoafinidade para purificacdo de extractos de leite foi
subsequentemente introduzido e a combinagdo da purificagdo por imunoafinidade e
cromatografia liquida oferece o melhor modo para a purificagdo eficiente e determinagado
precisa de concentragdes baixas de aflatoxina M1. Esta combinagdo ¢ largamente usada em
algumas partes do mundo, por exemplo, na UE, onde estdo em vigor limites baixos para a
aflatoxina M1 no leite, sendo o método executado com sucesso pelos laboratorios

nacionais de referéncia para o leite e produtos derivados (Dragacci et al., 2001).

Foram desenvolvidas e estdo a ser validadas alternativas mais baratas baseadas na
purificagdo por imunoafinidade com TLC e densitometria computorizada. Um
desenvolvimento interessante ¢ o teste de campo portatil envolvendo um ensaio
imunoenzimatico, baseado no fluxo através da membrana (membrane-based flow-through

enzyme immunoassay), que pode ser executado no campo (Sibanda et al., 1999).

3.6.1.2 DERIVATIZACAO

A intensidade da fluorescéncia das aflatoxinas pode ser melhorada por derivatizacdo pré-
coluna com é&cido trifluoroacético ou por derivatizacdo pds-coluna com iodo ou bromo
(Kok, 1994). Num outro estudo, Trucksess et al. (2006) utilizando amostras de ginseng ¢
de outras raizes (botanicas) compararam trés técnicas de derivatizacdo para melhorar a
fluorescéncia das aflatoxinas: 4cido trifluoroacético pré-coluna, bromagdo pds-coluna e
irradiagdo UV pds-coluna. Varios autores referem-se a uma (ou combinagdo) destas

técnicas de derivatizacdo como a mais adequada na analise das varias aflatoxinas.
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3.6.1.3 DETECCAO E QUANTIFICACAO

Existem varios métodos analiticos disponiveis para a determinag¢do de aflatoxinas, nos
quais (e os mais correntemente usados) se incluem o TLC, o LC (HPLC) e os ensaios

imunoloégicos (ELISA) (D’Ovidio et al, 2006).

O HPLC e em alguns casos, o TLC s3o claramente os métodos preferencialmente
utilizados na analise de AF’s devido a sua simplicidade e praticabilidade. Desde 1990, foi
considerado como método oficial da AOAC e o escolhido para identificar e quantificar
aflatoxinas em quantidades tdo baixas quanto 1 ng/g. No entanto, apresenta algumas
desvantagens como a baixa sensitividade e uma precisdo pobre. O método cromatografico
preferencial para deteccdo da aflatoxina ¢ o HPLC-FLD, com um nivel de ruido baixo e
eficiente e detec¢do por fluorescéncia robusta e quantitativa. No entanto, as aflatoxinas tém
uma fluorescéncia nativa fraca, que pode ser ampliada por derivatizagdo pré- ou pods-

coluna (Sforza et al., 2006).

No entanto, ¢ também relatado o uso de métodos imunoquimicos, nomeadamente o método
ELISA, considerados selectivos (com apreciavel especificidade), sensiveis e rapidos, com
recurso a reac¢des antigene-anticorpo. Inclusivamente, tém sido mais frequentemente

usados na determinacdo de aflatoxinas em produtos alimentares (Leszczunskz et al., 2000).

Para a determinacdo das aflatoxinas B e G, existe um método que foi validado de acordo
com a NF V03-110 (padrdo). A andlise ¢ executada usando o HPLC com uma coluna C18
e derivatizagdo pos-coluna com bromo. Para a aflatoxina M1, o método usado foi validado
de acordo com os principios da NF V03-110 (padrao) e segue os principios da ISO EN
14501 (padrdo). As andlises sdo executadas usando o HPLC com uma coluna C18 com

detecgao fluorimétrica (Leblanc et al., 2005).

Para a determinag¢do de aflatoxina total, em produtos alimenticios a base de milho
comercializados no Brasil foram utilizadas as técnicas de ensaio imunoenzimatico (ELISA)
e cromatografia em camada fina (TLC) (Amaral et al., 2006). A recuperacdo média do
método foi de 109.5 % para as aflatoxinas. Os limites de detec¢do para a AFB1, AFB2,
AFGI1 e AFG2 foram: 3.2 pg/kg, 1.4 pg/kg, 3.2 ng/kg e 0.5 pg/kg, respectivamente. Os
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resultados foram semelhantes aos encontrados por varios autores. Os limites de deteccdo
obtidos por Milanez et al. (2006) para o método TLC foram 2.5 ug/kg para AFB1 e AFGI
e 1,0 pg/kg para AFB2 e AFG2. Vargas et al. (2001), utilizando TLC com detec¢do por
densitometria de fluorescéncia, obtiveram os seguintes limites de deteccdo e recuperagao
para amostras adicionadas com AFB1, AFB2, AFGIl e AFG2: 0.20 ng/kg e 94%, 0.10
ngkg e 85%, 0.19 pg/kg e 94% e 0.10 pgkg e 97%, respectivamente. Os resultados
obtidos permitem concluir que a utilizagdo do ELISA ¢ adequada para uma determinagdo
rapida, simples e com baixa utilizacdo de solventes organicos de aflatoxinas em amostras
de milho e derivados, desde que os resultados sejam sempre confirmados por outras
técnicas alternativas, de modo a e evitar resultados falso-positivos e/ou falso-negativos

(Amaral et al., 2006).

Ali et al. (2005) usaram o HPLC para determinar aflatoxinas usando colunas analiticas
Capcell Pak C18 UG120 (Shiseido Fine Chemicals, Tokyo, Japan) e Shim-pack CLC-ODS
(Shimadzu Co. Ltd., Kyoto, Japan), ambas com tamanho de particula de 5 pum, 250 - 4.6
mm. O sistema cromatografico, escolhido para este estudo, usou uma coluna Shim-pack
CLC-ODS e fase movel com a razdo de 70:20:10, tendo sido efectiva na separacdo de
AFBI1, AFG1 e AFG2 dos interferentes nos seus tempos de retencdo. A analise com HPLC
foi conduzida como descrita no método oficial japonés para a analise de aflatoxinas em
alimentos (Japan Ministry of Health, Welfare and Development 2002). A fase movel era
constituida por acetonitrilo:metanol:agua (10:25:65) que foi desgaseificada por sonicagdao
antes de ser utilizada. As aflatoxinas e seus derivados foram detectados nos comprimentos
de onda de excitagdo ¢ da emissdo de 365 ¢ de 450 nm, respectivamente (Sales and

Yoshizawa, 2005).

Foi relatada a detec¢do por FID, o que permitiu a separacdo das AFB1, AFB2 e AFGI,
AFG2 numa coluna de fenilmetilsilicone de 5% (Goto et al., 1988). As colunas de silica
fundida revestidas com metilsilicone foram também usadas num estudo conduzido por

Trucksess et al. (1984).

A maioria de métodos analiticos quantitativos para a aflatoxina M1 envolve o TLC ou o

HPLC. Com o desenvolvimento da cromatografia liquida nos anos 80, a maior parte dos
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laboratérios abandonou o uso do TLC na andlise da aflatoxina M1. Os métodos
quantitativos que foram desenvolvidos e validados para a aflatoxina M1 no leite e produtos
derivados foram originalmente projectados para analisar o leite em p6. Muitos destes
métodos foram desenvolvidos para a andlise de leite e leite em pd mas podem ser
utilizados para outros produtos lacteos. O TLC com detecgdo por fluorescéncia foi usado
para a separagao, deteccdo e quantificacdo finais. O estudo colaborativo foi bem sucedido
(Stubblefield and Shannon, 1974b) e o método tornado oficial para a aflatoxina M1 pela

AOAC c dO IUPAC (in http://WWWAinchem.org/documents/iecfa/iecmono/v47i602.htm).

Foram também descritos testes de rastreio (screening) usados na analise da aflatoxina M1
em leite e produtos derivados e que sdo usualmente de natureza imunoquimica e incluem
ensaios imuno-radioldgicos e ELISA. Os primeiros encontraram pouca aplicagdo na
determinagdo e investigacdo rotineira de AFMI, sendo o método ELISA (um dos
imunoensaios enzimaticos mais comuns) aquele que ¢ o mais frequentemente usado.
Sibanda et al. (1999) relatam o desenvolvimento de um imunoensaio rapido e portatil para

a determinagdo de AFM1 em leite.

A combinagdo da purificacdo por imunoafinidade e cromatografia liquida oferece o melhor
modo para a purificacdo eficiente e determinagdo precisa de concentragdes baixas de
aflatoxina M1 e ¢ largamente usada em algumas partes do mundo, como por exemplo na
Unido Europeia, onde estdo em vigor limites baixos para a aflatoxina M1 no leite, sendo o
método executado com sucesso pelos laboratorios nacionais de referéncia para o leite e
produtos derivados (Dragacci et al., 2001). O método pode, no entanto, ser demasiado caro
para o uso rotineiro em paises em vias de desenvolvimento. Uma alternativa interessante
menos onerosa sera um método que combine a purificagdo por imunoafinidade com o TLC
e um densitémetro de baixo custo, computorizado. Com os métodos de analise modernos,

em amostras de leite, a AFM1 pode ser determinada em concentragdes bem abaixo de 0.05

ng/ke.
Existem comercialmente disponiveis varios métodos ELISA competitivos directos para a

aflatoxina M 1. Uma utilizacdo bem sucedida de um ELISA competitivo directo, em que os

resultados foram confirmados por um método validado de HPLC, envolvia o ELISA na
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determinagdo de aflatoxina M1 em leite pasteurizado, formulas infantis, leite em pd e
iogurte (Kim et al., 2000). Estes autores concluiram que os resultados para a aflatoxina M1
obtidos com o ELISA eram similares aos obtidos por HPLC. Num estudo, no qual o
ELISA e HPLC com purificagdo por imunoafinidade foram comparados, esta ultima
técnica mostrou ser superior (Biancardi, 1997). Para fins reguladores, os resultados

positivos com o método ELISA devem ser confirmados por um método de referéncia.

Como referem Lee et al. (2004), nas duas ultimas décadas verificou-se um rapido
desenvolvimento de métodos ELISA para a aflatoxina e seus metabolitos devido a sua
adaptabilidade, sensibilidade e selectividade. Apresentam mesmo alguns exemplos, como
sejam, o ELISA especifico para AFB1, AFB2, AFG1, o total das aflatoxinas e cada um dos
seus principais metabolitos - AFB2a, AFQI1, e AFMI.

O método ELISA mostrou-se simples, rapido e com menor uso de solventes organicos,
porém apresentou resultados presuntivos positivos e negativos, tornando necessaria a

confirmagdo da identidade das micotoxinas pesquisadas por TLC (Amaral et al., 2006).

OUTROS METODOS

A espectrometria de massa pode também ser aplicada para a deteccdo e identificagdo de
aflatoxinas. Uma primeira aproximacao a analise de aflatoxinas usando uma interface LC
thermospray/MS foi introduzida por Hurst et al. Apds a extracgdo de amostras de
amendoim por um método de SPE, usaram o HPLC acoplado a um detector MS

thermospray para a determinacdo das AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2.

Cappiello et al. relataram o uso de coluna capilar em fase reversa acoplada a uma interface
modificada particle beam para a determinagdo de aflatoxinas em amendoins. Nos ltimos
anos, novas “geracdes” de instrumentos MS/MS tandem permitiram atingir limites de
deteccdo compardveis aos obtidos com detectores de fluorescéncia, estimulando o
desenvolvimento de métodos LC/MS para a confirmagdo de amostras ja identificadas com
positivas com a detec¢@o por fluorescéncia. No entanto, ¢ importante ter em mente que a
vantagem da especificidade dos detectores de MS ndo ¢ (frequentemente) essencial na

determinagdo de aflatoxinas (Sforza et al., 2006).
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O LC-MS tem sido uma técnica muito usada na identificacao de aflatoxinas (B1, B2, G1 ¢
G2), pois ndo ¢ necessaria a derivatizacao, o que faz aumentar a sensibilidade € no modo
Selected Ion Monitoring (SIM), podem ser detectados a niveis tdo baixos na ordem dos
picogramas. A adi¢cdo de bisulfito de sédio como um agente de derivatizacdo conduz
apenas a formacao de aductos dos metabolitos B1 ¢ G1. Embora os limites de detec¢do do
MS fossem muito aceitdveis, a quantificagdo era totalmente insatisfatoria, devido as
interferéncias nos cromatogramas de massa. Um bom exemplo dos problemas usualmente
encontrados quando se usa o LC/MS/MS para a determinagdo de aflatoxinas ¢ dado por
Vahl and Jorgensen. O uso de detectores MS em métodos LC confirmatorios foi também
relatado por Trucksess et al. que usando um método LC/APCI-MS/MS confirmaram
contaminagdes de aflatoxina em amostras de Incaparina, uma mistura de milho e
cottonseed flour com adi¢do de vitaminas, sais minerais e um preservante (Sforza et al.,

2006).

Uma recente comparacdo directa de FLD, deteccdo MS e teste ELISA foi descrita por
Blesa et al., que aplicou um procedimento novo de extraccdo [matrix solid phase
dispersion, (MSPD)] antes da determinagao por LC de aflatoxinas em amendoins. E mais
recentemente ainda, Takino et al. apresentaram um método optimizado LC/APPI-MS
(single quadrupole analyzer) para a detec¢do de aflatoxinas em varios alimentos (milho,
amendoins, nozes, pimenta). Esta técnica parece ser menos afectada pelas interferéncias da
matriz, quando comparada com as técnicas de ESI e APCI, resultando em sinais mais

estaveis e melhores limites de deteccao (Sforza et al., 2006).

Pazzi et al. (2005) aplicaram o HPLC-APCI-MS (APCI: ionizacdo quimica a pressao
atmosférica) para a determinacao de aflatoxinas B1, B2, G1, G2 ¢ M1, M2 em amostras de
leite inteiro, ragdes de milho ¢ em amostras contaminadas artificialmente de amendoim
explorando vérios modos de andlise espectrométrica de massa (MS/MS, MS3 e SRM:
Selected Reaction Monitoring), a fim de optimizar selectividade e sensibilidade.
Concluiram que o uso de HPLC-MS-APCI garante uma técnica eficaz para a determinagao
das aflatoxinas B1, B2, G1, G2, M1, M2 nos varios extractos de produtos alimentares e
que a alta especificidade do MS permite determinar as seis aflatoxinas, reduzindo a

purificagdo da amostra a0 minimo.
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Existem muitos métodos de analise disponiveis para a determinagao da AFMI1 em leite e
produtos derivados, tanto para avaliagdes screening como quantitativas. Os limites de
deteccao decresceram ao longo dos anos, enquanto a precisdo dos métodos melhorou. Com
métodos de andlise modernos, a AFM1 pode ser determinada em concentragdes bem
abaixo de 0.05 pg/kg de leite. Foram desenvolvidas e estdo a ser validadas alternativas
mais baratas baseadas na purificagdo por imunoafinidade com TLC e densitometria
computorizada. Um desenvolvimento interessante ¢ o teste de campo portatil envolvendo
um imunoensaio enzimatico, baseado no fluxo através da membrana (membrane-based

Sflow-through enzyme immunoassay), que pode ser executado no campo (Sibanda et al.,

1999).

3.6.1.4 CONFIRMACAO

Ali et al. (2005) efectuou uma confirmacao qualitativa dos resultados obtidos, comparando
os cromatogramas de HPLC do “complexo” TFA-extracto de amostra derivatizado e nao
derivatizado para as intensidades de fluorescéncia das AFB1 ¢ AFG1 tendo realizado para
cada amostra e para a confirmacgdo quantitativa, um sistema HPLC similar (derivatizagdo
pos-coluna) equipado com um reactor fotoquimico (Aura Industries, Inc., New York,
USA). A identidade das toxinas foi confirmada por reac¢des de derivatizagdao e avaliada
com os padrdes por cromatografia de camada fina. Madhyastha and Bhat desenvolveram
um método em minicoluna, usando H,SO4 20%, HC1 20% ou TFA em HNO3 20%. Todos
estes acidos mudaram a fluorescéncia de azul para amarelo, com o TFA em HNO; 20% a
apresentar o limite de detection mais baixo. O método AOAC para a confirmacdo da
aflatoxina ¢ baseado na reac¢ao do TFA com as aflatoxinas B1, G1 ou M1. Trucksess et al.

publicaram um método rapido de TLC usando uma coluna de silicagel na purificagdo e

conﬁrmag:ﬁo pOI' GC-MS (in http://www.fao.org/docrep/xSO36€/x5036E0m.htm).
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3.6.2 Fumonisinas
3.6.2.1 EXTRACCAO E PURIFICACAO

A capacidade de extrac¢ao das fumonisinas a partir de produtos a base de milho pode
variar significativamente e ser influenciada por factores como a composi¢do quimica da
matriz, o tipo de solvente de extrac¢do e respectivo volume, o pH do solvente de extraccao

e outras condigdes experimentais (Voss et al. citados em Lino et al., 2006b).

Para a avaliag@o actual e nos laboratorios que forneceram dados de ocorréncia natural das
fumonisinas no milho e alimentos derivados do milho, a técnica predominantemente usada
foi a cromatografia liquida, juntamente com a extrac¢do com solvente, extraccdo em fase
solida (para a purificacdo das amostras) e quantificacdo pela formacdao de derivados
fluorescentes de o-ftaldialdeido. Os limites da detec¢do eram geralmente inferiores a 50

mg/kg e a recuperagdo analitica maior do que 70% (in WHO Technical Report Series 906).

Por se tratarem de moléculas fortemente polares, as fumonisinas sdo soluveis em agua e
solventes polares e insoliveis em solventes organicos. A sua extrac¢ao a partir de matrizes
alimentares ¢ conseguida usando 4gua, acetonitrilo e metanol. Verificam-se, no entanto,
variagdes no que diz respeito a mistura dos solventes, bem como no que se refere as
proporgdes relativas usadas e na quantidade de amostra usada no processo extractivo,

variando entre 5 g e 50 g (Kedera et al., Lombaert et al. citados em Lino et al., 2006b).

De entre os processos de extrac¢do aplicados a determinacdo de fumonisinas observa-se
que a mistura metanol/agua ¢ a mais amplamente utilizada. As propor¢des empregues sao
variaveis; existindo referéncias a proporgoes de 4:1, de 3:1 como ¢ o caso de Gelderblom
et al. ao extrairem pela primeira vez FB1 e FB2 de culturas de milho contaminadas com
Fusarium moniliforme MRC 826 e de Shephard et al. quando desenvolveram o primeiro
método de HPLC para determinacdo simultanea de FB1 ¢ FB2 em milho naturalmente
contaminado e em ragdes; € outros autores, como por ex. Sydenham et al., Pifieiro et al.,
Castella et al., Picco et al.; Bankole and Mabekoje, que também adoptaram esta proporg¢ao,

ou ainda a propor¢ao de 70:30 (Lino et al., 2006b).
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A extrac¢ao em milho e derivados; cereais e outros alimentos ¢ feita usando MeOH-+H,O
(70:30). Em ragdo, milho e derivados ¢ conseguida com MeOH+H,0O (3:1) seguida de
purificagdo com SAX e ou resinas XAD. Em amostras de cereais infantis, verifica-se a
utilizagdo de MeOH+ACN+H,0 (1:1:2) seguida de purificagdo em colunas C18. No caso
de amostras de tortilha, ha relatos do processo de extraccdo com ACN+NaH,PO, a pH 3.0,
ACN+NaH,;PO4 (1:1) apH 3,0 e EDTA+MeOH (1:1) (Lino et al., 2006b).

Para a extrac¢do de fumonisinas de cornflakes, foram avaliados o MeOH/H,O (ajustado a
pH 4 com HCI; 70:30, v/v), ACN/MeOH/H,O (25:25:50, v/v/v) e ACN/MeOH/H,0
acidificado (25:25:50, v/v/v; pH 4). A preferéncia foi para o MeOH/H,O acidificado
(70:30, v/v). A purificacdo foi efectuada usando colunas de imunoafinidade (FumoniTest,

VICAM) (Paepens et al., 2005).

Cirillo et al. usaram apenas metanol na extraccdo de FB1 e FB2 de cereais e de outros
alimentos. A mistura acetonitrilo/dgua (1:1) é também muito usada. Em 1994, Chu and Li
utilizaram este solvente de extrac¢do quando associaram a ocorréncia de FB1 e de outras
micotoxinas, presentes em milho com bolor, com a alta incidéncia de EC em algumas
regioes da China. Plattner, Voss et al. e Bittencourt et al. citados em Lino et al. (2006b),
também adoptaram a referida mistura. A eficicia de extraccdo da mistura acetonitrilo/agua
¢ superior quando comparada com metanol/dgua, principalmente nos alimentos a base de
milho, devido a absor¢do, ligagdo ou as reac¢des quimicas dos ingredientes dos referidos
alimentos com as fumonisinas. Outra possibilidade consiste na utilizacdo da mistura

metanol/acetonitrilo/dgua (25:25:50).

Lino et al. (2006b) apresentaram um método optimizado que revela bons resultados em
termos de exactidao, repetibilidade, precisao e sensibilidade intermediéria e que se revelou
consistente na andlise e determinacdo de fumonisinas em milho e produtos derivados. Este
método envolve uma extraccdo com metanol/agua (80:20, v/v), diluigdo com PBS,
purificagdo com uma coluna de imunoafinidade e derivatizagdo com naftaleno-2,3-

dicarboxaldeido (NDA).
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Um método optimizado por Hinojo et al. (2006) para a andlise de FB1 e FB2 em arroz
envolve a extrac¢do com acetonitrilo/agua (50:50, v/v) e purificagdo com cartucho de SPE
C18, que ¢ vantajoso em termos de baixo custo, tempo de analise e consumo de solvente.
O limite da detec¢do foi de 0.010 mgkg' para ambas as toxinas. Na escala de
contaminagio de 10-500 mg.kg™', as taxas de recuperagdo de FB1 e FB2 no arroz variaram

de 94.6% a 103.6% e de 96.3% a 101.9%, respectivamente.

A purificagdo permite remover impurezas da matriz e concentrar as fumonisinas. Esta
etapa pode ser conseguida recorrendo a extrac¢do em fase sélida (SPE) em fase reversa,
usando silica octadeciligada (C18) ou troca anionica (SAX). Podem também ser usadas as
colunas de imunoafinidade (IAC) e resinas Amberlite XAD. A selec¢do do procedimento
de purificagdo dos extractos das amostras depende do limite de detec¢dao (LOD) e do limite
de quantificagdo (LOQ) que se pretende atingir. As colunas SAX permitem melhores
resultados que as C18 para as fumonisinas intactas, no entanto, requerem uma
monitorizagdo do pH do extracto da amostra - acima de 5,8 para uma reten¢do adequada na
coluna SAX - e um controlo cuidado do fluxo de elui¢do - que ndo pode ser superior a 1

mL/min para ser possivel a obtengdo de recuperacdes reprodutiveis (Lino et al., 2006b).

Relativamente a purificagdo com colunas C18, tém-se observado variagdes importantes na
percentagem de recuperacdo obtida. Pensa-se que tal facto se deve a interaccdo das
fumonisinas com os locais activos do adsorvente. As colunas IAC possuem anticorpos que
reagem especificamente com as fumonisinas, permitindo uma purificacdo mais selectiva.
Deve-se, contudo, assegurar que todos os compostos que se pretendem quantificar reagem
com os anticorpos e sdo retidos na coluna. Actualmente sdo amplamente usadas (Lino et

al., 2006b).

Duncan et al. (1998) descrevem métodos optimizados para a purificagdo por
imunoafinidade e deteccdo por HPLC ou método fluorométrico directo para determinagao
das fumonisinas. Estes métodos estdo disponiveis na forma de kits, como por exemplo o
FumoniTest-HPLC ou o FumoniTest-fluorometer (Vicam, Watertown, MA, EUA). O uso
de colunas de imunoafinidade para a andlise de fumonisinas em milho e subsequente

detec¢do por métodos de HPLC (FumoniTest-HPLC) ou de fluorometro (FumoniTest-
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fluorometer) foram inicialmente descritos por Hansen et al. O desempenho da coluna de
FumoniTest foi avaliado detalhadamente por Ware et al. e usado para a determinagao de
fumonisinas em refeicdes enlatadas e congeladas de milho doce, refei¢des e racdes de
glaten de milho, no leite e na cerveja. Verificam-se ganhos significativos no desempenho
se a detec¢do dos derivados fluorescentes da fumonisina ¢ realizada por HPLC ou pelo
fluorometro. O FumoniTest-HPLC oferece a capacidade de discriminar e quantificar de
uma forma independente as diferentes fumonisinas, enquanto que o FumoniTest-

fluorometer descreve as fumonisinas totais.

3.6.2.2 DERIVATIZACAO

Como as fumonisinas ndo apresentam fluorescéncia nativa para se conseguir uma deteccao
por fluorescéncia com sensibilidade a baixos niveis, necessarios para a analise de
alimentos contaminados, nem possuem cromoéforos para exibir a radiagdo e, portanto, nao
absorvem a luz UV, nem no visivel, ¢ imprescindivel a derivatizacdo prévia dos extractos

das amostras para obter derivados fluorescentes (Lino et al., 2006b).

Para tal, foram usados diferentes reagentes tais como fluorescamina, o-ftaldialdeido
(OPA), 4-fluoro-7-nitrobenzofurazano (NBD-F), 9-fluorenilmetil cloroformato ou
naftaleno 2,3-dicarboaldeido (Hinojo et al., 2006). A reac¢ao de derivatizagao da-se entre o

reagente derivatizante e a amina primdria das fumonisinas (Lino et al., 2006b).

A maioria dos investigadores referiu o uso de pré-coluna de derivatizagdo com o-
ftaldialdeido/mercaptoetanol (OPA), apesar da sua estabilidade limitada. Foram propostos
como uma alternativa viavel, o naftaleno-2,3-dicarboxaldeido/cianido de potassio (NDA),
embora a manipulacdo seja mais trabalhosa e requeira precaugdes adicionais de seguranca.
Num estudo colaborativo internacional foram relatados limites de deteccdo com a
utilizagdo do OPA na ordem dos 0.05ugFBl/g e 0.1 pgFB2/g (in hip/iwww.ifa-

tulln.ac.at/download/0308270951 48.pdf).

Shephard et al. utilizaram ortoftaldeido (OPA), na determinag@o quantitativa de FB1 e FB2
em amostras de milho naturalmente contaminado. O OPA ¢ o reagente mais usado na

derivatizacdo das fumonisinas, entrando sempre na sua preparagdo o 2-mercaptoetanol
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(MCE), usado como agente redutor. Williams et al. concluiram que a instabilidade do
complexo OPA-FB1, OPA-HFBI1 ou de qualquer outra fumonisina poderd ser devida a
auséncia do grupo hidroxilo no carbono 1, que eventualmente estabilizara a reac¢ao entre o

MCE ¢ a OPA no derivado fluorescente (Lino et al., 2006b).

A tentativa de derivatizagdo com fluorescamina (FLA) nao produziu resultados
satisfatorios, uma vez que se obtiveram dois picos cromatograficos, devido a formagdo de
dois produtos de reac¢do (Lino et al.,, 2006b). O naftaleno-2,3-dicarboxialdeido (NDA)
usado com cianeto de potdssio forma um derivado fluorescente mais intenso e estavel
durante 24 h. Este reagente de derivatizagdo foi utilizado por diversos investigadores (Lino
et al., 2006b). Em 1994, Chu e Li compararam as percentagens de recuperagdo ao utilizar
OPA e NDA na derivatizagdo de amostras de milho com bolor em regides da China com
alta incidéncia de cancro esofagico. Concluiram que com OPA se obtém percentagens
superiores para niveis de toxinas mais elevados e que com NDA se obtém valores

superiores para niveis de toxinas mais baixos (Lino et al., 2006b).

Outro reagente de derivatizagdo, que também apresenta uma estabilidade limitada, é o 4-
fluoro-7-nitrobenzofurazano (NBD-F). Scott e Lawrence utilizaram na derivatizagdo de
fumonisinas, presentes na cerveja, OPA/MCE, NBD-F e NDA/KCN, tendo concluido que
OPA/MCE ¢ o melhor reagente de derivatizagdo na analise daquela matriz. O 6-amino-
quinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato ¢ outro reagente usado na derivatizacdo de
fumonisinas. O sucesso da utilizacdo deste reagente depende da acidez da fase movel,
devendo ser o metanol o solvente de elei¢do. Neste caso, os derivados sdo estaveis, pelo
menos durante 48h, permitindo uma boa resposta a nivel de fluorescéncia (Lino et al.,

2006b).

3.6.2.3 DETECCAO E QUANTIFICACAO

A prevaléncia difundida das fumonisinas e¢ a toxicidade associada com a sua ingestdo
conduziram ao desenvolvimento de métodos analiticos para determinar a quantidade de
fumonisinas presente nos alimentos. As fumonisinas foram determinadas por diferentes

métodos analiticos tais como TLC, GC, GC capilar, GC-MS, HPLC, HPLC acoplado com
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coluna de imunoafinidade e métodos imunoquimicos, como por exemplo o ELISA

(Duncan et al., 1998).

Embora alguns métodos GC/MS tivessem sido relatados ha diversos anos, numa revisao
recente a respeito da determinagdo das fumonisinas usando métodos cromatograficos
(Shephard), nenhum método de GC/MS inovador foi desenvolvido, enquanto que varios
métodos LC/MS foram propostos. De entre os varios métodos, os mais utilizados sdo a LC
com deteccdo por fluorescéncia e com derivatizagdo em pré-coluna com o-ftaldialdeido
(OPA) e LC/MS. Este proporciona analises quantitativas bem como a confirmagdo da

identidade das fumonisinas sem necessidade de derivatizagdo (Sforza et al., 2006).

Shephard et al. desenvolveram o primeiro método quantitativo e sensivel com HPLC para
determinagdo simultanea de FB1 ¢ FB2 em milho naturalmente contaminado ¢ em ragdes
tendo-o publicado em Junho 1990 (Marasas, 2001). Este método foi adoptado pela 40AC
International em 1996 e ¢ aceite que a técnica de HPLC oferece os melhores resultados

usando a detec¢@o por fluorescéncia apds a purificagdo com colunas de imunoafinidade.

Foram também desenvolvidos métodos ELISA pois fornecem uma boa sensibilidade com
um limite de uma deteccao de 5-10 ng/g. No entanto, podem conduzir tanto a sobre como a
sub-estimacao da fumonisina no alimento, devido a combinag¢des de diversos factores. Ja o
LC/MS proporciona andlises quantitativas bem como a confirmac¢do da identidade das
fumonisinas sem necessidade de derivatizagao (Sforza et al., 2006). No entanto, a maioria
destas técnicas ndo vao de encontro com as exigéncias actuais pois sdo demoradas,
requerem instrumentacdo extremamente cara, revelam alguma falta de sensibilidade ou ndo

sdo adequadas a rapidez inerente ao rastreio.

Com a disponibilidade de sistemas de cromatografia liquida com detec¢do por
espectrometria de massa (LC-MS), um novo e potente método foi estabelecido para
identificacdo e quantificagdo com o qual se pode conseguir uma alta sensibilidade, embora
as desvantagens incluam altos custos de manipulagdo e de manutengdo. Os limites de
quantificagdo  relatados situam-se  tdo  baixo  quanto  0.001 pg/g (i

http://Www.lfraAco.uk/eman2/fsheet274.e§p).
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Num método optimizado apresentado por Lino et al. (2006b), a separagao e identificagdao
foi levada a cabo usando HPLC com detecgao por fluorescéncia. O limite de detecgao foi
de 20 pg.kg” para a FB1 ¢ 15 pg.kg” para a FB2. Os niveis de recuperagdo de FB1 e FB2
variaram de 79% a 99.6% para milho “reforgado” com 150 pgkg' e 200 pgkg’,

respectivamente.

Para as fumonisinas existe um método GC/MS que ¢ baseado na hidrdlise da cadeia lateral
esterificada e na derivatizagdo da cadeia principal da fumonisina com trimetilsilil ou
trifluoroacetato. Embora sensivel e selectivo, o método envolve aparelhagem cara e um

pré-tratamento hidrolitico (z’n http://www‘leatherheadfood.com/eman2/fsheet2_l2.asp).

A ionizacdo por electrospray ¢ FAB tém sido usadas para a determinagdo da pureza,
quantificagdo, confirmagdo e deteccdo dos isomeros estruturais de fumonisina Bl

parcialmente hidrolisada.

O HPLC ¢ a técnica analitica de separagdo mais usada. A razdo desta popularidade, além
de residir na sua elevada sensibilidade, na sua capacidade para efectuar determinagdes
precisas ¢ de separar espécies nao volateis, deve-se sobretudo ao facto de possuir uma
grande aplicabilidade a substancias com interesse primordial para a industria e na

investigagdo cientifica.

Foram desenvolvidos dois métodos analiticos validados baseados em cromatografia liquida
para fumonisinas. O primeiro método, que usa extrac¢do solvente com forte permuta
anionica para purificagdo de amostras, foi validado para fumonisinas B1, B2 ¢ B3 em
milho. Ainda que este método seja usado para determinar concentragdes de fumonisina em
alimentos derivados de milho, a recuperacdo de certas matrizes de alimentos pode ser
problematica. Um segundo método com maior eficiéncia de extrac¢do e usando colunas de
imunoafinidade para purificacdo da amostra foi validado para as fumonisinas B1 e B2 em

milho e flocos de milho (in http://www.who.int/ipcs/food/iecfa/summaries/en/summawj6.pdf). A derivatizagﬁo ¢

feita com orto-ftalaldeido (OPA) e 2-mercaptoetanol (ME) seguida pela separagdo por
HPLC e pela quantificagdo do derivado fluorescente OPA-FB1. O método do HPLC para o
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derivado OPA-FB1 ¢ aceite como um método oficial para a analise em milho pela AOAC

International.

As fumonisinas sdo moléculas polares, soliveis em agua e em solventes polares. Assim,
devido ao seu caracter polar, sdo ideais para detec¢dao e quantificagdo por HPLC em fase
reversa (RP-HPLC) Lino et al. (2006b), sendo esta a técnica mais extensa e geralmente
usada na analise/determinagdo de fumonisinas, tendo mesmo sido adoptado como Método
Oficial da AOAC (995.15) para a determinagdo de FB1, FB2 e FB3 em milho. A maioria
dos investigadores refere-se ao wuso da derivatizagdo pré-coluna com o-

ftaldialdeido/mercaptoetanol  (OPA), apesar da sua limitada estabilidade (i

http://www.micotoxinas.com.br/ fumofaots.htm) .

No que concerne as colunas analiticas, a maioria dos procedimentos para HPLC utiliza as
de fase reversa C18, para separar as fumonisinas. Em relagao a escolha das dimensdes da
coluna observa-se igualmente uma grande disparidade. O comprimento da coluna oscila
entre 100 e 300 mm, passando por 125, 150 e 250 mm. O didmetro interno (d.i.) da coluna
¢, na maioria dos casos, de 4,6 mm. Alguns autores adoptam colunas com 3.2, 3.9 ¢ 4 mm.
No que respeita ao tamanho da particula da fase estacionaria, observa-se também alguma
variabilidade. A escolha recai preferencialmente para colunas com 5 pm de tamanho da

particula. Contudo, alguns optam pelos tamanhos 10, 7, 4, 3 ou 2.5 um (Lino et al., 2006b).

Dois tipos de eluicdo sdao usados, isocratica e gradiente. Uma vez que na maioria dos
procedimentos se utiliza cromatografia de fase reversa para separar as fumonisinas, a fase
estacionaria ¢ apolar e a fase movel usada ¢ polar. Assim, em ambas as eluicdes os
solventes mais utilizados s3o metanol, acetonitrilo, 4agua, 4acido acético e
dihidrogenofosfato de sodio. Verificam-se variagcdes nas misturas utilizadas no que se
refere as proporgdes dos diferentes solventes. O pH das solugdes, nalguns casos, ¢ ajustado

com acido ortofosforico a 3,3 ou 3,35 (Lino et al., 2006b).
Os fluxos adoptados variam entre 0.5 ¢ 2 mL/min. E também de procedimento para

procedimento. Porém o fluxo mais utilizado ¢ de 1 mL/min. Como as fumonisinas

apresentam um comportamento idnico em solugdo, as separacdes em colunas de fase
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reversa sdo baseadas numa mistura de mecanismos de fase reversa e de troca ionica. Para
se conseguirem melhores resultados a fase modvel deve ser acidica, o que se consegue
através da adi¢do de acido acético ou formico a fase movel ou pelo uso de um tampao

volatil como o acetato de amoénio ou o formato de amonio (Lino et al., 2006b).

A cromatografia liquida com deteccao de fluorescéncia ¢ amplamente usada na analise de
fumonisinas em alimentos para consumo humano e animal. Numerosos investigadores
recorrem ao detector de fluorescéncia, enquanto outros usam o espectrofluorimetro.
Todavia, a determinagdo de fumonisinas por HPLC nao dispensa a utilizagdo de reagentes
de derivatizagdo, uma vez que, como referenciado anteriormente, se trata de moléculas sem

fluorescéncia nativa (Lino et al., 2006b).

No entanto, a derivatiza¢do pode introduzir variabilidade nos resultados, implicar perdas
de amostra e também aumentar o tempo do procedimento analitico. Por outro lado, como a
derivatizacdo das fumonisinas ocorre no grupo amina, este método nao permite a detec¢ao
das amidas da série P. Os comprimentos de onda de excitacdo (Aexc) € de emissdo (Aemi)
usados variam de acordo com o reagente de derivatizacdo empregue. Sendo o reagente
derivatizante mais aplicado o OPA, os comprimentos de onda mais comuns sdo 335 nm

para a excitagdo e 440 nm para a emissao (Lino et al., 2006b).

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS) permite a andlise
directa ¢ a confirmacdo das fumonisinas (Lino et al., 2006b). Paepens et al. (2005)
descrevem um método de cromatografia liquida/espectrometria de massa em tandem
(LC/MS/MS) para a determinacdao das fumonisinas B1 (FB1), B2 (FB2) e B3 (FB3) em

cornflakes.

Existem varios métodos para a sua determinacdo por MS, baseados em diferentes tipos de
interfaces: “fast atom bombardment” (FAB), “ion spray” (IS), “thermospray” (TS), “liquid
secondary ion” (LSI), “electrospray” (ESI), “atmospheric pressure chemical ionization”

(APCI) e “tandem mass-spectromety” (MS-MS) (Lino et al., 2006b).
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A LC-IS-MS e a LC-ES-MS sao métodos aplicados a analise de fumonisinas em culturas
de fungos e em amostras naturalmente contaminadas. Segundo Plattner, a HPLC-ESI-MS ¢
uma técnica ideal para detectar e quantificar fumonisinas sendo utilizada por diferentes
autores na quantificacdo destas micotoxinas. Estas moléculas tendem a ser idnicas e
produzem sinais abundantes tanto no modo idnico positivo como no negativo (Lino et al.,

2006b).

Ao comparar a interface TS com a interface ESI, conclui-se que a ultima permite
quantificar fumonisinas na ordem dos nanogramas, providenciando um sinal forte para a
molécula idnica e uma pequena fragmentagdo. Ao contrario, a TS-MS conduz a multiplos
fragmentos i6nicos e ndo apresenta sensibilidade a niveis inferiores ao micrograma.
Contudo, recentemente foi descrito um método para determinacdo da fumonisinas no
milho, por LC-TS-MS, no modo do ido negativo, apresentando um LOD da ordem dos 2
ng. Outros autores aplicaram a interface “particle beam” (PB), para confirmagdo das
fumonisinas. A vantagem que esta técnica apresenta ¢ a capacidade de proporcionar
espectros de electrdes e de ionizagdo quimica, os quais permitem obter uma maior

informagdo estrutural relativamente as técnicas de ionizagdo a pressdo atmosférica, tais

como “electrospray” (Lino et al., 2006b).

O TLC ¢ a técnica mais simples, mas tal como todos os outros métodos, a extraccdo e a
purificacdo da amostra sdo uma contribuicdo importante para a exactiddo e precisdo dos
dados obtidos. A derivatizagdo € necessaria antes que a detec¢ao por fluorescéncia possa

ser executada, porque as fumonisinas ndo contém um cromoforo para exibir a radiag@o (in

http://www.ifa-tulln.ac.at/download/030827095 148.pdf).

O primeiro método que aplicou o TLC para determinagdo de fumonisinas foi desenvolvido
durante o isolamento destas micotoxinas a partir de culturas de Fusarium moniliforme
MRC 826 em milho, com o objectivo de monitorizar os eluidos das colunas. O método
envolvia TLC em fase reversa em placas com silica C18 modificada, usando como
solvente MeOH/H,0O (3:1) e também TLC em fase normal em placas de silica, usando

como solvente uma mistura de cloroférmio-metanol-agua-acido acético. Finalmente, as
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fumonisinas eram visualizadas através da pulverizagdo com solugdes de ninhidrina ou p-

anisaldeido (Gelderblom et al. citados em Lino et al., 2006b).

A utilizagdo de fluorescamina como reagente revelador para visualizar as fumonisinas com
luz UV melhorou a sensibilidade, obtendo um LOD de 0,1 pg/g, e a selectividade do
método, possibilitando a sua utilizagdo na andlise de milho naturalmente contaminado

(Duncan et al. citados em Lino et al, 2006b).

Embora estejam disponiveis métodos para deteccio inequivoca baseados em cromatografia
liquida com detecg¢do por espectrometria de massa, o seu alto custo proibe o seu uso de
rotina. Foram também desenvolvidos testes de triagem rapidos baseados em TLC e ELISA
para as fumonisinas da série B. Existe também um método oficial de ELISA para as

fumonisinas totais. Ambos os métodos foram adoptados pela AOAC (995.15 ¢ 2001.04).

Para as fumonisinas existe um método de GC/MS que ¢ baseado na hidrolise da cadeia
lateral esterificada e na derivatizagdo da cadeia principal da fumonisina com trimetilsilil ou

trifluoroacetato. (in hitp:/www.leatherheadfood.com/eman2/fsheet2_12.asp). Foram também desenvolvidos

métodos de GC para determinar aminopoliol depois de uma etapa de purificagdo numa
coluna XAD-2. O aminopentol (da FB;) e aminotetrol (da FB,) reagem com o trimetilsilil
(TMS) ou trifluoroacetato (TFA) e s3o detectados pela ionizagdo de chama ou

espectroscopia de massa (in http:/www.lfra.co.uk/eman2/fsheet2_4.asp).

O desenvolvimento inicial de metodologias analiticas aplicadas a analise de fumonisinas
recorreu a técnicas de cromatografia gasosa com detector de ionizagdo de chama (GC-
FID). Os procedimentos que utilizam GC tém a vantagem de se poderem combinar com
MS para confirmagdo de resultados. Os avancos verificados nos métodos de LC
produziram uma mudanca nos métodos de GC, uma vez que embora sensivel e selectivo, a
metodologia GC envolve instrumentagdo dispendiosa e equipamento mais sofisticado,
requerem etapas multiplas de manipulacao da amostra, a necessidade de um pré-tratamento
hidrolitico, para além de ser mais demorada e ndo apresentar a sensibilidade necessaria
pelo que ndo ¢ apropriada nem pratica para se efectuar a analise de um grande niimero de

amostras.
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OUTROS METODOS

IMUNOLOGICOS

As fumonisinas, como anteriormente foi referido, sdo detectaveis por TLC, HPLC-FD,
GC-FID, GC-MS e LC-MS. No entanto, ocorrem, por vezes, problemas quando, dada a sua
complexidade, se analisam matrizes alimentares e tecidos. As interferéncias encontradas
podem ultrapassar-se recorrendo a métodos de purificacdo. Contudo, o resultado final
implica um procedimento mais moroso e dispendioso que pode, ocasionalmente, limitar o

nimero de amostras a analisar diariamente (Lino et al., 2006b).

Para obviar este problema, a industria alimentar usa ensaios imunoldgicos em virtude da
sua relativa simplicidade, boa reprodutibilidade, e elevada sensibilidade, devido a
especificidade das reacgdes antigénio-anticorpo, associada a custos menos onerosos € ao
uso de equipamentos ndo sofisticados, como o método ELISA, para fazer o “screening” de
micotoxinas. Este procedimento apresenta, contudo, a desvantagem de nao distinguir e
quantificar residuos maultiplos, sendo necessario muitas andlises individuais para
determinar diferentes micotoxinas. Os ensaios imunoquimicos mostram-se ferramentas
uteis e complementares dos métodos fisico-quimicos, para analisar micotoxinas em
alimentos. Para tal, t€ém sido produzidos anticorpos mono e policlonais para reagir com as

fumonisinas (Schneider et al. citados em Lino et al., 2006b).

ELECTROFORETICOS

Embora pouco difundida, pode-se recorrer a electroforese capilar de zona (CZE) para
determinagdo de fumonisinas. A natureza anionica das fumonisinas poderd implicar a
migracdo electroforética através do anodo. No entanto, com capilares de silica fundida, o

fluxo electro-osmotico do tampao através do catodo ¢é suficiente para transportar as

fumonisinas na reac¢ao (Maragos citado em Lino et al., 2006b).

A primeira aplicacdo da CZE na analise de fumonisinas foi feita por Maragos, em 1995.
Pelo facto de possuirem dois grupos de acidos tricarboxilicos que podem adquirir carga
negativa, as fumonisinas t€ém potencial para a separacdo através desta técnica e detecgao
por fluorescéncia induzida por laser (CZE-LIF). Este autor defendeu também que a

sensibilidade do método ¢ mais elevada que a conseguida com HPLC (LOD para a FB1 de
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0,025 pg com a CZE ¢ 0,8 ng com HPLC). Advogou ainda que a CZE permite a utilizacao
de um volume mais pequeno de amostra e produz volumes de solventes perigosos
consideravelmente inferiores. Um dos grandes inconvenientes desta técnica reside no facto
de que qualquer ligeira alteracdo na composicdo do tampdo tem efeitos nefastos na

separagdo e migracao das fumonisinas (Lino et al., 2006b).

3.6.2.4 CONFIRMACAO

A confirmacdo das amostras positivas € essencial para assegurar a qualidade da analise.
Em 1991, Thiel et al. confirmaram a producdo de FB1 e FB2 por culturas de diferentes
espécies de Fusarium em milho, utilizando HPLC-FD com derivatizacdo por OPA e GC-
MS com derivatizagdo por trifluoroacetilmidazole. Ross et al. e Shephard et al.
confirmaram a presenga de fumonisinas em ragdes associadas a problemas animais e em
milho, usando TLC e GC-MS. A GC-MS foi também a técnica escolhida por Plattner et al.
para confirmar a presenga de fumonisinas em culturas de Fusarium moniliforme. Pittet et
al. procederam a confirmagdo de FB1 em produtos a base de milho do mercado suico
aplicando uma técnica de HPTLC. O LC-MS com ionizagdo “electrospray” €, hoje em dia,

a técnica mais usada na confirmagdo de amostras positivas (Lino et al., 2006b).

3.6.3 Ocratoxina A

A metodologia analitica para a OTA inclui usualmente as etapas de extraccao, purificacao,
separagdo, deteccdo e quantificagdo. Em 2002 foi adoptado no seio da Unido Europeia um
regulamento para cereais (5 ppb) e malte (3 ppb). Foi também publicada uma Directiva
relativa aos métodos de amostragem e métodos de andlise da ocratoxina A nos géneros

alimenticios.

3.6.3.1 EXTRACCAO E PURIFICACAO

Diferentes metodologias analiticas foram propostas para o rastreio da OTA, principalmente
envolvendo etapas de extraccao liquido-liquido ou de imunoafinidade (Ratola et al., 2006).
As ocratoxinas sdo usualmente extraidas com solventes organicos acidificados (e.g.
cloroférmio acidificado), uma vez que se apresentam na forma dissociada quando em

condi¢cdes neutras ou alcalinas (Varga and Kozakiewicz, 2000).
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A extrac¢ao da ocratoxina A ¢ usualmente conseguida com uma mistura de agua e
solventes organicos, dependendo do tipo da matriz. Para a determinagdao da OTA em
cevada utiliza-se uma mistura de CHCl; e H3POy; a extracgdo a partir da cevada foi levada
a cabo com acetonitrilo/dgua e o extracto foi diluido com solu¢do salina de fosfato
tamponada (PBS) antes da purificacgdo com colunas de imunoafinidade (i

http://www.Ifra.co.uk/eman2/fsheet2 1 .asp).

Um estudo idoneo para a determinacdo da OTA em amostras de café torrado utiliza
principalmente uma mistura de metanol com uma solucdo aquosa de bicarbonato de sddio
a 3% (50:50) para a extraccdo. Para o café verde, apenas ¢ usado o CHCI;. Para a
determinagdo em trigo, ¢ usada uma variedade de solventes de extrac¢do, incluindo

misturas de tolueno/HC1/MgCl,, diclorometano/H;PO4 e CHCls/etanol/acido acético.

Zimmerli et al. referiram um método para a determinacdo da OTA em vinho tinto
utilizando o cloroférmio para a extrac¢do. Com a preocupacdo e necessidade de troca para
solventes ndo-clorados, por causa dos perigos ambientais envolvidos, Burdaspal et al.
propds o éter de metil tetra-butil como um solvente de extrac¢do da OTA em comida para
bebés. Outras misturas de solventes nao-cloradas usadas no trigo incluem, metanol/agua e

acetonitrilo/ égua (z’n http://WWW.micotoxinas.Com.br/ocrafacts.htm).

Em amostras de vinho, os métodos de analise de OTA sdo descritos com procedimentos de
extrac¢ao usando tolueno, cloroféormio ou solugdo de hidrocarbonato e PEG (Serra et al.,

2003).

Zimmerli and Dick usaram a extracgdo com cloroféormio apods adicdo de NaCl e
acidificagdo seguida da purificagdo numa coluna de imunoafinidade (IAC). A adicao de
NaHCO;j e polietileno de glicol de (PEG) 8000 a amostra seguida de purificagdo com IAC
¢ relatado por Zollner et al. que usaram a extraccdo em fase sélida (SPE) com cartuchos
C18 previamente activados antes da separagdo por LC-MS-MS. Jornet et al. usaram uma
modificagao ligeira deste procedimento para a andlise de OTA em vinho mas foi aplicada a
LC-FLD. Em amostras de cerveja, a extrac¢do foi feita usando NaHCO; e NaCl, apos o

desgaseificagdo das amostras, seguida de purificagcdo com IAC. Num ensaio colaborativo
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usando amostras de vinho tinto e branco e cerveja, foi usada uma técnica envolvendo a
diluicado com PEG 8000-NaHCOs;, purificacdo com IAC e andlise por LC-FLD, tendo
depois sido promovida como official first action pelo AOAC (Saez et al., 2004).

Saez et al. (2004) desenvolveram um método baseado da extraccdo com polietileno de
glicol que ¢ relativamente simples, rdpido e ndo requer o uso de solventes organicos,
enquanto que Gonzalez-Pefias et al. (2004) desenvolveram um método de microextracgdo
que foi sugerido como sendo uma alternativa barata as colunas de imunoafinidade. De
entre os aperfeicoamentos recentes ao nivel das técnicas analiticas, a aplicacdo de um
método SPE molecularly imprinted ¢ um caso notavel (Varga and Kozakiewicz, 2006).
Uma etapa apropriada da extraccdo da amostra usa o cloroféormio misturado com o acido
ortofosforico ou com metanol. Para outros alimentos, foi testada a mistura acetonitrilo-

agua para a cevada, para outros cereais ou para graos de trigo, em proporg¢des diferentes.

Durante os ultimos anos, o uso de colunas de imunoafinidade baseadas no anticorpo,
durante a etapa de purificacdo, fez com que a andlise da OTA fosse aperfei¢coada. Foram
desenvolvidos e validados, dois métodos baseados na purificagdo por imunoafinidade para
a determinagdo da OTA na cevada e no café torrado, em estudos colaborativos sob os
auspicios do Comissdo Europeia, Standard and Measurement Testing programme
(Entwisle et al., 2000, 2001). No estudo colaborativo foram usadas amostras contaminadas
artificialmente e naturalmente contaminadas que continham 1.2-3.7 pg/kg de OTA. Estes

dois métodos foram aceites pelo AOAC internacional como métodos first-action.

Para a etapa de purificacdo, foram também ensaiados diferentes procedimentos para
extractos diferentes, mas a utilizagdo das colunas de imunoafinidade (IAC) ¢ a melhor
documentada para diferentes tipos de alimentos, bebidas, sangue humano, leite e urina
devido a sua especificidade (Lino et al., 2006a). As colunas de imunoafinidade (IAC)
representam mesmo o estado actual no que diz respeito a purificagdo da OTA. O extracto ¢
forcado através da coluna e a ocratoxina ¢ ligada ao anticorpo. O analito ¢ eluido com um
solvente apropriado (p.e., acetonitrilo). A reaccdo imunoldgica € especifica para a OTA e
como tal, as colunas de imunoafinidade representam uma ferramenta fidvel para a

purificacdo da amostra (in http://www.lfra.co.uk/eman2/fsheet2_l.asp).
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Visconti et al. (1999) usaram colunas de imunoafinidade para a OTA no vinho e na cerveja
apo6s diluicdo da amostra com uma solugdo aquosa contendo polietileno glicol e NaHCOs.
Para amostras de café torrado, foi introduzido uma etapa de purificagdo com SPE fenil
silano antecedendo o uso da coluna de imunoafinidade, para evitar possiveis efeitos
nocivos da cafeina. Existem também disponiveis comercialmente colunas de

imunoafinidade para a determinagdo simultanea de OTA e zearalenona (ZON).

Em 1995, Zimmerli and Dick relatam pela primeira vez a ocorréncia de ocratoxina A no
vinho, especialmente no vinho tinto. O método analitico que usaram envolvia a extracgdo
da ocratoxina A por parti¢ao liquido-liquido com cloroférmio, purificagdo numa coluna de
imunoafinidade e determinagdo por LC em fase reversa com deteccdo por fluorescéncia (in

http:/www.inchem.org/documents/jecfa/jecmono/v47je04.htm). A maioria dos métodos analiticos actuais para

a determinagdo da OTA em vinho, usa colunas de imunoafinidade comercialmente
disponiveis como uma ferramenta para a purificagdo da amostra. As IACs permitem o
isolamento altamente selectivo do analito a partir de uma matriz complexa, no entanto,
sofrem de algumas desvantagens devido ao custo relativamente elevado e ao tempo de
armazenamento limitado. Comparado com as técnicas de extrac¢do ditas tradicionais (e.g.,

liquido-liquido), estas sdo menos demoradas e menos erroneas (Leitner et al, 2002).

Existem disponiveis métodos analiticos validados para a determinacdo exacta e precisa da
OTA em milho, cevada, centeio, trigo, farelo de trigo, café torrado, vinho e cerveja. A
introdu¢do de colunas de imunoafinidade melhorou consideravelmente os métodos
analiticos para a determinacdo da OTA. O uso destas colunas reduz a necessidade de
solventes perigosos, melhora drasticamente a purificagdo dos extractos, aperfeicoa a

detecgdo e simplifica a preparacdo e a purificacdo da amostra.

Actualmente, o método recomendado e de referéncia (European Standard EN 14133) para
a determinagdo de OTA em amostras de cerveja e vinhos, ¢ baseado no método descrito
por Visconti et al. (1999) posteriormente validado num estudo interlaboratorial (Visconti et
al., 2001) e adoptado como método oficial para fins de comércio internacional pela AOAC

Internacional (AOAC 2001.20, Gilbert and Anklam, 2002).
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Este método wusa colunas de imunoafinidade para purificacio da OTA, apds
dilui¢do/extraccdo da amostra numa solugcdo aquosa de polietileno glicol (PEG) (1%) e
NaHCO3 (5%), sendo a separagao conseguida, usando HPLC com a fase movel composta
por acetonitrilo/agua/acido acético (99:99:2, v/v/v) e deteccdo por fluorescéncia (Ratola et
al., 2004). A deteccdo por fluorescéncia ¢ a forma de deteccdo mais frequentemente
relatada na literatura, permitindo limites de deteccdo da ordem dos 0,01 ng/ml.

Alternativamente utiliza-se a detecc¢do por espectrometria de massa.

A purificagdo ¢ geralmente necessaria quando sdo necessarios limites de deteccdo baixos.
Aquela pode ser realizada por parti¢ao liquido-liquido usando uma solugao aquosa Na-
bicarbonato ou pela extraccdo em fase solida (SPE). Entretanto foram desenvolvidas
colunas de imunoafinidade (IAC) baseadas em anticorpos monoclonais para substituir os
solventes tradicionais de purificagdo (Varga and Kozakiewicz, 2006). Diferentes
procedimentos de purificacdo tais como a permuta aniodnica € os polimeros molecular

imprinted (MIP) foram também relatados recentemente (Ratola et al., 2006).

Wolff et al. apresentaram um conjunto de estudos envolvendo amostras de cerveja, vinho,
sumos, 6leos e vinagre onde a extracgao foi efectuada por diluicdo em PBS e a purficagao
numa coluna de imunoafinidade. Num outro estudo com amostras de carne e produtos
carneos, a extrac¢ao foi feita com uma solugdo HCI-MgCl,+CHCI; e a purficacdo usando a
particao liquido - liquido com NaHCO; e coluna de imunoafinidade. Com amostras de
vinho, Ottender and Majerus fizeram uma variagdo no método acima utilizado, efectuando

uma dilui¢do com PBS mas a pH 7.0-7.5 (in http://www.inchem.org/documents/jecfa/jecmono/v47je04.htm).

3.6.3.2 DERIVATIZACAO

Num estudo com amostras de cerveja e vinho, Soleas et al. (2001) fazem referéncia a
derivatizacdo da OTA com bis[trimetilsilil]trifluoroacetamida; Sekiyama et al. (2005)
relatam a metilagdo da OTA com trifluoreto de boro em metanol de acordo com o
procedimento descrito por Hunt et al., embora a derivatizagao da OTA no respectivo éster,

seja a técnica mais utilizada e ou referida na bibliografia consultada.
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3.6.3.3 DETECCAO E QUANTIFICACAO

A técnica usada na maioria dos estudos conhecidos e portanto, mais extensamente usada
para a analise de OTA ¢ a cromatografia liquida com detec¢do por fluorescéncia (LC-FLD)
(Saez et al., 2004), nomeadamente o0 HPLC com deteccdo por fluorescéncia (HPLC-FL)
devido ao facto da OTA possuir fluorescéncia natural (Valenta citado em Gonzélez-Penas

et al., 2006).

Durante os tltimos anos, tem-se observado uma tendéncia para desenvolver e usar técnicas
mais econdémicas € ndo contaminantes, pelo esforco em reduzir os solventes organicos que
apresentam custos superiores e ecologicos. A electroforese capilar (CE) foi reconhecida
como uma técnica de separacao adequada que oferece vantagens por ser um método mais
rapido, com maior eficiéncia e menor consumo de solventes e reagentes (Gonzalez-Pefias

et al., 20006).

Vérios métodos analiticos publicados para a determinacdo de ocratoxina A em milho,
cevada, trigo, centeio, vinho, cerveja, e café torrado foram formalmente validados em
estudos colaborativos. Os métodos sdo baseados na cromatografia liquida (LC) com
detec¢do por fluorescéncia e incluem uma etapa de purificagdo com extrac¢do em fase
solida com colunas C18 de fase reversa, silica gel 60 ou colunas do imunoafinidade,
podendo garantir a detec¢ao de <0,5 pg/kg. Estes métodos foram também usados com

éxito na andlise de um certo niimero de outros cereais, produtos cerealiferos e frutos

secados (in http://WWW.inchem.org/documents/iecfa/iecmono/v47ie04.htm#3.0).

A maioria de métodos para a analise da OTA sdo baseados em RP-HPLC com uma fase
moével aquosa acidica misturada com acetonitrilo ou metanol (Zimmerli and Dick, 1995).
Andlises adicionais do extracto sdo feitas usando o HPLC com detec¢do por fluorescéncia
(HPLC-FD). Outros métodos de detec¢do usados incluem a espectrometria de massa

(MS/MS) e do fotodiodo array (PDA) (Ratola et al., 2006).
O HPLC em fase reversa convencional ou os ensaios enzimaticos (ELISA) providenciam

recuperacdes mais elevadas e um limite de detecg@o mais baixo em amostras de matrizes

complexas. Numa publicacao recente, Siantar et al. (2003) compararam o desempenho das
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colunas de 1A e de SPE, e descobriram que as colunas de A tém recuperagdes superiores
de OTA quando comparadas com as colunas C18 ou cross-linked polymer-based SPE

(Varga and Kozakiewicz, 2006).

A LC usando outros métodos de deteccdo, tais como a photodiode array ou a
espectrometria de massa (LC-MS-MS) tem sido também relatada. Estes dois métodos de
detec¢do sdo menos sensiveis do que a FLD mas podem ajudar como ferramentas
confirmativas. Além disso, o TLC, o GC-MS do derivado trimetilsilil, a electroforese com
fluorescéncia induzida por laser e o imunoensaio enzimatico (EIA) também foram
empregues. O método de GC-MS foi relatado como tendo uma pobre sensibilidade,
recuperacdo e baixa precisdo. Os métodos de EIA forneceram geralmente valores mais

elevados do que a cromatografia (Saez et al., 2004).

Zo6llner et al. (2000) descreveram um método de LC-MS-MS para a determinacao de OTA
em amostras de vinho usando colunas RP-18 SPE para a preparacdo da amostra. Embora, o
limite de detec¢dao fosse cerca de uma ordem de valor mais alto do que o mais baixo
relatado com FL, a aplicabilidade do material da extrac¢do fase reversa para a analise de

HPLC-MS foi claramente demonstrada.

Leitner et al. (2002) compararam diferentes métodos analiticos para a determinagdo da
OTA em amostras de vinho, e determinaram que a extraccdo em fase sélida combinada
com a detec¢ao usando HPLC-espectrometria de massa em tandem (MS-MS) e purificacao
por imunoafinidade combinada com HPLC-deteccdo por fluorescéncia ofereciam bons
resultados e comparaveis. No entanto, a determinagdo com LC-(ESI)MS-MS de OTA em
combinagdo com RP-18 SPE foi apresentada como sendo uma boa alternativa aos
protocolos ja estabelecidos e eficazes que usam HPLC-FD, pois, apesar da LC-MS possuir
uma sensibilidade mais baixa, esta metodologia tem diversas vantagens em termos de
preparacdo da amostra, da facil automatizacdo e da identificagdo sem ambiguidade do

analito, sem nenhuma etapa consumidora de tempo adicional como ¢ a da confirmagao.

O primeiro método LC para determinacdo da OTA em milho e cevada foi validado num

estudo colaborativo com materiais “infectados” com ocratoxina A na escala de 10-50 ng/g.
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A ocratoxina A foi extraida dos graos com cloroformio:solugdo aquosa de acido fosférico e
isolada por particdo liquido-liquido em solugdo aquosa de bicarbonato previamente
“purificada” num cartucho C18 (extraccao em fase solida). A identificagdo e quantificagdo
foram executadas por LC de fase reversa com detec¢ao por fluorescéncia. A identidade da
ocratoxina A nas amostras foi confirmada por derivatizacdo com éster de metilo seguida de
analise com LC. O método, que ¢ quantitativo para concentragdes = 10 pg/kg de
ocratoxina A em milho e cevada foi aceite como final-action do Método Oficial

Internacional AOAC 991. 44 (in http://www.inchem.org/documents/iecfa/iecmono/v47ie04.htm).

Este método foi sucessivamente sendo validado para outros cereais e para concentragdes
mais baixas de ocratoxina A (Larsson and Moeller, 1996). Foram usadas amostras de
cevada, farelo do trigo e de centeio “infectadas” e ou naturalmente contaminadas que
continham ocratoxina A em concentragdes de 2-9 pg/kg. O comité europeu para a
padronizagdo adoptou este método como padrdio CEN (EN ISO 15141-2) para a

determinagdo de ocratoxina A em cevada, milho e farelo do trigo.

Um segundo método LC, adoptado como padrao CEN (EN ISO 15141-1) para a
determinagdo de ocratoxina A em cereais e produtos cerealiferos, foi validado num estudo
colaborativo com trigo contendo 0.4 ou 1.2 ng/kg de ocratoxina A. Esta foi extraida dos
graos com tolueno apos adicdo de HCI e solucdo de cloreto de magnésio (MgCl,). O
extracto filtrado foi purificado numa minicoluna de silica gel e a ocratoxina A foi
determinada por LC de fase reversa (RP-HPLC) com detecgao por fluorescéncia. A pratica
e experiéncia laboratorial mostrou que este método ¢ também aplicavel aos cereais, as
frutas secadas, as oleaginosas, ao vinho, a cerveja, aos sumos de fruta ¢ ao café cru (i

http://www.inchem.org/documents/iecfa/iecmono/v47ieO4‘htm) .

Um método mais exacto e mais preciso, foi desenvolvido para a determinagdo da
ocratoxina A em vinhos tinto, rosé e branco (Visconti et al., 1999) e cerveja (Visconti et
al., 2001). Apds diluigdo simples com dgua que contém o polietileno glicol (PEG) e o
NaHCO;, as amostras de vinho ou de cerveja foram purificadas em colunas de

imunoafinidade e analisadas por LC fase reversa com detecc¢ao por fluorescéncia (Serra et
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al., 2004). O método foi validado num estudo colaborativo ¢ adoptado como um método

First Action pelo AOAC International (Visconti et al., 2001).

A separagdo e deteccao da OTA ¢, na maior parte das vezes, conseguida por HPLC-FLD.
Outros cientistas determinando a ocratoxina A em trigo usaram o HPLC-RP com coluna
C18 e um tampao acidico (acido acético) numa mistura de acetonitrilo/agua como fase
movel, tendo sido observadas recuperagdes de 70-100%. Reinhard and Zimmerli testaram
um certo nimero de materiais de fase reversa para HPLC e a influéncia de alguns
parametros (pH, temperatura) na selectividade da separacdo da OTA (i

http://www.micotoxinas.com‘br/ocrafacts‘htm).

A deteccdo da OTA por TLC pode ser conseguida colocando as amostras e os padrdes nas
placas de SG-60 e eluidas com uma mistura de tolueno/metanol/acido acético. Sob a luz
UV de comprimento de onda longo a OTA aparecera com uma cor azul-esverdeada num Rf

(valor de retencao) de 0,6.

Para a determinagdo de OTA em comida para bebés, foi relatado um limite de
quantificagdo de 0.008 pg/kg usando o HPLC com detecgao por fluorescéncia melhorada e
reac¢do pos-coluna com amonia. A LC-MS ¢ uma técnica nova que pode ser usada para
identificacdo e quantifica¢do. Jorgensen and Val (1999) referiram um método para a OTA
em farinha usando a LC/MS/MS apds derivatizacdo da OTA ao seu derivado metil éster.
Apos separacdo com HPLC, a amostra foi introduzida num MS. As amostras foram

quantificadas usando a ocratoxina A metil(d3)éster como padrio interno.

Em jeito de conclusdo e no que a ocratoxina diz respeito, pode-se dizer que por causa do
largo numero de produtos por ela contaminados, foram propostos diversos métodos
analiticos de LC. Existem disponiveis métodos analiticos validados para a determinagdo
exacta e precisa da OTA em milho, cevada, centeio, trigo, farelo de trigo, café torrado,
vinho e cerveja. A introdug@o de colunas de imunoafinidade melhorou consideravelmente
os métodos analiticos para a determinagdo da OTA. O uso destas colunas reduz a
necessidade de solventes perigosos, melhora drasticamente a purificagdo dos extractos,

aperfeigoa a deteccdo e simplifica a preparacdo e a purificagdo da amostra.
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Importa dizer que os Materiais de Referéncia Certificados (MRC) para varias micotoxinas,
incluindo para a OTA, estdo disponiveis no “Centro de Investigagdo Conjunta da UE,
Instituto para Materiais de Referéncia e Medidas”, Geel, Bélgica. O uso destes materiais de
referéncia certificados ¢ muito importante, ndo apenas para garantir a exactiddo dos
métodos, mas também para permitir a calibracdo do equipamento e para validar esses
mesmos métodos. Desta forma se garante o controlo dos resultados obtidos por um

laboratorio com um dado método analitico.

OUTROS METODOS

IMUNOLOGICOS

O projecto OTA PREV (QLK1-1999-00433) tem como objectivo desenvolver métodos
rapidos de monitoriza¢do. O desenvolvimento de um ensaio com biossensor € um sistema
ELISA para OTA em cereais, usando polimeros impressos molecularmente, € um sistema
ELISA conjugado com o PCR baseado na detec¢ao molecular dos for fungos produtores de
OTA, estdo entre as tarefas do projecto, que ¢ coordenado por Monica Olsen do National

Food Administration da Suécia (in hitp://www Ifra.co.uk/eman2/fsheet2_l.asp).

Estdo a ser ensaiados outros métodos, como o ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) € o LC-MS tandem combinado com a extraccdo em fase solida (SPE) RP-18, mas
estes estdo ainda nos estdgios primarios de desenvolvimento (Ratola et al., 2004). Num
recente ensaio interlaboratorial, o método ELISA poderia ser usado com sucesso para
determinar o conteudo de OTA em vinhos e detectar niveis de contaminagdo comparaveis

aos obtidos usando a analise por HPLC.

Schneider et al. (1995) desenvolveram um método ELISA usando fitas de teste que
revestem uma membrana de imunoafinidade com anticorpos. As amostras foram extraidas
com metanol e o teste foi executado apds a filtracdo e diluicdo com solucdo salina

tamponizada de fosfato (PBS). O limite de deteccdo para uma inspec¢do visual da OTA

cifrou-se em 100 Ilg/g (in http://www.micotoxinas.com.br/ocrafacts.htm). Barna-Vetro et al. (1996), Yu et
al. (2005) e Zheng et al. (2005) referem o desenvolvimento de métodos imunoquimicos

para o rastreio rapido da OTA em varios tipos de alimentos.
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Alarcon et al. (2004) desenvolveram um imunosensor electroquimico para a detec¢do da
OTA em vinhos, enquanto Ngundi et al. (2005) desenvolveram um biosensor de array para
a deteccdo de OTA em cereais e bebidas. Estes métodos permitem a determinagao rapida e

com grande confianga da OTA em varios substractos.

A LC-MS ¢ uma técnica nova que pode ser usada para identificacdo e quantificagdo. Um
método LC/MS/MS deveras interessante foi referido por Jorgensen and Vahl (1999) para a
analise e confirmacdo de OTA em alimentos, nomeadamente farinha, apds derivatizagdo ao
seu derivado éster metilico. Apds separagdo com HPLC, a amostra foi introduzida num MS
e usada a OTA metil(Ds;) éster isotopicamente marcada como padrdo interno. A
comparagao de dois métodos diferentes LC/MS/MS, o primeiro baseado numa interface

ESI e o ultimo numa interface APCI, foi relatado por Lau et al. (2000).

Um método de GC/MS para a deteccao e quantificacdo de OTA em vinhos foi relatado por
Soleas et al. (2001). As amostras foram extraidas em diclorometano, secadas e
derivatizadas com bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) de modo a obter-se o
derivado trimetilsilil da OTA, que foi analisado por GC/MS no modo S/M, monitorizando

oito 10es especificos.

Dao et al. (2005) relataram a utilizagio do método de PCR, usando os primers
A0OTAL/AoOTAR os quais podem ser usados para detectar especificamente o A.
ochraceus, e os AoLC35-12L/AoLC35-12R para detectar os fungi produtores de OTA, A.
carbonarius, A. melleus, A. ochraceus, A. sulfureus, P. verrucosum. No entanto, mais
estudos sdo necessarios para validar a sua aplicagdo na deteccdo de espécies produtoras de

OTA em alimentos tais como cereais, café ou uvas.

3.6.3.4 CONFIRMACAO

A identidade da ocratoxina foi confirmada em amostras de uva passa secada, usando o
HPLC-MS (MacDonald et al., 1999). Jorgensen and Vahl (1999) relatam a confirmacao da
ocratoxina A em rins de porco e farinha de centeio usando a derivatizacdo da ocratoxina A
no éster metilico, e a ocratoxina A metil (d3) éster como padrao interno. Num estudo com

vinhos huingaros, Berente et al. (2005) procederam a confirmacao da presenga de OTA pela
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respectiva conversdo quantitativa no seu éster metilico com BFs/metanol. Alids, muitos
autores usam o trifluoreto de boro como catalisador para formar o derivado éster metilico
da OTA. O uso de acidos minerais (relacionado com a volatilidade) tais como HCI

concentrado e H,SO4, como catalisadores, merecem a preferéncia dos autores japoneses.

Sibanda et al. (2001) usaram o HPLC para confirmacdo da OTA em amostras de café
verde. Num outro estudo com cervejas de Marrocos, Filali et al., (2001) referem-se a
confirmagdo pela clivagem com carboxipeptidase da molécula de OTA usando o HPLC

com determinagdo fluorimétrica da ocratoxina o (OTa).

Blesa et al. (2004a), num estudo envolvendo cereais, usaram o LC-FLD ap6s metilacao da
OTA e cromatografia liquida acoplada a espectrometria massa (LC-MS) com uma
interface electrospray para confirmagdo da OTA. A confirmacdo com LC-FD apos
metilagao da OTA ¢ também referida noutros dois estudos, um realizado em molho de soja
por Blesa et al. (2004b) e outro em tecidos musculares por Guillamont et al. (2005). Lin et
al. (2005) em cafés, cereais, vinhos (tinto) e cervejas em Taiwan, usaram a derivatizagdo
quimica e LC-MS electrospray tandem para a confirmacao da OTA, enquanto que Medina

et al. (2005) referem-se ao LC acoplado a MS ion trap, em amostras de uvas espanholas.

Ventura et al. (2003) relata um método usando LC/FLD com confirmag¢do das amostras
positivas por LC/ESI-MS (single quadrupole analyzer, em modo de ido positivo, single ion
recording de m/z 404) para a quantificagdo da OTA em café. A importancia do estudo
consiste principalmente no facto de um unico single quadrupole MS ser suficiente para a
confirmagdo por LC/MS das amostras positivas obtidas com LC/FLD. O método foi

validado, obtendo uma recuperacdo de 82.5% e um limite de detecc¢do de 0.1 ng/g.

3.6.4 Patulina
3.6.4.1 EXTRACCAO E PURIFICACAO

A principal interferéncia na determina¢do da patulina ¢ o 5-hidroxi-metil-furfural (HMF)
que se forma durante o processamento térmico dos hidratos de carbono presentes nos
sumos de maca. A extrac¢do liquido-liquido e extrac¢do em fase so6lida sdo os métodos

tradicionais usados na preparagao e extrac¢do da amostra para andlise de patulina em
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alimentos (AOAC, 1997). Nos ultimos anos foram formulados diversos métodos para a
extraccao e purificagdo das amostras, principalmente sumos de fruta, como os de maga e de

péra.

A extrac¢do com solventes polares, tais como o acetato de etilo ou acetona, ¢ a mais
comum. MacDonald and Illida e MacDonald et al. fazem referéncia a métodos para a
determina¢do de patulina baseados na extracc¢ao liquido-liquido com acetato de etilo. No
entanto, as etapas necessdrias de evaporagao acabam por ter uma influéncia negativa na
reprodutibilidade. Para além disso, este tipo de extrac¢do ¢ muito geral e se ndo existir
nenhuma etapa adicional de purificagdo, a analise pode ser facilmente distorcida

(Boonzaaijer et al., 2005).

A etapa seguinte de purificagdo pode ser executada com uma coluna cromatografica
usando a silica gel 60, florisil ou a celite. Um outro método inclui o uso de uma solugdo de
carbonato de sddio como agente de lavagem. As colunas Mycosep™ (#224) podem
também ser usadas, sobretudo quando ¢ necessaria uma purificagdo rapida e facil (in

http://www.micotoxinas.com.br/patufacts.htm).

Virios autores relatam a extrac¢do e purificacdo da patulina conseguida de diversas formas
como a seguir enunciadas. Ross et al. (1998) efectuaram trés parti¢des, adicionando a 25
ml de sumo de maga trés partes de 25 ml de acetato de etilo, sendo as fases superiores dos
extractos combinadas e desidratadas com 10 g de Na,SO4 anidro. A seguir procederam a
uma purificagdo em coluna (10x500 mm) contendo 8,5 g de silica gel 60 G (Merck). O
extracto foi eluido com cerca de 100 ml de benzeno-acetato de etilo na propor¢do 75:25 e

seco com ar comprimido.

Num outro estudo, Tha and Sabino (2006) efectuaram a extraccdo com acetato de etilo-
hexano. Piemontese et al. (2005) também relatam a extraccdo em amostras de fruta fresca e
produtos alimentares contendo frutas com acetato de etilo, tal como Cheraghali et al.
(2004) usando sumo de fruta e concentrados, efectuaram a extrac¢do por trés vezes com
acetato de etilo. A fase organica foi secada usando sulfato de sddio anidro e a seguir

evaporada. A solucdo foi purificada usando uma coluna de silica gel com benzeno/acetato
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de etilo (25:75). A seguir, o efluente foi evaporado sob corrente de azoto gasoso e por fim
dissolvido em cloroféormio. Kawashima et al. (2002) referem-se a extraccao da patulina de
amostras de tomate, com acetato de etilo e purificagdo numa coluna de silica gel,
afiancando que o acetato de etilo, popularizado como o solvente de extrac¢dao da patulina
de amostras de magds, era também o melhor solvente de extrac¢do para amostras de
tomate, tal como a coluna de silica gel foi o sistema de purificagdo que melhor funcionou

neste caso.

Sheu and Shyu (1999) desenvolveram um método onde fazem uso da extrac¢do da patulina
de sumos por didlise difasica com acilagdo in situ usando um tubo de dialise contendo
cloreto de metano como solvente, anidrido acético como agente derivatizante, 4-N,N-
dimetilamino-piridina como activador da derivatizagdo e nitrobenzeno como padrdo
interno. Embora o periodo gasto na extrac¢do seja algo extenso, o resto do método € rapido
e conseguindo-se um limite de quantificagdo estimado de 10 pg/L. com uma média de
recuperagdo de 79%. Nesta técnica, uma membrana que contém o solvente orgénico de
extrac¢do, ¢ agitada na matriz aquosa, de tal modo que os analitos de baixo peso molecular
(de interesse) passam através da membrana, enquanto que as impurezas de peso molecular
mais elevado, sdo retidas na matriz aquosa, permitindo a quantificagdo de patulina na

ordem dos 10 a 250 pg/L.

Gokmen et al. (2005) descrevem duas técnicas de SPE, um usando um sistema tandem
polivinilpolipirrolidona-octadecil (PVPP-C18) e o outro, usando cartuchos de HLB para
analise da patulina em sumos de ma¢d. Os métodos convencionais de extraccdo e
purificagdo, usando multiplas etapas de particao liquido-liquido, usualmente, concentram a
patulina presente no sumo de mag¢a em 5-10 vezes, para atingir uma sensibilidade aceitavel
na etapa subsequente de determinagdo e quantificacdo. Neste caso, os procedimentos de
SPE foram optimizados para concentrar a patulina presente no sumo de magad 10 vezes

mais, de modo a aumentar a sensibilidade da detec¢do.
Portanto como se pode constatar, quase todos os métodos analiticos usados na detec¢do e

determinagdo da patulina (em produtos de magd) possuem etapas de extraccdo e

purificagdo muito similares. O acetato de etilo é o solvente normalmente usado para a
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etapa de extrac¢ao em produtos aquosos. Por vezes, as solugdes, particularmente aquelas

resultantes de sumos cloudy, requerem uma despectinizagdo antes da extracgao.

A determinacdo quantitativa de patulina por GC/MS ¢ usualmente baseada na extracc¢ao
prévia e derivatizagdo, tanto como derivados silil ou acetil e requer a patulina
isotopicamente marcada como padrdo interno, que nao esta comercialmente disponivel. No
entanto, como se vera a seguir, existem diferentes técnicas analiticas de deteccdo. Estas
incluem métodos baseados no TLC, GC com derivatizagdo, GC/MS com derivatizacao e

LC (Takino et al., 2003).

3.6.4.2 DETECCAO E QUANTIFICACAO

Enquanto que os métodos para detectar e quantificar a patulina melhoraram grandemente
ao longo dos anos, a sensibilidade destes métodos ¢ ainda um factor limitante em muitos
aspectos da investigagdo e do controlo. Actualmente, ndo existe qualquer técnica analitica
rapida para a andlise da patulina, e a metodologia padrao para a quantificacao da patulina

requer instrumentacao dedicada e operadores treinados (Moake et al., 2005).

Para a separagdo e deteccdo, varios métodos tém sido propostos, a maior parte envolvendo
0 GC e a LC com detecgao UV. Assim, o HPLC e o GC s3o os métodos escolhidos

preferencialmente, na analise rotineira da patulina.

Os métodos primitivos para a determinagdo da patulina em sumo de macga utilizavam o
TLC e o método oficial original do AOAC foi aprovado baseado num estudo colaborativo
de Scott em 1974. Este método (método 974.18) envolvia a extraccdo com acetato de etilo

e purificagdo numa coluna de silica gel.

A cromatografia de camada fina, uni e bidimensional, estavam entre os primeiros e
habituais métodos de analise da patulina por serem faceis de usar € mais econdomicos.
Devido ao facto da patulina ser fluorescente, a deteccdo pode ser conseguida sem a etapa

de derivatizagéo (in http://Www.micotoxinaSAcom.br/patufacts.htm).
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A patulina pode pois ser detectada usando o TLC, mas o método de andlise mais comum e
correntemente usado em produtos contendo fruta ¢ o HPLC com deteccao UV. A AOAC
internacional adoptou este método de LC como first action method (método 995.10) para
sumos de mag¢d com um limite de deteccdo de 5 pg/L (Moake et al., 2005), depois de um

estudo colaborativo internacional executado pela FDA (Brause et al. citado em Hopmans,

1997).

Existem outras técnicas usadas na separacdo e deteccdo da patulina. Por exemplo, Herry
and Lementayer descreveram o uso do HPLC para a separacdo e o DAD para a detecgao.
Rupp and Turnipseed escolheram para a derivatizacdo e andlise, 0 GC-MS (Boonzaaijer et

al., 2005).

Uma revisdo da metodologia analitica usada com a patulina em 1986 concluiu que os
métodos de TLC tinham dado lugar a uma predominancia das técnicas de HPLC pois estes
eram menos demorados, apresentavam uma melhor resolugcdo ao contaminante comum, 5-

hidroximetilfurfural (HMF) e obtinha-se uma sensibilidade melhorada.

Outros métodos utilizados sdo o GC ou GC/MS e este Gltimo ¢ muito util para a

confirmagdo de resultados (in hitp/www.lfra.co.uk/eman2/fsheet6.asp). Tarter and Scott, (1991)
relataram a determinagdo da patulina por deteccdo com GC-MS e quantificagdo do
derivado do heptafluorobutirato apds tratamento com heptafluorobutirilimidazol (HFBI).
Roach et al, 2000 referem que o uso do GC/MS com ionizagdo quimica do ido negativo
permite a detec¢do da patulina sem ter sido derivatizada em extractos de sumos de maga

minimizando as respostas dos co-extractados.

No entanto, o GC ¢ de entre as técnicas a que encontrou menos uso na analise da patulina,
porque o HPLC ¢ um método de maior confianca. A utilizagcdo do TLC esté a decrescer e o
HPLC tornou-se cada vez mais popular. Pode ser usadas conjuntamente com colunas de
fase reversa (RP) e a deteccao depende do detector escolhido pelo operador. Os detectores
simples de UV resultam em limites de deteccao de 2 a 10 ug/L, enquanto que os detectores

de fluorescéncia atingem limites de detecgdo tdo baixos quanto 10 °pg/L.
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Embora na maior parte das vezes, a preferéncia para a determinagdo da patulina fosse para
os métodos de HPLC, foram no entanto desenvolvidos alguns métodos de GC. Estes
envolviam a formag¢do de derivados éter trimetilsilil com detec¢do por captura electronica
ou espectrometria de massa. A separa¢do cromatografica foi efectuada numa coluna capilar
ndo polar revestida com silica e deteccao por captura electronica. A aplicagdo desta técnica
a sumo de maca naturalmente contaminado, o qual tinha sujeito a uma extrac¢do com
acetato de etilo e purificado usando a cromatografia em coluna de silica gel, permitiu um
limite de detec¢ao de 10 mg/L. Um outro estudo indica que a detec¢do sobre placas de
silica gel era conseguida pelo borrifamento com 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona

(MBTH) com um limite de detec¢ao de aproximadamente 20 mg/L.

Shephard and Leggott (2000) apresentaram um artigo de revisdo sobre os métodos
analiticos usados na detecg¢do, determinacdo e confirmagdo de identidade da patulina
concentrando-se nos avancos ¢ desenvolvimentos verificados nos métodos TLC ¢ GC nos

10 anos anteriores.

OUTROS METODOS

Boonzaaijer et al. (2005) desenvolveram um (novo) método seguro para a investigacao da
ocorréncia da patulina em produtos contendo maca empregando duas etapas prévias de
purificagdo e a andlise convencional com HPLC-DAD. Este método ¢ suficientemente
sensivel para aplicacdo no controle de qualidade de acordo com as tltimas recomendacdes
e exigéncias da UE. No entanto, referiram que podiam ser conseguidos limites de deteccao
mais baixos, pela combinacdo deste método com técnicas mais especificas de deteccao

como por exemplo, LC-MS/MS.

Ao contrario de outras micotoxinas, ndo existe disponivel comercialmente qualquer kit de
ELISA para a patulina. Porém, tem sido efectuada alguma investigagdo sobre a eventual

produgéo de anticorpos de derivados da patulina (in http://Www.micotoxinas.com.br/patufactsihtm).

Tsao and Zhou (2000) relataram o uso da cromatografia capilar electrocinética micelar
(MECC) para a determinagdo de patulina em sidra. Este método caracteriza-se pelo baixo

consumo de reagente e necessidade de 2 ml de amostra para o procedimento. A detecgdo
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foi efectuada com um detector de array fotodiodo a 273 nm tendo-se atingido um limite de

deteccao de 3.8 ng/L.

Um método de HPLC-MS/MS ¢ descrito por Sewram et al. (2000) usando um dispositivo
APCI com detector de captura io6nica (modo do ido negativo) para andalise da patulina em
sumos de maca. A separagao por HPLC ¢ conseguida com uma fase movel de acetonitrilo e

agua (10:90), resultando num limite de deteccao de 4 ng/L.

Takino et al. (2003) apresentaram um estudo comparativo entre APCI e APPI para a
determinagdo de patulina em sumos de mac¢a e demonstraram que a técnica de APPI era a
técnica de ionizagdo ideal por causa das suas elevadas sensibilidade e selectividade. Uma
outra vantagem importante ao usar a APPI ¢ o baixo efeito da matriz, para além de um
cromatograma mais “limpo”. Nesta base afirmaram ter desenvolvido um método simples
de extracc¢ao que elimina a necessidade de etapa tediosa de preparagdo off-/ine da amostra.
De acordo com estes dados, o HPLC-APPI-MS parece ser um método conveniente para

analise de rotina de patulina em sumos de fruta em quantidades vestigiais.

Foram também relatados métodos alternativos para a quantificacdo da patulina. Por
exemplo, Lin et al. usaram a densitometria no modo da absorvancia-reflectincia num
comprimento de onda de 275 nm para quantificar as intensidades das manchas de patulina
extraidas de uma matriz do milho, enquanto que Durakovic et al. usaram a
fluorodensiometria seguida da formagao de derivados fluorescentes da patulina em sumos
de maca, obtidos pela exposicdo ao vapor de amoénia concentrada (Shephard and Leggott,

2000).

Rychlik and Schieberle desenvolveram dois métodos - HRGC/HRMS e LC/MS - para a
determinagdo de patulina em géneros alimenticios, com uma extrac¢do prévia e
concentrando a toxina com acetato de etilo, usando a *C,-Patulina como padrdo interno. O
método GC era baseado numa derivatizagdo com bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida
(BSTFA) e a analise GC/HRMS pela monitorizagio do '“C, e "*C, dos derivados
trimetilsilil (Moake et al., 2005). Um outro método analogo a este (mas sem qualquer

padrdo interno “marcado”) foi apresentado por Rupp and Turnipseed para a confirmagdo
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qualitativa da patulina e do 5-hidroxymetilfurfural em sumo de mag¢a por GC/MS com uma

fonte de EI e monitorizagao selectiva dos ides (Sforza et al., 2005).

O HPLC-RP acoplado a deteccao UV ¢ uma técnica muito apropriada na determinagdo da
patulina uma vez que a molécula ¢ polar e exibe um forte espectro de absor¢do. Note-se
que a detec¢do UV pode ser afectada quando outras substincias interferentes estao
presentes, especialmente 5-hidroximetil-2-furaldeido (5-HMF). Os métodos LC/MS sdo
normalmente mais robustos e mais reprodutiveis que os correspondentes métodos GC/MS,
embora em muitos casos menos sensiveis. No entanto, dada a ndo disponibilidade
comercial de padrdes internos para o GC/MS, o LC/MS ¢ considerado o método indicado
para a quantificacdo e confirmacdo exacta da patulina. Actualmente, quando se pretende a
determinagdo rotineira de patulina em alimentos, o método LC-UV parece ser o mais
adequado. Quando a selectividade é comparada, ambos os métodos GC/HR-MS e LC/MS

sao mais especificos que a deteccao UV.

3.6.4.3 CONFIRMACAO

Os métodos para confirmar a presenca de patulina incluem geralmente técnicas mais
especificas de deteccdo tais como a espectrometria de massa (MS) apos separagao por LC
ou GC, permitindo uma confirmagdo conclusiva da toxina. Os métodos MS-MS fornecem
uma selectividade adicional e uma melhor sensibilidade (Sforza et al., 2006). Ha relatos da
utilizagcdo de colunas capilares em equipamentos de quadrupole, ion trap e de sectores
magnéticos para a confirmacao da patulina quando presente nos sumos de ma¢a em niveis

entre 68 ¢ 3700 ug/L (Roach et al. citado em Moake et al., 2005).

O método desenvolvido por Kawashima et al. (2002) no qual era usado o HPLC com
detec¢do por diode array para a determinagdo e confirmagdo da patulina em amostras de
tomate, provou ser mais simples, mais rapido e menos oneroso do que outros métodos
descritos na literatura devido ao limitado ntimero de etapas e a disponibilidade dos
reagentes ¢ adsorventes usados, com a vantagem adicional de permitir a determinacao de

uma segunda micotoxina, a verruculogen.
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3.6.5 Tricotecenos

Os laboratorios requerem métodos simples, robustos e consistentes para a analise de rotina,
com identificacdo inequivoca da micotoxinas suspeitas. S3o necessarios métodos sensiveis,
na ordem dos ng/g, que permitam detectar tricotecenos nos graos de cereal e produtos
alimentares para proteger os consumidores, para providenciar dados sobre a exposi¢do pela
dieta e para avalizar a investigacdo cientifica no controlo dos fungos e subsequente

producao das respectivas toxinas.

Como os tricotecenos encontram-se estruturalmente muito relacionados entre si, os
métodos analiticos sdo normalmente delineados de modo a determinar mais de um
tricoteceno. No entanto, os tricotecenos que ocorrem naturalmente em cereais podem ser
divididos em substancias polares “carregando” um grupo cetona em C8 (tricotecenos tipo
B) e menos polares (tricotecenos tipo A), os quais nao contém nenhuma fungao cetona em
C8 e apresentam geralmente menos grupos hidroxilo livres (Sforza et al., 2006). Dai que,
dependendo do grupo de tricotecenos que esté a ser analisado, os procedimentos analiticos
geralmente difiram nas etapas de extraccdo, purificagdo ¢ de determinagao final (Josephs et

al., 2004).

3.6.5.1 EXTRACCAO E PURIFICACAO

De entre os métodos cromatograficos, o GC ¢ a técnica mais usada na determinacdo de
tricotecenos, devido a selectividade e sensibilidade, mas também, porque a sua
versatilidade facilita o desenvolvimento de métodos para andlise de rotina de amostras
contaminadas com estas micotoxinas. Os solventes usados na extraccdo sao de caracter
polar, como o metanol ou acetonitrilo em misturas com agua. Quando se usa o metanol, ¢

necessaria uma etapa adicional de clarificagdo (Oliveira e Valente Soares, 2001).

Radové et al. (1998) descrevem dois procedimentos de purificagdo para a determinacao
(multipla) de sete tricotecenos - desoxinivalenol, nivalenol, diacetoxiscirpenol, fusarenona-
X, tetraol T-2, toxina HT-2 e toxina T-2 em extracto de trigo. Na extrac¢do foi usada uma
mistura acetonitrilo-agua (84:16, v/v) seguida de purificagdo usando a cromatografia de
permeacgdo em gel (gel Bio-Beads S-X3) ou extraccdo em fase solida (combinagdo de

florisil e C;g-cartuchos SPE de silica gel ou uma coluna Romer Labs. MycoSep 225). Uma
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mistura de acetonitrilo/agua/acido acético na proporcao 79:20:1 (v/v/v) foi usada por

Sulyok et al. (2006) como o melhor compromisso para a extrac¢ao do trigo € do milho.

3.6.5.2 DERIVATIZACAO

Além da etapa de extrac¢do, um outro ponto critico na determinagdo de tricotecenos, por
GC, ¢ a derivatizagdo, devendo ser efectuada antes do processo cromatografico, uma vez
que ndo emitem fluorescéncia, nem absorvem fortemente na gama do UV-Vis (Sforza et
al., 2006). Esta etapa ¢ necessdria para melhorar a volatilidade e outras propriedades
cromatograficas (e.g., aumento da pressdo de vapor dos compostos) dos tricotecenos. Os
agentes de derivatizagdo usualmente utilizados sdo o anidrido trifluoroacético (TFAA), o
heptafluorobutirilimidazol (HFBI), o anidrido heptafluorobutirico (HFBA) e o
pentafluoropropionilimidazol (PFPI) (Oliveira e Valente Soares, 2001).

O N,N-dimetil-trimetilsilil-carbamato, um agente sililante comercialmente disponivel, foi
testado na derivatizagdo de tricotecenos por Eke and Torkos (2004). A sua reac¢do com
alcoois € um processo non-equilibrium auto-catalitico, com subprodutos volateis. Como
consequéncia dessas caracteristicas vantajosas aquele agente provou ser de fécil uzo e
eficaz para a derivatizagdo de todos os tricotecenos estudados, nomeadamente

desoxinivalenol (DON), nivalenol (NIV) e 4,15-diacetoxyscirpenol (DAS).

3.6.5.3 DETECCAO E QUANTIFICACAO

Os métodos mais utilizados na andlise e determinacdo de tricotecenos podem ser divididos
em duas categorias: os métodos instrumentais — que envolvem o uso do GC com um
detector FID, ECD ou de espectrometria de massa ou entdo um sistema de HPLC com
deteccao UV ou fluorescéncia (apos derivatizagdo das moléculas) e os chamados métodos

rapidos - TLC, ELISA e imunoensaios (Oliveira e Valente Soares, 2001).

O GC ¢ a técnica mais utilizada na separa¢ao, identificacdo e quantificagdo de misturas de
tricotecenos, embora também sejam utilizados o TLC, HPLC e cromatografia de fluido
super-critico. Os métodos de GC permitem obter limites de deteccdo na ordem dos 1-10
ppb para os tricotecenos do tipo A e 10-30 ppb para os do tipo de B, embora os LOD’s
obtidos pelos métodos de HPLC-UV sejam mais elevados (100-200 ppb) (Sforza et al.,
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2006). O GC e ou o TLC sao as técnicas que podem ser usadas em tricotecenos do tipo B
enquanto que para os tricotecenos de tipo A, o método de quantificacdo preferencial € o

GC com detectores de captura electronica ou de espectrometria de massa (Samar and

Resnik, 2002).

Diversos métodos para determinagdo de tricotecenos baseados no TLC sdo incluidos nos
Métodos de Andlise Oficiais do AOAC Internacional. Os métodos instrumentais mais
frequentemente usados na determina¢do do DON, do HT-2- e da toxina T2 nos cereais ¢
produtos derivados, sdo baseados no GC com detectores de captura electronica ou
detetores de espectrometria da massa. Mais de 70% da literatura publicada nas Ultimas
décadas estd focalizada estas técnicas. Recentemente, o HPLC com detecgdo por
fluorescéncia e com detecc¢ao por espectrometria de massa ganhou maior importancia. Uma
vez que os tricotecenos nao sdo fluorescentes, o LC/FLD sé pode ser usado apos
derivatizacdo das moléculas com fluordéforos apropriados. As amostras podem ser
prontamente confirmadas por GC/MS. No que respeita ao HPLC, a deteccdo por MS ¢
essencial para detectar selectivamente os tricotecenos ndo derivatizados (Sforza et al.,

2006).

Viarios métodos imunoquimicos, especialmente testes ELISA, foram estabelecidos para a
determinagdo de alguns tricotecenos (Josephs et al., 2004). O método escolhido depende da
instrumentagdo disponivel, do limite de detec¢do pretendido, da composicdo da matriz e
das propriedades do analito. Os imunoensaios, juntamente com o TLC, s3o os unicos
métodos de triagem e de confianca disponiveis para a andlise rotineira das toxinas T-2 e
HT-2 nos cereais. A etapa de extrac¢do ¢ geralmente executada com acetonitrilo/agua, o
metanol ou o cloroférmio/etanol. Os limites de deteccdo dos testes/ensaios podem ser tao

baixos quanto 0.2 a 50 ng/g para a toxina T-2 (i http://www.micotoxinas.com.br/tricofacts.htm).

Dall’ Asta et al. citado em Sforza et al. (2006), relata o uso de um método LC/MS para a
determinagdo simultdnea de tricotecenos do tipo A e do tipo B usando o ESI no modo
positivo de ionizagdo com um analisador single quadrupole ¢ descrito. A fim de realgar a
ionizagdo de ambos os grupos dos tricotecenos, foi usado o ido sédio como agente de

cationizagdo adicionando cloreto de sodio ao eluente. Um método empregando a
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cromatografia gasosa-ionizagdo quimica do ido negativo/espectrometria de massa (GC-
NICI/MS) foi desenvolvido e usado para a determinacdo rotineira de oito dos mais
significativos tricotecenos numa grande variedade de produtos alimentares. Os métodos
cromatograficos, GC, a cromatografia liquida (LC) e fluido supercritico sdo correntemente

usados na analise de tricotecenos (Lombaert, 2002).

Em 2001, Krska publicou uma revisdo exaustiva de métodos analiticos usados na
determinagdo de tricotecenos, mas anteriormente outras revisdes incluindo o HPLC e o GC
haviam sido levadas a cabo por Langaseth and Rundberget. Para os tricotecenos, existem
apenas dois métodos padronizados publicados no “Official Methods of Analysis of AOAC
International”. Um - n.° 986.17, ¢ baseado no principio do TLC e o outro - n.° 986.18, foi
desenvolvido e validado usando o principio do GC. No entanto, nenhum deles ¢ adequado

para suportar as exigéncias da regulamentagdo comunitaria (Josephs et al., 2004).

Tricotecenos do Tipo A

O HPLC com detec¢do UV ndo ¢ aplicavel aos tricotecenos do tipo A (porque falta um
grupo cetona na posi¢ao C-8). As combinagdes de solventes, geralmente acetonitrilo/agua
e metanol/agua, foram usadas para a extraccdo do grdo, de alimentos e das ragdes. A
extraccdo ¢ executada misturando a alta velocidade ou agitacio mecanica. Para a
subsequente purificagdo sdo usados cartuchos de silica gel, florisil e SPE C18. As colunas

multifuncionais de MycoSep estdo a tornar-se cada vez mais usuais (i

http://www.leatherheadfood.com/eman2/fsheet2 3 .asp) .

A metodologia de GC ¢ a preferida para a determinacdo dos tricotecenos do tipo A e ¢
baseada na derivatizacdo dos grupos hidroxilo para aumentar a volatilidade e a
sensibilidade. A maioria dos métodos sdo baseados na trimetilsililagdio ou na
fluoroacilagdo. Por outro lado, ¢ recomendada a deteccdo por espectrometria de massa
(MS) ou o uso de um detector de captura electronica (ECD) com um reagente de
fluoroacilagdo. A formagdo de derivados de fluoroacil por anidrido trifluoroacético (TFA),
de pentafluoropropionil (PFP) ou derivados de heptafluorobutiril (HFB) sao aplicados para

aumentar a sensibilidade do ECD.
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Tricotecenos do Tipo B

Os métodos baseados na cromatografia de camada fina (TLC) sdo ainda comuns € com a
introdug¢do de TLC de alta performance (HPTLC), a eficiéncia da separacdo e a precisao
aumentaram. Os reagentes (por exemplo, acido sulfurico ou para-anisaldeido) sdo
necessarios para visualizar o Unico comprimento de onda curto a que absorve o DON.
Outros reagentes de aspersdo incluem o 4 para-nitrobenzil-piridina ou a nicotinamida em
combina¢do com o 2-acetil-piridina) ou AICls, que € o reagente de visualizagdo do DON

de maior utilidade. Os limites de detec¢do tipicos por TLC estdo na escala de 20-300 ng/g.

Além de TLC, foram recentemente desenvolvidos ensaios imunolégicos (ELISA) para fins
de rastreio rapidos. Para matrizes menos complexas (cereais puros), estes métodos podem
ser usados para a quantificagdo. A purificacdo (se necessaria) ¢ minima. Os métodos mais
sensiveis de ELISA foram desenvolvidos para o DON tri-acetilado, com um limite de
deteccao de 0,3-1 ng/g (que requer a acetilagdo e que da a soma do DON e dos seus
derivados acetilados). Foram também desenvolvidos ensaios de ELISA, os quais permitem
a determinacdo directa do DON com menor sensibilidade (LOD=20-300 ng/g). A
quantificagdo exacta por ELISA ¢ frequentemente limitada, por causa das reactividades

cruzadas (in http://www.micotoxinas‘com.br/tricofacts‘htm).

A extraccdo de DON e dos tricotecenos tipo B ¢ executada agitando-se com o acetonitrilo
aquoso ou com outros solventes, tais como agua/PEG, e cloroférmio/metanol. Trenholm et
al. avaliou procedimentos da extraccdo para o DON e demonstrou que sdo necessarios
tempos mais longos de extrac¢@o para amostras naturalmente contaminadas do que para as
“infectadas” com padrdes. A eficiéncia de extrac¢do deveria entdo ser avaliada com

amostras contaminadas naturalmente (in http://www.micotoxinas.com.br/tricofacts.htm ).

O material de empacotamento da coluna mais frequentemente usado em cromatografia de
coluna ¢ uma mistura de carvdo/alumina/celite. As modernas colunas de SPE sdo uma
alternativa aos métodos cromatograficos de coluna convencionais. Embora tenham sido
obtidas baixas recuperagdes para o DON, um novo método de HPLC que utiliza ambas as
colunas de carvao/alumina/celite e de IAC comercial deram recuperagdes razoaveis e um

LOQ de 50 ng/g. Um outro desenvolvimento mais recente em métodos de purificacdo € a
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coluna comercial extensamente usada da Mycosep® (#225 para tricotecenos) que permite
uma rapida purificacdo da amostra ndo sendo necessaria nenhuma etapa de lavagem. As
substancias analiticas interferentes sdo retidas enquanto que os tricotecenos nido sao

adsorvidos no material de empacotamento da coluna (i hitp://www.micotoxinas.com.br/ricofacts.htm).

O GC ¢ levado a cabo com detecgao por MS, ECD ou MS/MS apos derivatizacdo. A
escolha do reagente de derivatizacdo depende do tipo de tricoteceno e do método de
detec¢do. O grupo de carbonilo conjugado torna os tricotecenos do tipo B sensiveis ao
ECD, enquanto que a sensibilidade acrescentada dos tricotecenos do tipo A, aos quais
faltam esse grupo, ¢ obtida quando ¢ usada a fluoroacilagdo. Sao entdo produzidos éteres
de trimetilsilil por derivatizagdo de todos os grupos hidroxilo com reagentes tais como
TMSI, BSA e TMCS. Quando ¢ usado um unico composto, podem ocorrer dois picos para
os tricotecenos tipo B, devido a derivatizagdo incompleta. Para obviar este problema,
usam-se misturas de derivatizagao tais como TRI-SIL TBT® e Sylon BTZ (ambos sdo
reagentes de sililacdo), as quais contém TMSI (40+5 %), BSA (35£5 %) e TMCS
(25+5 %). Performances analiticas caracteristicas comparaveis as dos métodos de GC
podem ser conseguidas com métodos de HPLC e derivatizagdo pré- ou poés-coluna (in

http://www.inchem.org/documents/jecfa/jecmono/v47je05.htm#3 ‘2.2).

Desoxinivalenol (DON)

O DON, ¢ o tricoteceno do tipo B mais importante pelo que existem diversos métodos
oficiais e foram desenvolvidos e validados outros métodos para a sua andlise em cereais ¢
outros géneros alimenticios. A cromatografia de camada fina (TLC), a cromatografia
liquida, particularmente a de alta performance (HPLC) e os métodos ELISA sdo os
métodos apropriados para rastrear convenientemente o DON e respectiva quantificacdo. O
limite de detec¢ao por TLC, por exemplo, ¢ de 0.2 ppm para o DON e permite a

determinagdo de uma larga escala de concentragdes de DON (Schaafsma et al. 1998).
O GC ¢ comummente usado, particularmente na determinagdo simultanea de varios

tricotecenos nos seus derivados trimetilsilil, pentafluoropropionil, heptafluorobutiril e

trifluoroacetil, com deteccao por ECD, ioniza¢do de chama, MS ou tandem MS. A escolha
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do reagente de derivatizacao depende do tipo de tricoteceno a ser analizado e do método de

detecgﬁo (in http://www.inchem.org/documents/iecfa/iecmono/v47ieOS.htm#3.2.2).

A introducdo de colunas melhoradas baseadas em carvao, aluminio e terra modificada de
diatomaceas para purificagdo das amostras antes da determinagdo por TLC ou GC
simplificou e acelerou a andlise de desoxinivalenol. O uso de tais colunas em combinagao
com cromatografia gasosa e deteccdo por captura de electrdes ou espectrometria de massa
apos a derivatizacdo do desoxinivalenol é a técnica mais comum para quantificar esta
micotoxina. Esta técnica permite a determinagdo simultanea de desoxinivalenol e outros
tricotecenos em concentracdes de apenas alguns nanogramas por grama, mesmo em

matrizes complexas de alimentos (in http:/www.inchem.org/documents/jecta/jecmono/v47je05.htm#3.0).

No entanto, a matriz pode interferir com os métodos analiticos que usam a cromatografia
gasosa. A cromatografia liquida com deteccao por fluorescéncia apos a derivatizagcdo pos-
coluna ou a deteccdo ultravioleta em combinacdo com a purificacdo rigorosa das amostras
¢ uma alternativa apropriada. A cromatografia liquida com detec¢do por espectrometria de
massa pode ser usada para a determinacdo directa e simultanea de diversos tricotecenos,

mas o seu elevado custo inviabiliza o seu uso rotineiro.

Viarios métodos usando o HPLC foram publicados sobre a determinacdo em alimentos e
cereais. A separacdo ¢ usualmente conseguida numa coluna C18 de fase reversa com
misturas de metanol/agua como fase mével. O uso de acetonitrilo em vez de metanol em
misturas aquosas parece ser uma melhor escolha. Porém, uma etapa de purificacio
normalmente demorada ¢ necessaria para a determinacdo do DON em matrizes complexas

(ragdes e produtos alimentares).

O método padrdo alemdo do Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs und
Forschungsanstalten (VDLUFA) para o DON descrito por Valenta et al. (2002) deve ser
aqui mencionado. O método de HPLC proposto inclui uma purificagdo em trés etapas
demoradas incluindo a parti¢ao liquido-liquido com éter de petrdleo, SPE com mistura de
carvao/alumina/celite e a utilizagdo de wuma coluna de imunoafinidade (i

http://www.leatherheadfood.com/eman2/fsheet2_3.asp). Os resultados de um estudo de inter-comparacao
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recente (Josephs et al., 2001) reflectem o estado actual das técnicas usadas pela maioria

dos laboratorios Europeus na anélise de desoxinivalenol em cereais.

Para a purificagdo do DON dos extractos crus foram utilizadas as técnicas de SPE
(colunas Mycosep'™ ou de fluorisil/carvio activo). Adicionalmente foram aplicadas as
IAC’s e a técnica Extrelut® em combinacao com o SPE fluorisil. A determinacao do DON
foi conseguida por GC-ECD, GC-MS, HPLC-UV/DAD e HPLC-FLD. Para além disso,
foram também usados métodos ELISA. Deve no entanto ser enfatizado que os métodos
ELISA usados na determinagdo do desoxinivalenol ndo conseguem distinguir entre
desoxinivalenol, 3-acetildesoxinivalenol, 15-acetildesoxinivalenol e 3,15-
diacetildesoxinivalenol, uma vez que os anticorpos sdo eluidos ‘“contra” o 3,7,15-

triacetildesoxinivalenol (in http://www.inchem.org/documents/jecfa/ jecmono/v47]’eOSAhtm#3.0).

A derivatizagdo poés-coluna, que foi desenvolvida por Sano et al. (1987), envolve a
decomposi¢ao alcalina do DON e NIV para gerar o formaldeido e reagir com o
acetoacetato e acetato de amonio para formar um derivado fluorescente (in hitp:/www.ifa-

tulln.ac.at/download/030827094742.pdf#search:%22Sano%20trichothecenes%22).

Os LOD’s dos métodos usados para o DON variaram de 0.30 a 107,9 ng/g. As
recuperacdes individualmente determinadas variaram de 60 a 100% e o CVs relatados
variaram de 3 a 15%. Num estudo comparativo organizado por Gilbert, os participantes
que usaram TLC para determinagcdo de desoxinivalenol encontraram interferéncia em

extractos de milho. Consequentemente, a maioria dos participantes mudou de TLC para

HPLC (in http://Www.inchemiorg/documents/jecfa/jecmono/v47jeOS.htm#3.0).

Os limites de detecgdo tipicos para o DON em cereais sao 100-1600 ng/g (HPLC-UV), 6-
40 ng/g (HPLC-MS), 20 ng/g (HPLC-FLD), 20-50 ng/g e ainda inferiores (GC-ECD) e
abaixo de aproximadamente 5 ng/g GC-MS com heptafluorobutiril (HFB) e derivados
pentafluoropropionil (PFP)], com recuperagdes tipicas variando de 70-110% (i

http://www.inchem.org/documents/jecfa/jecmono/v47je05.htm#3.0).
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Recentemente, alguns instrumentos de LC-MS, particularmente os que usam interfaces de
ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (APCI), foram usados para a determinagdo e
identificacdo de tricotecenos em niveis vestigiais. A detec¢do electroquimica foi também

descrita para a determinagdo da DON (in http:/www.micotoxinas.com.br/tricofacts.htm).

Métodos Fluorimétricos

Malone et al. (1998) descreve uma extrac¢do de etapa unica, purificagdo e a andlise
fluorimétrica de DON que pode ter utilidade nas instalagdes de classificagdo do grdo que
manipulam um grande numero de amostras. Este método pode quantificar o DON em
concentragdes de 0.5 a 50 ppm sem diluicdo. As andlises individuais sdo conduzidas em
menos de 30 minutos e 24 amostras analisadas em 2 horas. Este método requer um
laboratorio tradicional com um nivel de sofisticagdo baixo, com moinho, homogeneizador,

evaporador e fluorimetro.

As suas vantagens incluem o largo espectro de determinagdo de DON sem diluicdo; a
flexibilidade para executar amostras individuais ou multiplas sem impacto significativo no
custo por amostra; ndo € necessario pessoal com muita pratica e ha menos possibilidade de
erro quando comparadas com os métodos cromatograficos; e um custo razoavel por
amostra. As desvantagens incluem a necessidade de aparelhagem moderadamente cara e
espago disponivel no laboratdrio, o limite de detecg@o de 0.5 ppm e o tempo que demora a
executar uma amostra, embora aquele inclua todos os passos de amostragem do grao (in

http://www.grainscanada.gc.ca/Cdngrain/fusarium/workshop/2003/3rdCWFH B—2003.pdf).

Teste ELISA para o DON

Os testes ELISA sdo dos métodos mais largamente usados na industria de cereais para o
rastreio e quantificacdo de DON. Estes testes sdo baseados em reacgdes onde a toxina e a
enzima conjugada da toxina competem pelos sitios de reac¢do dos anticorpos monoclonais.
As enzimas produzem uma cor quando expostas a certos substratos e a concentragdo da
toxina ¢ inversamente proporcional a quantidade de cor. Este método pode ser bastante
especifico para um composto alvo, tal como o DON mas pode ocorrer a reac¢ao cruzada

com alguns metabolitos do DON dependendo do anticorpo usado (Maragos et al., 2002).
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Existem disponiveis no mercado varios kits comerciais de ELISA (Diagnostix, 2003;
Neogen, 2003; Romer Labs Inc., 2003). Ha dois tipos de estojos de ELISA. Alguns apenas
informam que a concentragdo de DON estd acima de uma gama de concentragdes de
controlo, enquanto outros usam uma série de padrdes para produzir uma curva padrdo da

qual a quantidade de DON pode estar quantificada com maior exactidao.

A quantificagdo de DON por ELISA ¢ limitada pela concepcao de cada kit. Alguns kits tém
uma escala de detecg¢do de 0.5 a 5.0 ppm, 0.5 a 6.0 ppm ou 0.2 a 2.5 ppm. As amostras que
contenham o DON fora destes limites necessitam de ser concentradas ou diluidas
previamente a (re)analise. A maioria de fabricantes destes kits semi-quantitativos relatam
um tempo de leitura de 20 minutos, mas negligenciam no célculo deste tempo, a inclusao
das etapas de moagem e de extraccdo da amostra. Executar estes testes demoram,
tipicamente, no minimo 30 minutos, embora uma vez as amostras estejam moidas e
extraidas, varias delas podem ser analisadas ao mesmo tempo. A aparelhagem necessaria
inclui moedor, liquidificador, pipeta multicanal e individual e um leitor de microplacas

para as determinagdes mais exactas.

As vantagens do método semi-quantitativo ELISA sdo: a sua sensibilidade e a sua
especificidade ao DON e metabolitos relacionados, o investimento relativamente baixo em
aparelhagem necessaria, a acessibilidade e custo razoavel de conjuntos de kits para um
grande nuimero de testes ¢ a ampla aceitacdo desta tecnologia para esta e outras

micotoxinas.

As desvantagens do método ELISA incluem, entre outras, a necessidade de tempo, espaco
e de equipamento para a preparacdo da amostra e respectiva extraccdo; a pouca ou
nenhuma flexibilidade e a ineficiéncia na execucdo de amostras individuais; para além da
reactividade cruzada com analogos de DON que pode levar a avaliagao excessiva de niveis
de DON; e o nivel moderado de pratica e passos que sdo necessarios para executar os

testes.

Com a mudanca nas directrizes para a saide relativamente ao DON, o limite de detec¢ao

pode também tornar-se um problema, no entanto Yang et al., relatou que o teste ELISA ¢
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adequado para analisar comida de bebé e amostras de cereais de acordo com os limites
legislativos europeus mais rigorosos para 0 desoxinivalenol (in

http://www.grainscanada.gc.ca/Cdngrain/fusarium/workshop/2003/3rdCWF HB—2003.pdf).

3.6.6 Zearalenona
3.6.6.1 EXTRACCAO E PURIFICACAO

Para a extrac¢do da zearalenona, os métodos convencionais e principais procedimentos
envolvidos incluem, a particdo liquido-liquido (extrac¢do L-L), extraccdo em fase solida
(SPE), colunas de imunoafinidade (IAC) e colunas de purificagdio multifuncionais. Mais
recentemente, outros métodos tais como a extraccdo por microondas, ultrasonica¢do e
extraccdo acelerada por solvente foram também aplicados com sucesso a extraccao
quantitativa da ZEA de diversas matrizes (Urraca et al., 2005). A parti¢do liquido-liquido
faz uso de quantidades elevadas de solventes clorados, e quando se usa o cloroféormio e
NaOH tem que ser ter o cuidado especial para evitar a hidrolise do anel lactona da ZEA
sob condicdes alcalinas. O uso de SPE requer muita experiéncia para obter resultados

fidveis e reprodutiveis.

Enquanto a etapa de purificagdo ndo ¢ normalmente necessaria para os imunoensaios,
procedimentos extensos dessa mesma etapa sdo exigidos antes que os métodos fisico-
quimicos possam ser empregues. A aplicagdo das IACs e das colunas de purificagdo
multifuncionais na purificagdo de amostras contaminadas com ZEA estd ja bem
investigada. As moléculas do analito sdo ligadas a anticorpos ¢ subsequentemente a uma
etapa de lavagem a toxina pode ser eluida. Esta caracteriza-se por uma recuperagao mais
elevada do que a parti¢do liquido-liquido padrao e ¢ geralmente empregue juntamente com

a cromatografia liquida de elevada performance de fase invertida (RP-HPLC).

As TACs estdo comercialmente disponiveis pela Rhone-Diagnostics (Glasgow, Scotland) e
Vicam (Watertown, MA; USA). Ambos os produtos tém um desempenho semelhante.
Outro desenvolvimento recente nos métodos de purificagdo e que € largamente usada
comercialmente ¢ a coluna MycoSep™ (#224 para ZEA). Permite a purificacdo rapida da
amostra (30 segundos) e ndo ¢ necessario nenhuma etapa de lavagem. As substincias

interferentes sdo retidas enquanto a ZEA ndo fica adsorvida ao material de
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empacotamento. Este método ndo ¢ apropriado para matrizes complexas tais como

alimentos/ragdes compostos.

3.6.6.2 DERIVATIZACAO

Hetmanski and Scudamore (1991) referem-se a detecgdo da ZEA em extractos de cereais
usando o HPLC com derivatizagdo pds-coluna, o que melhora a resposta fluorescéncia das
micotoxina de Fusarium, nomeadamene da zearalenona e zearalenol (quando determinadas
por RP-HPLC). A derivatizacdo ¢ baseada numa reac¢do com cloreto de aluminio o que
resulta numa resposta mais selectiva. O método foi testado num grande nimero de cereais
e ragdes para animais. Schwadorf and Muller (1991) procederam a determinagdo da
zearalenona em amostras de cereais (trigo, cevada, aveia, milho) usando o GC com
detec¢do por ion-trap apds derivatizagdo por trimetilsililagdo, sendo esta técnica também

referida por Ryu et al. (1996) num estudo em cereais coreanos, colhidos em 1992.

3.6.6.3 DETECCAO E QUANTIFICACAO

As principais técnicas analiticas aplicadas para a analise da ZEA em cereais incluem o
TLC, o GC-MS e o0 HPLC com detecgao por fluorescéncia ou por espectrometria de massa.
Os métodos imunoquimicos tais como o ELISA foram também aplicados como técnicas de
seleccao/triagem (screening) com fins laboratoriais e de controlo oficial. Foi ainda descrito

um imunossensor baseado num ensaio competitivo tipo sandwich (Urraca et al., 2005).

O método mais popular de separagdo e detec¢do da ZEA ¢ o RP-HPLC depois de uma
etapa de purificacdo com IAC’s (EMAN Fact sheets). A separacdo das interferéncias € boa
e o limite da detec¢do para as amostras analisadas com o RP-HPLC-FLD com uma
purificagdo prévia usando as IAC’s foi relatado como sendo de 3-6 pug/kg com uma

recuperacdo média de 98-100% na escala de 10-200 pg/kg.

Nao existe definido um coeficiente de extingdo comum para a fase movel usada no sistema
de HPLC uma vez que sdo utilizadas diferentes misturas de acetonitrilo e agua.
Adicionalmente nem sempre ¢ usada a mesma banda/faixa para calculos o que conduz a
resultados diferentes para a mesma amostra. Krska and Josephs (2001) recomendaram um

coeficiente da extincdo de 12623+111 na banda de 274 nm, que poderia ser medida com
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maior exactidao (CV=1.2%) num comprimento de onda de referéncia de 450 nm. O uso
deste coeficiente de extingdo comum, que foi obtido durante o projecto SMT-ZON-
MAIZE, contribuird também para uma melhor comparacdo dos resultados obtidos (in

http://WWW.ifa-tulln.aCAat/download/030827094657.pdf).

Com a disponibilidade de sistemas de cromatografia liquida, ionizagdo quimica a pressao
atmosférica e detec¢do por espectrometria de massa (LC-APCI-MS), um novo e poderoso
método foi estabelecido para a identificacdo e quantificagdo, com o qual se pode conseguir
uma elevada sensibilidade e mesmo os extractos crus podem ser medidos sem a etapa de
purificacdo. Apds a digestdo enzimdtica ¢ possivel uma detec¢ao simultdnea de ZON e
seus derivados (a/B-ZOL e zeranol). Um outro método caracteriza a detec¢ao directa de
ZON com um fluorimetro apds a purificagdo com colunas de imunoafinidade e reacgdo do
analito com cloreto de aluminio hexahidratado. Foram também relatados métodos que
usam a TLC, a GC e a GC-MS, mas sdo de menor importancia. Desenvolvimentos futuros
irdo estar centrados no acoplamento de colunas IAC a sistemas de HPLC-FLD assim como
o uso continuado de sistemas LC-MS para identificagdo e quantificagdo, que ¢ ja

actualmente o método mais importante na detecg¢do simultdnea de ZEA e o-/p-zearalenol.

A zearalenona ¢ medida por HPLC-FLD, geralmente ap6s a preparacdao com colunas de
imunoafinidade. Os limites tipicos da detec¢do variam de 1 a 50 ppb na cevada ¢ no malte
e de 1 a 5 ppb na cerveja. Os testes de ELISA estdo também disponiveis com um limite de
deteccao relatado de 50 ppb nos cereais. Um teste oficial ELISA foi adoptado pela AOAC
em 1994. E importante observar que a zearalenona ¢ muito sensivel a exposicdo a luz,
especialmente quando em solugdo, pelo que deve ser tomado um cuidado especial no

laboratdrio para evitar a degradacao.

OUTROS METODOS

IMUNOLOGICOS

Diversos métodos imunoquimicos foram desenvolvidos para a determinacao de ZEA em
cereais, leite e fluidos biologicos. Eles incluem ensaios radioimunolégicos (a partir de

anticorpos de suinos, bem como ensaios enzimo-imunoldgicos usando anticorpos
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policlonais (de coelhos) e monoclonais (de ratinhos). E também usada a

imunocromatografia.

O primeiro tem um LOD de 50 pg/kg e leva 15 min. para efectuar o teste. O Gltimo tem um
LOD de 250 pg/kg, o qual esta acima das directrizes estabelecidas pela maioria dos paises
europeus. Ambos os kits apresentam reactividade cruzada com os derivados da ZEA, a-
ZOL e B-ZOL. Um método de ELISA para a ZEA em milho foi estabelecido como um
método de rastreio (First Action Screening Method) pelo AOAC (concentragdo ZEA > 800

ng/ke).

3.6.6.4 CONFIRMACAO

Pohiand et al. (1979) relataram a confirma¢do da identidade da zearalenona obtida pela
medi¢do da intensidade de fluorescéncia utilizando quatro comprimentos de onda de
excitacdo diferentes. Neste procedimento de confirmacdo, a resposta da fluorescéncia ¢

comparada com a obtida com o padrao zearalenona sob circunstancias idénticas.

A identidade desta toxina foi também confirmada por reac¢des de derivatizagdo e avaliada
com os padrdes por cromatografia de camada fina. A zearalenona foi acetilada com
anidrido acético na presenca de piridina como descrito por Golinski and Grabarkiewicz
Szczena citado em Sekiyama et al. (2005). Um outro estudo em tecidos animais, refere a

confirmagdo da zearalenona usando o GC/MS (Roybal et al., 1988).

Trigo-Stockli et al. (1996) referem a confirmagdo da zearalenona, num estudo com
amostras de trigo que foram aleatoriamente confirmadas usando a cromatografia gasosa
tendo por base procedimentos descritos por Mirocha et al. e Richardson et al. Fazekas and
Tar (2001) num estudo em que pretendiam determinar o conteido de zearalenona em
cereais, efectuaram a confirmagao baseando-se no espectro de UV obtido por um detector

de diode array.
A seguir, na Tabela 3.4, apresenta-se um pequeno resumo sobre os procedimentos e

metodologias analiticas utilizados na analise e determinacdo de algumas micotoxinas,

compilacdo feita a partir de uma pesquisa bibliografica relativamente a tltima década.
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Tabela 3.4 - Resumo sobre as metodologias utilizadas na analise e determinag@o de algumas micotoxinas

Micotoxina Matriz Extraccio Purificacio Derivatizaciao Método analise Detec¢ao dttlel:;lg:t;o Recuperacio Autor(es) Ano
AF’s Milho metanol-agua colunas de afinidade reagente o- LC/MS detector de Abbasa 2006
70:30 v/v a AF ftaldialdeido/B- fluorescéncia etal.
mercaptoetanol
AFBI1 Géneros sem purificagdo (ICT) teste banda de leitura 2 pg/kg entre 80.79% (CV, Xiulan 2006
alimenticios imunocromatografi  fotométrica (ppb) 10.92%) e 110.56% etal.
co (CV, 7.95%)
AFM1 Leite 250 ml buffer de teste Ridascreen fotométrica a 450 nm Alborzi 2006
pasteurizado lavagem (2 X) para aflatoxina M1 etal.
AF’s Ervas solvente ndo- IAC coluna de HPLC detector de 0.05-0.1 Goémez- 2005
medicinais clorados imunoafinidade fluorescéncia ng/g Catalan et al.
AFBI1 Amendoins, agua-metanol coluna Vicam com HPLC sistema MS-LCQ-Mat Pazzi et al. 2005
milho e leite 20:80 v/v afinidade a AFB equipado com interface
inteiro (cru) APCI
Fum Arroz acetonitrilo/ agua extrac¢do em fase o-ftaldialdeido ~ LC detector de 0.010 de 94.6% a 103.6% ¢  Hinojo 2006
50:50 v/v solida (cartuchos e 4-fluoro-7- fluorescéncia mg/kg de 96.3% a 101.9% etal.
C18,SAX e nitro-
combinagdo dos 2) benzofurazano
Fum Milho Portugal metanol-agua IAC FumoniTest 0.05 M buffer HPLC detector de 20 pg/kg e Lino 2006
80:20 v/v borato de fluorescéncia 15ug/kg etal.
sodio, 500 uL
reagente
cianido de
sodio e 150 pL
reagente NDA
Fum Milho acetonitrilo/ agua desengordurar com método monitorizando comum  FBI1: <2 91-105% Faberi 2005
75:25,v/v, 50 fase C18 e purificar LC/MS/MS; HPLC  espectrometro de massa  ng/g e (RSD% 8%) etal.
mmol/L acido com cartuchos QqQ linear ion trap FB2: 1
formico Carbograph-4 ng/g
Fum Gréos e 5 ml/g de extracgdo em fase HPLC Electrospray MS >2 ppm Plattner 1999
alimentos acetonitrilo/ 4gua solida com SAX ou até 10X
(1/1) Cl18 menos
Fum Milho metanol 0.1 M HC1 HPLC-ESP-MS 20 ng/g média: 84.4% Hartl 1999
(v/v,3: 1) seguido etal.
de centrifugacdo
OTA Vinho cloroférmio HPLC-FL método detecgdo UV 0.07 ng 101% Gonzalez- 2006
validado OTA/ml Pefas et al.
OTA Vinhos Hungria extrac¢do em fase HPLC-FL detector de 0.024 83.5% Berente 2005
so6lida com cartuchos fluorescéncia ng/ml etal.
octadecil-silica
OTA Cereais octilsilica (C8) LC detector de 025e 86% Blesa 2004
fluorescéncia 0.75 ng/g (RSD 5%) etal.




Limite

Micotoxina Matriz Extraccio Purificacio Derivatiza¢iao Método analise Detec¢ao detecio Recuperacio Autor(es) Ano
OTA Uvas solugdo 5% IAC LC detector de 0.004 g/kg Serra 2004
NaHCOs e 1% fluorescéncia etal.
PEG 8000
OTA Vinho tinto extrac¢do em fase C18-silica e um MIP HPLC detector de 0.01 ng/ml  >90% (RSD < 10%) Maier 2004
solida selectivo fluorescéncia etal.
bidimensional
(SPE)
OTA Milho cloroférmio- acido  partigao liquido- HPLC em fase detector de 0.02 ng/g 81-94 % a niveis de Pelegri 1997
fosforico liquido e reversa fluorescéncia 3-90 ng/g etal.
chomatografia troca
anionica (SAX
colunas)
PAT Sumo de maga extrac¢do em fase tandem PVPP-C18 e HPLC em fase detec¢do UV a 276 nm 0.3 pg/l >90% Gokmen 2005
solida um HLB reversa etal.
bidimensional
(SPE)
PAT Magi e sumo e 2 etapas: coluna C18 HPLC DAD (diode array) 63-112 % Boonzaaijer 2005
puré de maga SPE; coluna com detector etal.
silica
PAT Sumo de maga LC/MS com APPI 1.03-1.50 94.5a103.2% Takino 2003
ng/mL etal.
PAT Sumo de maga acetato de etilo carbonato de sodio HPLC detector UV a 275 nm 1,72pg/L 81,09 e 83,54% Fernandez- 2001
Trevejo et al.
PAT Sumo de mac¢a acetato de etilo carbonato de sodio HPLC-MS-MS MS seguido de APCI 4 ng/L Sewram 2000
com SRM et al.
TRI Trigo irradiado acetonitrilo/ coluna fase reversa HPLC detector UV a 220 nm Sng/g 83.2% num inervalo Ramirez 2006
metanol (14 :1; 40 Lunai C18 de 76-100% etal.
ml)
TRI Milho acetonitrilo/ colunas Mycosep baseado em GC detector de massa (ion 20a 120 71 a155% Milanez 2006
agua Schwadorf and trap) em modo de ng/g etal.
Muller (1991); ionizagdo electronica
Schollenberger
et al. (1998)
TRI Graos e ragdes T-2 e DAS: T-2 e DAS: TLC; UV longo T-2¢ T-2: 85%, DAS: 90%  Sokolovic 2005
metanol-agua DON: TLC DAS: e DON: 93% etal.
(125:125 v/v); bidimensional 0.1 mg/kg
DON: acetonitrilo- e DON:
agua (75:25 v/v) 0.01mg/kg
TRI Cereais acetonitrilo/ coluna MycoSep 227 LC-ESI-MS/MS detector MS 0.18a5.0 46 e 95% Klotzel 2005
agua (84:16 v/v) ng/g etal.
TRI Graos colunas de extrac¢do GC-MS detector MS 5-15 70.2-125.3% Jestoi 2004
em fase solida etal.

pg/kg
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3.7 METODOS MULTIMICOTOXINAS ou de MULTIDETECCAO

Véarios métodos para a determinagdo simultinea de micotoxinas tém sido relatados,
oferecendo uma vantagem significativa sobre as técnicas convencionais. A determinacao
das aflatoxinas, da ocratoxina A e da zearalenona foi realizada de acordo com o método
descrito por Soares and Rodriguez-Amaya (1989) usando a cromatografia de camada fina.
As médias de recuperacao foram de 106.6%, 109.4%, 106.6%, 109.4%, 101.8% e 101.7%
para as AFB1, AFB2, AFG1l, AFG2, OTA e ZEA, respectivamente (Sekiyama et al.,
2005). Kokkonen et al. (2005) analisando nove micotoxinas em matrizes de queijo
enunciaram um método que envolvia extrac¢do liquida seguida de separagdo por HPLC e
detecg¢do dos analitos com MS. Tal permitiu a determinagdo das aflatoxinas B1, B2, G1,

G2 e M1, OTA, acido micofenolico, acido penicilico e roquefortina C, simultaneamente.

Rundberget and Wilkins (2002) determinaram 13 toxinas de Penicillium (OTA, citrinina,
patulina, acido micofendlico, acido ciclopiazénico, toxina PR, rubratoxina B,
verruculogen, chaetoglobosin B, penitrem A, griseofulvina, roquefortina C, acido
penicilico) em amostras de matriz padronizada, feitas de pao, arroz, batatas, vegetais, fruta
e outras. O sistema LC-MS utilizado ¢ um instrumento de captura de ides com métodos de

ionizagdo por electrospray (ESI) e ionizagdo quimica a pressao atmosférica (APCI).

Driffield et al. desenvolveram um método de HPLC-MS/MS para a OTA (incluindo o seus
metabolitos), zearalenona (ZEA, incluindo os metabolitos o-ZOL e [-ZOL),
desoxinivalenol (DON) e nivalenol (NIV) num instrumento #riple quad com uma fonte de
ESI a partir da matriz de figado de porco. Os limites de quantificagdo foram tdo baixos

como | ppb (in hitp:/www.ifa-tulln.ac.at/download/031117082601.pdf).

Foi desenvolvido um método para a determinagdo simultdnea das micotoxinas de
Fusarium - nivalenol, desoxinivalenol, fusarenona-X, 3-acetil-desoxinivalenol, a soma de
3-acetil-desoxinivalenol e 15-acetil-desoxinivalenol, diacetoxi-scirpenol, toxinas HT-2 e
T-2 e zearalenona em milho usando o RP-LC-APCI-MS/MS. A purificagdo das amostras
de milho foi feita em colunas MycoSep #226 (Berthiller et al., 2005).
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Berger et al. (1999) apresentaram um método para a quantificacdo e confirmagdao da
estrutura de alguns tricotecenos em trigo usando HPLC combinado com espectrometria de
massa multipla (MS(n)). Nove tricotecenos do tipo A- e B- foram determinados (nivalenol,
desoxinivalenol, 3- acetildesoxinivalenol, 15-acetildesoxinivalenol, diacetoxiscirpenol,
toxina HT-2, toxina T-2, fusarenona-X e neosolaniol). A extrac¢do foi levada a cabo com
acetonitrilo/agua, o extracto foi purificado numa coluna MycoSep e a quantificagdao foi
baseada num padrao interno e ionizagdo quimica a pressao atmosférica (APCI) no modo de

130 positivo.

A OTA, CIT e AFB foram extraidas de azeitonas simultaneamente por um método
validado in-house baseado na parti¢do de solvente, e depois separado por HPLC acoplado a

um detector de fluorescéncia (EI Adlouni et al., 2006).

A UPLC/MS/MS (ultra-performance liquid chromatography/tandem mass spectrometry) €
apresentada como uma técnica rapida e sensitiva que permite a separagdo das AF’s B1, B2,
G1, G2 e OTA em apenas 3.2 min. em amostras de cerveja. O limite de deteccdo ¢ de 1 pg

(Ventura et al., 20006).

Um método novo, rapido e sensivel € relatado para a determinagdo multiresidual de
tricotecenes do tipo A (diacetoxiscirpenol, toxina HT-2, toxina T-2) e do tipo B (nivalenol,
desoxinivalenol, fusarenona X, 15-O-acetil-4-desoxinivalenol) em amostras da farinha de
trigo. A extraccao da amostra foi efectuada usando misturas de acetonitrilo/agua. Foram
usadas colunas Mycosep© para uma rapida e efectiva etapa de purificagdo. Os analitos
foram separados por HPLC com uma coluna RP C18 por meio de uma eluicdo por
gradiente e detectados num espectrometro de massa ESI-interfaced single quadrupole.Os
tricotecenos do tipo B e tipo A foram monitorrizados no modo do ido negativo € no modo
do 130 positivo, respectivamente. A performance do método ¢ reportada em termos de
linearidade (1°=0.999), especificidade, exactidio (recuperagdes de 70—120%) e precisio

(CV%=5), os LOQs encontram-se na ordem dos 10-20 pg/Kg (Biancardi et al., 2005).

O HPLC-TSP/MS foi também utilizado como um método de multideteccdo de micotoxinas

para a determinacao de varias micotoxinas de Fusarium juntamente com a ZEA e OTA na
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ordem dos 1-40 ng/g. A ZEA foi determinada com a LC e espectroscopia de massa tandem

apos extracgdo em fase solida (SPE) de colunas de imunoafinidade (IAC).

A ZEA pode também ser detectada simultaneamente com outros tricotecenos. Por
exemplo, a zearalenona e mais 7 diferentes tricotecenos foram identificados numa tinica
“corrida” de GC-MS em cerca de 37 min. Os métodos especificamente projectados para a
ZEA foram relatados por Scott et al. e Ryu et al. e existe um vasto leque de métodos
disponiveis de HPLC que sdo normalmente preferidos em relagdo aos métodos de GC (in

http://www.ifa-tulln.ac.at/download/030827095121 .pdf).
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Figura 3.2 - Cromatograma da espiga de trigo adicionada com 500 pg/kg DON, NIV, 3-AcDON, 15-
AcDON e Fus X (Weingaertner et al., 1997)

van der Gaag et al. (2003) apresentaram um biosensor para a detec¢ao simultanea de varias
micotoxinas (AFB1, ZEA, OTA, DON e FB1). A extrac¢do e a purificacdo das amostras
requerem aproximadamente 15 min. Adicionalmente, a determinagdo e quantifica¢do leva
cerca de 10 min., incluindo a regeneracdo da superficie do sensor, fazendo com que a
determinagdo simultdnea das micotoxinas numa amostra demore o total de 25 min. As
toxinas de Fusarium e Aspergillus testadas podem ser detectadas em concentragdes

relevantes.
Um método geral para a determagao de 16 micotoxinas em ragdes ¢ descrito por Gimeno

(1979). As micotoxinas sdo extraidas e purificadas pela extraccdo com solventes de

diferente pH. A seguir as toxinas sdo separadas com TLC e depois quantificadas pelo
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limite de detec¢ao de método. A concentracdo minima detectavel de micotoxinas em varios
produtos ¢é: aflatoxina B1 ou G1, 4-5 ug/kg; ocratoxina A ou etil éster A, 140-145 ug/kg;
citrinina, 600-750 ug/kg; zearalenona, 410-500 ug/kg; esterigmatocistina, 140-145 ng/kg;
diacetoxiscirpenol, 2400-2600 pg/kg; toxina T-2, 800-950 ug/kg; patulina, 750-800 pg/kg;
penitrem A 14,000-14,500 pg/kg; acido penicilico, 3400-3650 pg/kg.

Hé um outro relato para a determinacao simultinea de micotoxinas executada em 3 etapas:
extrac¢do, purificacdo e deteccdo. Para a extraccdo, uma mistura de acetonitrilo-dgua
(60:40, v/v) mostrou ser apropriada. Para a purificacdo, usou-se a coluna de
imunoafinidade “Afla-Ochra-Zea”. Apos a derivatizagdo com acido trifluoroacético, as
micotoxinas - aflatoxinas, ocratoxina A (OTA) e zearalenona (ZEA) foram quantificadas
simultaneamente por cromatografia liquida com deteccao por fluorescéncia. Os limites de
detec¢do em diferentes matrizes apos purificacdo com esta coluna de imunoafinidade
foram muito baixo: aflatoxinas, 0.002-0.7 ng/kg; OTA, 0.07-0.25 pg/kg e ZEA, 1-3 ng/kg.
Os limites de quantificagdo foram: aflatoxinas, 0.25 pg/kg; OTA, 0.5 ng/kg e ZEA, 5
ug/kg. As taxas de recuperagdo destas micotoxinas em centeio e arroz variaram entre 86 e

93% usando um amostra de 0.5 g por coluna de imunoafinidade (Gobel and Lusky, 2004).
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4 LEGISLACAOELIMITES

4.1 INTRODUCAO

Neste capitulo procura-se chamar a atengao para a discrepancia entre os valores dos limites
maximos de algumas micotoxinas admitidos por lei numa grande parte de paises, o que
leva a que alguns destes possam receber e comercializar produtos que outros ndo aceitam.
Advém dai a necessidade de, por um lado, reduzir a presenca de contaminantes nos
géneros alimenticios a niveis tdo baixos quanto possivel, e por outro, harmonizar as
legislacdes dos varios paises no que respeita aos teores desses contaminantes, de forma a
garantir uma uniformizagdo e igualdade de oportunidades no mercado e um elevado nivel

de proteccdo da satude publica, nomeadamente dos grupos mais sensiveis da populagdo.

Desde a descoberta e identificacdo das aflatoxinas nos anos 60, que muitos paises t€m
procurado estabelecer (e foram ja estabelecidos) regulamentos para proteger o consumidor

dos efeitos prejudiciais das micotoxinas.

O reconhecimento de que as aflatoxinas e outras micotoxinas podem causar doengas nos
seres humanos e nos animais levaram a defini¢do de limites que por sua vez vao sendo

ajustados, embora frequentemente de uma forma ad hoc.

A Unido Europeia tem tentado harmonizar a legislacdo por entre os varios Estados-
Membros mas vérios sdo os factores que influenciam e interferem no processo de
formulagdo e tomada de decisdo na definicdo de limites para micotoxinas existentes nos

alimentos para humanos e nas ragdes para animais.

De entre eles, salientam-se os de natureza cientifica e sOcio-econdmica, como por
exemplo, a disponibilidade de dados toxicologicos, de dados relativos a presenca de
micotoxinas nos diversos produtos basicos, o conhecimento sobre a ocorréncia e
distribuicdo das micotoxinas num lote; a disponibilidade de métodos analiticos; a
legislacdo dos paises com os quais existem contactos comerciais € a necessidade de um

abastecimento suficiente e sustentavel de alimentos.
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Os dois primeiros factores proporcionam, respectivamente, a informacao necessaria para a
avaliacdo do risco e para a avaliagdo da exposi¢do. Os dados disponiveis ndao sao
suficientes de modo a permitir estabelecer niveis regulamentares baseados numa correcta
avaliacdao de riscos para a saide animal e humana. Por isso, na pratica, verifica-se que
outros critérios, designadamente de natureza econdmica, politica e técnica (limite de

deteccao dos métodos existentes) sao usados como base de fixagcdo destes niveis.

Os factores econdmicos e politicos também tém um impacto apreciavel, atendendo aos
interesses comerciais ¢ a garantia do fornecimento satisfatorio de alimentos as populagdes.
Ha que ter em conta que, com a existéncia de regulamentagdes muito restritivas, poderiam
ocorrer problemas ao nivel da disponibilidade de produtos alimentares basicos nos
mercados, a pregos razoaveis o que teria implicacdes na agricultura, especialmente na

agricultura de subsisténcia dos paises em vias de desenvolvimento.

Com vista a limitar esta subjectividade do estabelecimento de niveis regulamentares a
adoptar, torna-se necessario o desenvolvimento de métodos analiticos, a avaliagdo de

dados toxicoldgicos e a avaliagdo dos riscos.

Os organismos responsaveis pela satide publica sdo confrontados com um complexo
problema associado a presenca de micotoxinas nos alimentos. De facto, tais micotoxinas,
em particular a aflatoxina, pelos riscos que comportam deviam ser banidas totalmente dos
alimentos. Contudo, estes produtos toxicos estdo presentes nos alimentos como
contaminantes naturais, pelo que a sua presenga, desde que em niveis que ndo atinjam

determinados limites, terd que ser tolerada.

Por outro lado, no estabelecimento de niveis maximos devera considerar-se a necessidade
de harmonizacdo da regulamentacdo dos diferentes paises, para que um pais importador
possa obter os produtos considerados essenciais e para que os paises exportadores possam

encontrar mercado para os seus produtos.

E por isso, uma prioridade, a regulamentacdo e estabelecimento de limites méximos destes

residuos de modo a torna-los coincidentes a nivel mundial.
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Por exemplo, em finais de 1997 foi levantado um problema através dos oOrgdos de
comunicacdo social, sobre pistacios vindos do Irdo que entraram em Portugal,
contaminados com aflatoxina B1, e cujos limites eram muito superiores aos tolerados para

consumo humano o que levou a que fossem retirados do mercado.

Apesar das dificuldades, nas ultimas décadas muitos sdo os paises que adoptaram
regulamentos e estabeleceram j4 limites para os teores de algumas micotoxinas em
alimentos para humanos e ragdes para animais e ainda se verifica a promulga¢do de novas
disposi¢des normativas. Para se ter uma ideia, na UE até 2002 as tinicas micotoxinas
regulamentadas eram as aflatoxinas (Regulamento (CE) n.° 466/2002 de 8 de Margo). A
seguir foram estabelecidos limites para a ocratoxina A (Regulamento (CE) n.° 472/2002 de
12 de Mar¢o) e s6 no segundo semestre de 2003 foram estatuidos limites para a patulina

(Regulamento (CE) n.° 1425/2003 de 11 de Agosto).

Adicionalmente outros limites legislativos para o desoxinivalenol (DON), fumonisinas,

toxina T-2, HT-2 e zearalenona (ZEA) encontram-se em fase de discussdo e ou aprovacao.

Existem regulamentos nacionais para varias micotoxinas, como por exemplo, aflatoxinas,
aflatoxina M1, tricotecenos, desoxinivalenol, diacetoxiscirpenol, toxina T-2 e toxina HT-2,
fumonisinas (B1, B2 e B3), acido agdrico, alcaldides de ergot, ocratoxina A, patulina,
esterigmatocistina e zearalenona. Contudo, tais limites sdo ainda muito varidveis,
verificando-se que os paises que produzem produtos agricolas em zonas tropicais € sub-
tropicais tém limites legais mais elevados, ou nem sequer os tém, enquanto que as nagdes

de zonas mais frias ou de climas mais moderados tém limites mais reduzidos.

Tem existido uma grande evolucao no que concerne aos teores de aflatoxina admissiveis
em produtos para alimenta¢do humana e animal. Estes teores tém baixado na razao directa
do aumento da sensibilidade dos métodos de andlise e do conhecimento dos efeitos das
aflatoxinas nos animais ¢ no Homem. Por conseguinte ¢ face a evolu¢do dos métodos
analiticos, os limites estabelecidos estdo hoje ultrapassados. Por outro lado a designacao

"aflatoxina" refere-se apenas a AFB1, sendo por isso imprecisa.
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No que diz respeito a géneros alimenticios hd uma preocupacdo em harmonizar a

legislacdao portuguesa com a comunitaria.

Em 1997 foi publicado um Estudo da FAO: “Food and Nutrition, 64”, que fazia a resenha
completa dos regulamentos vigentes a nivel mundial. Por essa altura, apenas 77 paises
tinham regulamentos especificos para as micotoxinas em diferentes alimentos para
humanos e alimentos para animais, 13 paises dispunham de disposi¢des gerais e cerca de

50 paises ndo apresentavam informagao disponivel.

O numero de paises com regulamentagdes especificas para as micotoxinas tem aumentado
ao longo dos anos, reflectindo a preocupagdo dos governos sobre os efeitos potenciais das

micotoxinas sobre a saude humana e animal bem como as sua consequéncias comerciais.

Foi recentemente publicado um outro estudo da FAO levado a cabo durante os anos de
2002 e 2003 e que actualiza a informag¢ao do Estudo de 1997 atras citado, apresentando a
situacdo dos regulamentos para as micotoxinas a nivel mundial at¢ Dezembro de 2003

(Figura 4.1).
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Figura 4.1 Situagdo dos regulamentos para as micotoxinas a nivel mundial
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Em 2003, pelo menos, 99 paises tinham regulamentos para as micotoxinas em alimentos
para humanos e/ou em ragdes para animais, verificando-se um aumento de
aproximadamente 30 por cento quando comparado com 1995. Comparando a situagdo em
1995 com a do ano 2003, resulta que neste ultimo ano h4d mais micotoxinas
regulamentadas, em mais produtos bdsicos e em outros produtos, embora os limites

toleraveis permanegam, geralmente nos mesmos valores ou tendam a diminuir.

Os regulamentos sdo mais variados e detalhados, com novos requisitos relativos aos
procedimentos oficiais de amostragem e as metodologias analiticas. Ao mesmo tempo,
observa-se uma certa harmonizacao ou um esfor¢o no sentido de harmoniza¢ao dos varios
regulamentos por entre os paises integrantes das vdrias comunidades econdmicas

(Australia/Nova Zelandia, UE, MERCOSUR).

E preciso notar que a harmonizagdo ¢ um processo lento pois estd muito dependente dos
pontos de vista e interesses comerciais (e ndo s6) das diferentes partes envolvidas no
processo. Também ¢ preciso levar em linha de conta que os limites harmonizados serdo
benéficos do ponto de vista das trocas comerciais, embora se possa argumentar que dai nao
resulta necessariamente uma protecgao eficaz e homogénea da saude humana, uma vez que
os riscos relacionados com as micotoxinas dependem tanto do perigo como do nivel de

exposicao.

Por curiosidade, supde-se que foi por volta do ano 1970 que se fixou o primeiro valor
limite para as micotoxinas e dai para ca tem crescido progressivamente o nimero de paises
com limites para as micotoxinas de pelo menos 31 em 1981, 56 em 1987, 77 em 1995 até
aos actuais 99 paises em 2003. Extrapolando esta tendéncia, aparentemente linear, serd de
esperar que cerca de 120 paises venham a contar com limites para as micotoxinas no ano

de 2010.

Portugal, desde 1973, pertence ao grupo dos paises que criaram legislagdo sobre o teor de
aflatoxinas em alimentos para animais, através da Portaria n.° 671/73, tendo sido
posteriormente actualizada pela Portaria n.® 62/97. Perante a actual legislacdo (a Portaria

n.° 16/97), ja ¢ possivel dispor de um método oficial de andlise.
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Ao mesmo tempo que se verificava o langcamento da primeira legislacdo europeia sobre o
assunto, em 1971, esbogou-se uma tendéncia de uniformizacao entre a normativa em vigor
nos varios paises. Apesar disso, mesmo entre paises da Comunidade Europeia (agora UE)

continuava a nio existir uma concordancia total sobre os limites maximos dos residuos.

4.2 LIMITES MAXIMOS e ou RECOMENDADOS

Para se ter uma breve ideia sobre o atrds exposto, atenda-se aos seguintes exemplos. Na
Alemanha, a partir de 1976, o limite de aflatoxina B1 para cereais e oleaginosas nao podia
exceder 0.005 ppm ou um limite superior a 0.01 ppm do conjunto das aflatoxinas B1, B2,
G1, e G2; na Dinamarca, através de Statutory Order by the Agriculture Ministration, de 22
de Outubro de 1968, foi estipulado que o teor maximo de aflatoxina seria de 0.1 ppm. Em
Inglaterra, desde de 1965, altura em que as recomendagdes da Compound Animal
Feedingstuffs Manufectures National Association, foram transformadas em legislacao
referente a exportacdo de bagagcos de amendoim, o limite maximo admissivel era de 0.05
ppm para alimentacdo humana e 0.1 ppm para alimentagdo animal. Em 1986, a Food
Advisory Committee recomenda que o limite de 0.1 g/kg seja aplicado a todos os tipos de
nozes e produtos a base de nozes para consumo humano; em Itdlia, o Ministério da Saude,
proibiu, a partir de 1965, a importacdo de produtos contendo mais que 0.05 ppm, quer se
destinassem a alimentagdo humana ou animal; na Noruega, desde 1972, que o Ministério
da Agricultura proibia a importagdo de bagacos de oleaginosas que apresentassem mais de
0.6 ppm de aflatoxina B1. Paralelamente foi estabelecido que a incorpora¢do de bagaco de
amendoim em alimentos compostos deveria ser de 8%; finalmente, na Suécia, passaram a
existir, a partir de 1979, disposi¢des legais que estabeleciam que o teor maximo de

aflatoxina permitido em qualquer alimento seria de 0.005 ppm (Amado, 1999).

Outros paises, como a Franca, a Bélgica e a Holanda, alteraram os limites previamente
estabelecidos, passando a seguir o estipulado na legislagdo da UE. Esta tem vindo a criar e
a actualizar a legislagdo relativa a este dominio. Um Regulamento da Comissao estabelece
o limite maximo de 5 pg/kg para a aflatoxina B1 e de 10 pg/kg para a aflatoxina total para
algumas espécies, i.e., Capsicum spp. (incluindo p6 de chilli, cayenne e paprica), Piper
spp. (pimenta branca e preta), Myristica fragrans (noz moscada), Zingiber officinale

(gengibre), Curcuma longa (curcuma).
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Tendo tomado consciéncia dos maleficios e consequentes repercussdes para a saude
publica e ao nivel econémico, muitos paises t€ém vindo a criar, ao longo dos anos,
legislacdo ou recomendacdes, com o objectivo de proteger a produg¢do animal das
consequéncias do consumo de alimentos contaminados com aflatoxinas. Esta preocupagao

¢ também notdria nos paises terceiros (ndo pertencentes a UE).

Enumerando alguns exemplos, no Canad4 e Poldnia as disposi¢des dizem exclusivamente
respeito a produtos para alimentagdo humana e por isso o teor permitido ¢ zero (segundo a
sensibilidade dos respectivos métodos de andlise); nos EUA o limite maximo de aflatoxina
admitido, segundo a Food and Drug Administration, era de 0.02 ppm em produtos tanto
para alimenta¢do humana como animal, j& antes de 1973. Exceptuam-se aqui os amendoins
com casca, nos quais o limite ¢ alargado para 0.025 ppm. Segundo van Egmond, o limite
de aceitacdo de um lote no E.U.A. ¢ de 20 pg/kg de aflatoxina; no Brasil, a legislagdo que
se conhece diz respeito a produtos para exportagdo que, segundo o Dec. n.° 479 de 2 de
Setembro de 1965, nao deve ultrapassar 0.05 ppm. Abia refere que o limite de aceitacao de
um lote no Brasil ¢ de 30 pug/kg de B1+G1, valor considerado elevado internacionalmente;
na India, segundo recomendacdes do Indian Standards Institute, o limite maximo de
aflatoxinas para amendoins ¢ de 0.05 ppm; em Israel, a Sored Products Research Lab
estabelece que qualquer matéria prima ndo deve ser utilizada com um teor de aflatoxina B1
superior a 0.02 ppm; no Malawi, segundo regulamentagdo que diz respeito as exportagdes,

o amendoim nao deve conter mais do que 0.005 ppm de aflatoxina B1 (Amado, 1999).

A legislacdo de 1971 referia-se apenas a aflatoxinas, tendo em 1974 sido corrigido para
aflatoxina B1. Também se verificou entre estas duas legislagdes, um abaixamento de todos
os niveis de aflatoxina B1 permitidos nos alimentos para animais, um abaixamento muito
significativo de 1.0 ppm para 0.05 ppm em alimentos simples, devendo-se este facto

também a mudanga verificada no conceito de alimento simples.
Considerando a necessidade de reduzir o teor de aflatoxina B1 nos alimentos destinados a

alimentagdo animal, Portugal, a luz da Portaria n.° 62/97, estabelece o teor maximo de

aflatoxina B1 em alimentos simples, matérias primas e alimentos compostos, teores estes

189



Limites maximos

que se situam entre 0,005 mg/kg (ppm) em alimentos completos para gado leiteiro e 0,01

mg/kg (ppm) em alimentos completos para vitelos e borregos.

No caso da aflatoxina M1 a Comunidade Europeia e o Codex Alimentarius prescrevem que
o nivel méaximo no leite liquido e em p6 ou produtos lacteos processados nao deve exceder
50 ng/kg (Codex Alimentarius, 2001). No entanto, de acordo com a regulamentagao
vigente nos EUA o nivel de AFM1 no leite ndo deve ser superior a 500 ng/kg. Na Austria e
na Sui¢a o limite maximo ¢ ainda mais reduzido a 10 ng/kg para alimentagdo destinada a
bebés e criangas (FAO, 1997). Existem assim diferengas no limite maximo admissivel de
AFMI1 em varios paises, € muitos nem sequer tém nenhum limite legal para AFM1 em leite

e produtos lacteos (Kamkar, 2005).

O Regulamento comunitario (CE) N.° 466/2001 de 8 de Margo de 2001 estabelece
maximos de 2 pg/kg de AFB1 em nozes, frutos secos e cereais ¢ 4 ug/kg para o somatorio

das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2. Para o leite 0 maximo permitido de AFM1 ¢ de 0,05
ng/kg.

Para a ocratoxina A foi estabelecido um limite de 5 pug/kg para graos de cereal cru e para
produtos derivados de cereais (incluindo produtos cereais processados e graos de cereal
destinados ao consumo humano directo) de 3 pg/kg existindo, ainda que provisoriamente,

um limite maximo de 10 pug/kg para frutos secados da videira (uvas, passas e sultanas).

Para a patulina em sumos de fruta, em particular no sumo de maca e no sumo de maca
como ingrediente noutras bebidas, no sumo de fruta concentrado reconstituido e néctar de

fruta existe um nivel maximo de 50 pg/kg.

H4 uma recomendacao, de Outubro de 2002, do Comité Permanente da Cadeia Alimentar e
Saude Animal para estabelecer os niveis de patulina em sumo de mag¢d em 50 pg/kg,
sugerindo a implementacdo de medidas com o objectivo proximo de o diminuir até um

nivel de 25 Mg/ kg (in http://ec.europa.eu/food/committees/regulatorv/scfcah/toxic/summarv067en.pdf).
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Para as bebidas espirituosas, cidra e outras bebidas fermentadas derivadas de magas ou
contendo sumo de maga, ¢ proposto um limite maximo de patulina de 50 pg/kg. Para
produtos solidos de macga, incluindo compota de maga e puré de maga, ¢ proposto um
limite maximo de 25 pg/kg. Para o sumo de maca pronto a beber e produtos solidos de
maca, incluindo a compota da mag¢a e o puré de maga para bebés e criancgas, etiquetados e
vendidos como tal e outra comida para bebé, ¢ proposto um limite maximo de patulina de

10 pg/kg.

Nao existe regulamentacdo actual no que diz respeito ao nivel maximo toleravel dos
tricotecenos (a toxina T-2, DAS e DON) e da fumonisina B1 em alimentos para humanos.

O Comité Cientifico da Alimentagdo Humana estabeleceu uma TDI de 2 npg/kg peso

corporal/dia para o grupo fumonisina B1, B2 e B3 (in htp:/ec.curopa.cu/food/fs/sc/scflout185_en.pdf).
Para as fumonisinas a FDA estabeleceu os seguintes teores de referéncia para as

fumonisinas totais (B1+B2+B3) em produtos alimentares (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 - Teores de referéncia para as fumonisinas em produtos alimentares

Produtos alimentares Fumonisinas Totais
(FB1+FB2+FB3)
Produtos de milho sem gérmen moido seco 2 ppm
Produtos de milho total/parcialmente sem gérmen moido seco 4 ppm
Farelo de milho moido seco 4 ppm
Milho limpo para pipocas 3 ppm
Milho limpo para produg@o de massa 4 ppm

A Tabela 4.2 apresenta a gama de limites para algumas micotoxinas e a Tabela 4.3 os

niveis maximos aceitaveis para as aflatoxinas em alguns paises.

Tabela 4.2 - A gama de limites para micotoxinas (Basic Food Safety for Health Workers)

Micotoxina Limite Regulamentar (ug.kg™) N.° de paises
Aflatoxina em alimentos 0* 48
Aflatoxina M1 em leite 0*-1 17
Desoxinivalenol em trigo 1000 — 4000 5
Ocratoxina em alimentos 1-300 6
Patulina em sumos de mac¢a 20-50 10
Toxina T-2 100 2
Zearelanona 30 - 1000 4

* Limite de deteminagdo
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Tabela 4.3 - Niveis maximos aceitaveis para aflatoxinas em alguns paises (Basic Food Safety for Health Workers)

Pais Limite (mg.kg™) Género alimenticio
Reino Unido 2 Nozes, figos secos e seus derivados
5 Nozes, figos secos ¢ seus derivados mas com pretensdes a

processamento adicional

Estados Unidos 20 Aflatoxinas totais em todos os alimentos
da América 0.5 AFMI1 em leite inteiro, leite com baixo teor em gordura e leite
desnatado
Australia 5 Todos os alimentos com excepgdo dos produtos de amendoim
15 Produtos de amendoim
india 30 Todos os alimentos
Japao 10 Todos os alimentos
China 50 Arroz, amendoim, milho, sorgo, feijdo, trigo, cevada e aveia

(Obs.: Quando se diz Aflatoxina refere-se a Aflatoxina B, a menos que seja indicado de outra forma)

Mais recentemente, em 16 de Julho 1998, surge o Regulamento (CE) N.° 1525/98 da
Comissao que altera o Regulamento (CE) n.° 194/97 e fixa os teores maximos de certos
contaminantes presentes nos géneros alimenticios, entre os quais as aflatoxinas, cujos

valores para amendoins, frutos de casca rija e frutos secos sdo: para a AFBI entre 2 ug/kg

e 8 ng/kg; para as B1+B2+G1+G2 entre 4 ug/kg e 15 pg/kg e para a AFM1, 0,05 pg/kg.

Relativamente ao homem nao estd ainda demonstrada uma relagdo causa-efeito entre as
aflatoxinas e o cancro do figado, pois, se por um lado, existem as limitacdes de
experimentacdo no homem, por outro lado, a natureza do processo carcinogénico envolve
uma laténcia prolongada. Temos ainda que ter em conta as dificuldades que existem em
considerar as aflatoxinas como os agentes causadores de envenenamento no homem depois
da ingestdo de alimentos contaminados, até porque hd alimentos onde coexistem varias
micotoxinas. Por outro lado ndo se pode descurar a interferéncia de outros factores, como
sejam, a ma alimentacdo, parasitas, hepatite visceral, alcoolismo e os diversos

contaminantes.
Em muitos paises do mundo, particularmente nos tropicos, muitos casos de intoxicagdao no

homem foram atribuidos as aflatoxinas. Atenda-se ao exemplo de Taiwan, onde 26 pessoas

sofreram intoxica¢des quando consumiram durante 3 semanas, arroz bolorento. Em duas
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amostras deste arroz foram detectadas aproximadamente 200 g/kg de aflatoxinas. Das 26
pessoas morreram trés criancas nas quais se manifestaram edemas nas pernas, dores

abdominais, vomitos, figado palpavel, mas ndo tinham febre.

Outro efeito e sintoma que vulgarmente aparece no homem depois de intoxica¢cdo com
aflatoxinas ¢ a cirrose, caracterizada por infiltragdo gorda nas células do figado, levando a
degeneragdo celular, fibrose e hepatomegalia. Os sobreviventes de uma epidemia registada
no Quénia, Tailandia e Mogambique demonstraram uma boa correlagdo entre a ingestao de
aflatoxinas e a incidéncia de hepatocarcinomas. Embora estas investigagdes nao possam
provar a validade da hipotese, a evidéncia € tal que esta ¢ a melhor hipotese para estas

areas do mundo com elevada incidéncia de carcinoma.

No que diz respeito @ ZEA e seus metabolitos, usando um factor de seguranca de 100 e
considerando um NOEL (no-observed-effect-level) de 40 mg/kg pc/dia (baseada na dose
que ndo apresentou efeitos hormonais em porcos, a espécie mais sensivel), a JECFA
estabeleceu uma dose PMTDI de 0.5 mg/kg pc/dia. O Comité Cientifico da Alimentagao
Humana estabeleceu uma TDI para zearalenona de 0,2 pg/kg de peso corporal. A ingestio
diaria meédia na Suiga foi estimada em <0,02 pg/kg peso corporal/dia (in

http://ec.europa.eu/food/fs/sc/scf/ 0ut65icn.pdf) .

Alguns paises nomeadamente Austria, Brasil, Franga, Italia, Roménia, Russia e Uruguai
tém regulamentos especificos para a ZEA, variando de 0.03 mg/kg a 1 mg/kg, que sdo
aplicaveis tanto a géneros alimenticios especificos como a todos os alimentos. No entanto,
ndo existe um limite maximo internacionalmente harmonizado para a ZEA (FAO, 1995;

Urraca et al., 2005).

4.3 LIMITES MAXIMOS CONSOLIDADOS

Os mais baixos limites legais relativos a aflatoxina encontram-se consignados na legislacao
dos paises nordicos e da Suica. Na Suécia, provavelmente o pais mais restritivo da Europa,
os limites para aflatoxina Bl sd3o mais baixos do que nos paises da UE. No entanto, a
tendéncia actual serd no sentido dos estados-membros virem a adoptar limites inferiores

aos presentemente existentes.
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Em Portugal, a semelhanga do que acontece nos restantes paises da CE, sé existem limites
legais estabelecidos para as aflatoxinas. No que se refere a alimentos para consumo
humano, em Portugal os limites maximos permitidos (Tabela 4.4), encontram-se indicados

no Decreto-lei n.° 6/83.

Tabela 4.4 — Limites maximos de Aflatoxina Bl permitidos em alimentos para consumo humano em

Portugal
. . Limite maximo
Micotoxinas Produto
(ppb)
Amendoim 25
Aflatoxina Bl | Alimentos dietéticos e de regime para criangas | 5 ]
Restantes alimentos 20

No caso das ragdes para animais, a legislagdo contempla os alimentos que sdo directamente
consumidos por aqueles, distinguindo entre alimentos simples, completos e
complementares e as matérias-primas que se destinam a ser integradas nos alimentos
compostos. A legislagdo existente tem ainda em atencdo as espécies a que se destinam os
alimentos e as diferentes fases de desenvolvimento dos animais. Os limites legais a
respeitar (Tabela 4.5) estabelecidos pela Portaria n.° 1107/89, complementada pela Portaria
n.° 62/97, sao baseados nas Directivas 74/63/CE e 96/6/CE.

Tabela 4.5 - Limites maximos de aflatoxina B1 permitidos em ra¢des para animais em Portugal

Teor maximo

Micotoxinas Alimentos para Animais (mg/kg)*
|Matérias primas | 02 ..
| Alimentos simples, excepto | 005
amendoim, copra, palmiste, grdos de algoddo, babassu e
. . ~ 0,02
 milho, bem como os derivados da sua transformagao | 7T
Alimentos completos para bovinos, ovinos e caprinos, 0.05
lexcluindo . .
gadoleiteiro | 0,005 .
Aflatoxina Bl | Yitelaseborregos S SR 212 SR
Alimentos completos para suinos e aves, excepto oS 0.02

Outro alimentos complementares 0,005
* Teor maximo em mg/kg de um alimento para um teor de humidade de 12%
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Na Tabela 4.6 apresentam-se os limites regulamentares e consultivos em vigor na UE

compliados até Setembro de 2004.

Tabela 4.6 - Micotoxinas: Limites Regulamentadores e Consultivos em Setembro 2004

LIMITES REGULADORES EXISTENTES NA UE

MICOTOXINA | PRODUTOS LIMITE (pg/kg)
OCRATOXINA A
Graos de cereal crus 5
Cereais e Produtos cerealiferos 3
Frutas secadas da videira (uvas, passas, sultanas) 10
AFLATOXINAS AFB1 TOTAL
Nozes e frutos secados e produtos processados para consumo directo humano 2 4
Amendoins crus ou sujeitos a outros tratmentos fisicos prévios ao consumo 8 15
humano ou uso como um ingrediente em produtos alimentares
Nozes e outros frutos secados crus ou sujeitos a outros tratmentos fisicos 5 10
prévios ao consumo humano ou uso como um ingrediente em produtos
alimentares
Cereais e produtos processados 2 4
Cereais crus ou sujeitos a outros tratmentos fisicos prévios ao consumo | 2 4
humano ou uso como um ingrediente em produtos alimentares
Milho crus ou sujeitos a outros tratmentos fisicos prévios ao consumo humano 5 10
ou uso como um ingrediente em produtos alimentares
Especiarias
Capsicum spp (chillies, pod de chilli, cayenne, paprica), Piper spp (pimenta 5 10
branca e preta), noz moscada, gengibre, curcuma
AFM1
| Leite e produtos lacteos 0.05 pg/l
LIMITES CONSULTIVOS NA UE
MICOTOXINA | PRODUTOS LIMITE (ng/kg)
OCRATOXINA A
grdos de café torrado e produtos com café (excepto café soluvel) 4-5
Caf¢ instantaneo (solavel) 8-10
Vinho de mesa (tinto/rosé ¢ branco) 2
Sumo de uva e sumos contendo >50% sumo de uva 2
Sumos conc. e reconstitutidos e nectares de fruta 2
Mosto de uva 2
Fruta secada da videira (*podera baixar para Spg/kg) 10*
Alimentos para bebés e criancas (material secadry) 0.5
Alimentos dietéticos para fins médicos destinados a bebés 0.5
Baixa prioridade — niveis previsiveis continuam ainda em discussio
Café verde --
Outros frutos secos -
Cerveja --
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Cacau em p9, produtos de cacau incluindo o chocolate

Especiarias (paprica, pimenta, noz moscada e gengibre)

Liquorice -
TRICOTECENOS
Desoxinivalenol | Cereais ndo processados a excepgdo do trigo, aveia e milho 1250
Trigo e aveia ndo processado 1750
Milho ndo processado (se nenhum limite especifico for definido antes de 1.7.2007) 1750
Fariha_ de cereais, incluindo farinha de milho, semolina, milho grits, milho 750
semolina
Pao, pastries, biscoitos, snacks de cereal e cereais de pequeno almogo 500
Pasta (seca) 750
Alimentos derivados de cereais processados para bebés e criangas ¢ baby food 200-250

T2/HT2 (soma de ambos)

Os niveis serdo ajustados apds a geragdo de mais dados de ocorréncia, dados de consulta prévia sdo aqui incluidos para fins de informagao

Cereais nao processados e produtos cerealiferos (nivel maximo até 1.7.2007) TBA
PATULINA

Sumos de fruta e Bebidas espirituosas 50

Produtos solidos de maga 25

Sumo de maga para criangas (* 25 se os métodos analiticos ndo atingirem os 10) 10*
AFLATOXINAS AFB1 AFM1

Alimentos para bebés e cereais processados para bebés e criangas e ingredientes 01

usados no seu fabrico (matéria seca) )

Infant formulae 0.025

Alimentos dietéticos para fins médicos destinados a bebés 0.1 0.025
ZEARALENONA (também referida como ZEA, ZON, F2) (1 Julho 2006)

Cereais ndo processados a excepgdo do milho 100

Milho ndo processado (se ndo existir um limite especifico até Julho 2007) 200

Farinha de cereais excepto farinha de milho 75

Farinha de milho, refei¢des de milho, milho grits e 6leo refinado de milho 200

Pio, pastries, biscoitos 50

snacks de milho e cornflakes (se nenhum limite especifico for definido até Julho 50

2007)

Outros snacks de cereal e cereais de pequeno almogo 50

Alimentos derivados de cereais processados para bebés e criangas 20
FUMONISINAS (FB1 e FB2) (1 Julho 2007 se nenhum limite especifico for definido até esta data)

Milho néo processado 2000

Alimentos derivados do milho para consumo humano directo com excepcdo 400

dos seguintes

Graos (grits) de milho, refeicdes de milho, farinha de milho e semolina de 1000

milho

Alimentos derivados de cereais processados para bebés e criangas ¢ baby food 150
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Legislagdo e Limites

LIMITE
MICOTOXINA PRODUTOS (Max. 12%
Humidade) (ug/kg)
AFLATOXINA B1 em racdes para animais
Todas as matérias primas das ragdes 20
Ragdes completas para gado caprino e ovino (excepgdes abaixo) 20
Ragdes completas para animais leiteiros 5
Ragdes completas para novilhos e cordeiros 10
Ragdes completas para porcos e aves domésticas 20
Outras ragdes completas 10
Ragdes Complementares
Gado caprino e ovino 20
Animais leiteiros, novilhos e cordeiros 10
Porcos e aves domésticas 20
Outros 10

in http://www.rhmtech.co.uk/science/mycotoxin_popup.htm

As informagdes sobre os limites maximos para as varias micotoxinas nos varios paises
encontram-se compiladas numa publicagdo da FAO, com o titulo “Worldwide regulations

for mycotoxins in food and feed in 2003 - FAO Food and Nutrition Paper 81 - Roma 2004

4.4 LEGISLACAO EXISTENTE

Os procedimentos gerais da Comunidade Europeia em relagdo aos contaminantes

alimentares sao estabelecidos pelo Regulamento (CEE) n.® 315/93.

Neste Regulamento, entende-se por “contaminante” qualquer substancia que nio seja
intencionalmente adicionada a um género alimenticio mas que nele esteja presente como
residuo da produgdo (incluindo os tratamentos aplicados as culturas e ao gado e na pratica
da  medicina veterindria), fabrico, processamento, preparacdo, tratamento,
acondicionamento, embalagem, transporte ou armazenagem do referido alimento ou ainda
como resultado de contaminagdo ambiental. (As matérias estranhas tais como, por
exemplo, fragmentos de insectos, pélos de animais e outras matérias nao estdo abrangidas

por esta definicao).
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Limites maximos

Qualquer alimento contendo um contaminante numa quantidade que seja inaceitavel do
ponto de vista da saude publica e, em particular, num nivel toxicologicamente significativo
ndo devera ser colocado no mercado. Além disso, os niveis dos contaminantes devem ser

mantidos tdo baixo quanto seja possivel seguindo as boas praticas.

Com o intuito de proteger a saude publica, o Regulamento (CE) n.° 315/93/CEE
providencia que os niveis maximos sejam estabelecidos para determinados contaminantes

como parte de uma lista ndo exaustiva da comunidade.

A introducdo do Regulamento (CE) N.° 466/2001 e as correspondentes posteriores
emendas, estabelecem actualmente os limites maximos para os nitratos, aflatoxinas, metais
pesados (chumbo, cadmio, mercurio), 3-monocloropropano-1,2-diol (3-MCPD), dioxinas,
ocratoxina A, patulina e toxinas de Fusarium (desoxinivalenol e outros tricotecenos,
zearalenona, fumonisinas). O regulamento faz também a referéncia aos métodos de

amostragem e de andlise a ser usados para a sua deteccao.
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4.4.1 DisposicOes legais ao nivel da UE no que diz respeito as micotoxinas

O Regulamento (CEE) n.° 315/93/CEE do Conselho, de 8 de Fevereiro de 1993, que

estabelece os procedimentos comunitdrios para os contaminantes presentes nos géneros

alimenticios (JO L 037 de 13/02/1993 p. 0001 - 0003)

O Regulamento (CE) N.° 466/2001 da Comissao, de 8 de Margo de 2001 que fixa os teores

maximos de certos contaminantes presentes nos géneros alimenticios (JO L 077 de

16/03/2001 p. 0001 - 0013)

Alterado pelos:

Regulamento (CE) N.° 257/2002 da Comissao de 12 de Fevereiro de 2002 que altera o
Regulamento (CE) n.° 194/97 que fixa os teores maximos de certos contaminantes
presentes nos géneros alimenticios, ¢ o Regulamento (CE) n.° 466/2001 que fixa os
teores maximos de certos contaminantes presentes nos géneros alimenticios (J.O. L 41,
p.- 12, 13.02.2002)

Regulamento (CE) N.° 472/2002 da Comissdo de 12 de Marco de 2002 que altera o
Regulamento (CE) n.° 466/2001 que fixa os teores maximos de certos contaminantes
presentes nos géneros alimenticios (J.O. L 75, p. 18, 16.03.2002)

Regulamento (CE) N.° 1425/2003 da Comissdo de 11 de Agosto de 2003 que altera o
Regulamento (CE) n.° 466/2001 no respeitante a patulina (J.O. L 203, p. 0I,
12.08.2003)

Regulamento (CE) N.° 2174/2003 da Comissao de 12 de Dezembro de 2003 que altera
o Regulamento (CE) n.° 466/2001 no respeitante as aflatoxinas (J.O. L 326, p. 12,
13.12.2003)

Regulamento (CE) N.° 455/2004 da Comissdo de 11 de Marco de 2004 que altera o
Regulamento (CE) n.° 466/2001 no respeitante a patulina (J.O. L 74, p. 11, 12.03.2004)
Regulamento (CE) N.° 683/2004 da Comissdo de 13 de Abril de 2004 que altera o
Regulamento (CE) n.° 466/2001 no que diz respeito as aflatoxinas e a ocratoxina A nos

alimentos destinados a lactentes e a criangas jovens (J.O. L 106, p. 03, 15.04.2004)

199


http://europa.eu.int/eur-lex/lex/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=CELEX:31993R0315:PT:HTML�
http://europa.eu.int/eur-lex/pri/pt/oj/dat/2001/l_077/l_07720010316pt00010013.pdf�
http://europa.eu.int/eur-lex/pri/pt/oj/dat/2002/l_041/l_04120020213pt00120015.pdf�
http://europa.eu.int/eur-lex/pri/pt/oj/dat/2002/l_075/l_07520020316pt00180020.pdf�
http://europa.eu.int/eur-lex/pri/pt/oj/dat/2003/l_203/l_20320030812pt00010003.pdf�
http://europa.eu.int/eur-lex/pri/pt/oj/dat/2003/l_326/l_32620031213pt00120015.pdf�
http://europa.eu.int/eur-lex/pri/pt/oj/dat/2004/l_074/l_07420040312pt00110011.pdf�
http://europa.eu.int/eur-lex/pri/pt/oj/dat/2004/l_106/l_10620040415pt00030005.pdf�

Legislagdo

e Regulamento (CE) N.° 123/2005 da Comissao de 26 de Janeiro de 2005 que altera o
Regulamento (CE) n.° 466/2001 no que diz respeito a ocratoxina A (J.O. L 25, p. 03,
28.01.2005)

e Regulamento (CE) N.° 856/2005 da Comissdo de 6 de Junho de 2005 que altera o
Regulamento (CE) n.° 466/2001, no que diz respeito as toxinas Fusarium (J.O. L 143,
p. 03, 07.06.2005)

Existe uma versao consolidada do Regulamento N.° 466/2001/EC a qual inclui apenas as
alteracdes surgidas até¢ ao Regulamento (CE) N.° 208/2005 da Comissdo de 4 de Fevereiro
de 2005 que altera aquele Regulamento no que diz respeito aos hidrocarbonetos aromaticos

policiclicos (J.O. L 043 de 08.02.2005, p. 0003-0005).

A Comissdao Europeia publicou recentemente um Documento de Orientacdo destinado as
Autoridades Competentes para o controlo do cumprimento da Legislacao da UE relativa as
Aflatoxinas que ¢ evolutivo e serd actualizado consoante as informacgdes prestadas ou a
experiéncia das autoridades competentes dos varios Estados-Membros. Tal como o nome
indica, trata-se de um documento de orientagdo que incide principalmente no controlo
oficial da contaminagdo por aflatoxinas de produtos alimentares objecto de medidas de
salvaguarda especificas da Comissdo. No entanto, as disposi¢des contidas neste documento
também se aplicam, quando pertinente, ao controlo das aflatoxinas nos produtos

alimentares que nao sdo objecto dessas decisdes da Comissao.

4.4.1.1 As medidas de salvaguarda especificas

De acordo com o Regulamento (CE) n.® 178/2002 do Parlamento Europeu e do Conselho
de 28 de Janeiro de 2002 que determina os principios € normas gerais da legislagdo
alimentar, cria a Autoridade Europeia para a Seguranga dos Alimentos e estabelece
procedimentos em matéria de seguranca dos géneros alimenticios, a Comissao deve
suspender a colocagdo no mercado ou o uso de ragdes ou géneros alimenticios que possam
constituir um sério risco a saide humana, ou tomar qualquer outra medida proviséria
apropriada quando tal risco ndo pode ser satisfatoriamente contido por meio de medidas

tomadas pelos Estados Membros interessados.
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Legislagdo e Limites

Nos tempos mais recentes, a Comissao Europeia tem publicado de uma forma crescente,
Decisoes para dar efeito as medidas de recuperacao ou protectoras, em resposta aos alertas
alimentares pois constatou-se que os seguintes produtos alimentares se encontravam, em
muitos casos, contaminados com niveis excessivos de aflatoxina B1 e de aflatoxina total

pelo que as Decisdes definem as circunstancias especiais para a sua importacao.

> DECISAO da Comissdo 2000/49/CE, de 6 de Dezembro de 1999, que revoga a
Decisdao 1999/356/CE e impde condi¢des especiais a importagdo de amendoins e de
determinados produtos derivados do amendoim, originarios ou provenientes do Egipto
(JOL 19de 25.1.2000, p. 46), com a ultima redac¢ao que lhe foi dada pela Decisao da
Comissao 2004/429/CE, de 29 de Abril de 2004, que altera as Decisdes 97/830/CE,
2000/49/CE, 2002/79/CE e 2002/80/CE no que respeita aos pontos de entrada através
dos quais podem ser importados para a Comunidade Europeia os produtos em causa
(JO L 154 de 30/04/2004 p. 0019 - 0034) existindo ainda a Rectificacdo a Decisao da
Comissao 2004/429/CE, de 29 de Abril de 2004, que altera as Decisdes 97/830/CE,
2000/49/CE, 2002/79/CE e 2002/80/CE no que respeita aos pontos de entrada através
dos quais podem ser importados para a Comunidade Europeia os produtos em causa

(JO L 189 de 27/05/2004 p. 0013 - 0026).

> DECISAO da Comissdo 2002/79/CE, de 4 de Fevereiro de 2002, que impde condig¢des
especiais a importagdo de amendoins e de determinados produtos derivados do
amendoim, originarios ou provenientes da China (JO L 34 de 5.2.2002, p. 21), com a
ultima redaccdo que lhe foi dada pela Decisdo da Comissdao 2004/429/CE, de 29 de
Abril de 2004, que altera as Decisdes 97/830/CE, 2000/49/CE, 2002/79/CE e
2002/80/CE no que respeita aos pontos de entrada através dos quais podem ser
importados para a Comunidade Europeia os produtos em causa (JO L 154 de
30/04/2004 p. 0019 - 0034) existindo também a Rectificagdo a Decisdo da Comissao
2004/429/CE, de 29 de Abril de 2004, que altera as Decisdes 97/830/CE, 2000/49/CE,
2002/79/CE e 2002/80/CE no que respeita aos pontos de entrada através dos quais
podem ser importados para a Comunidade Europeia os produtos em causa (JO L 189 de

27/05/2004 p. 0013 - 0026)
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Legislagdo

> DECISAO da Comissdo 2002/80/CE, de 4 de Fevereiro de 2002, que impde condig¢des
especiais a importacdo de figos, avelds e pistacios e de determinados produtos
derivados, originarios ou provenientes da Turquia (JO L 034 de 05/02/2002 p. 0026 -
0030), com a ultima redaccdo que lhe foi dada pela Decisdo da Comissao
2004/429/CE, de 29 de Abril de 2004, que altera as Decisdes 97/830/CE, 2000/49/CE,
2002/79/CE e 2002/80/CE no que respeita aos pontos de entrada através dos quais
podem ser importados para a Comunidade Europeia os produtos em causa (JO L 154 de
30/04/2004 p. 0019 - 0034) existindo também a Rectificacdo a Decisdo da Comissao
2004/429/CE, de 29 de Abril de 2004, que altera as Decisdes 97/830/CE, 2000/49/CE,
2002/79/CE e 2002/80/CE no que respeita aos pontos de entrada através dos quais
podem ser importados para a Comunidade Europeia os produtos em causa (JO L 189 de

27/05/2004 p. 0013 - 0026)

> DECISAO da Comissdo 2003/493/CE, de 4 de Julho de 2003, que impde condigdes
especiais a importagdo de castanhas-do-Brasil com casca, origindrias ou provenientes
do Brasil (JO L 168 de 05/07/2003 p. 0033 - 0038), com a ultima redac¢do que lhe foi
dada pela Decisao da Comissao 2004/428/CE, de 29 de Abril de 2004, que altera a
Decisao 2003/493/CE no que respeita aos pontos de entrada através dos quais podem
ser importadas para a Comunidade Europeia castanhas do Brasil com casca, originarias
ou provenientes do Brasil (JO L 154 de 30/04/2004 p. 0014 - 0018) existindo uma
Rectificagdo a Decisdo da Comissao 2004/428/CE, de 29 de Abril de 2004, que altera a
Decisao 2003/493/CE no que respeita aos pontos de entrada através dos quais podem
ser importadas para a Comunidade Europeia castanhas do Brasil com casca, originarias
ou provenientes do Brasil (JO L 189 de 27/05/2004 p. 0008 - 0012)

> DECISAO da Comissio 2005/85/CE, de 26 de Janeiro de 2005, que impde condigdes
especiais a importagdo de pistacios e de determinados produtos derivados dos pistacios

originarios ou provenientes do Irdo (JO L 030 de 03/02/2005 p. 0012 - 0018)

A seguir faz-se uma pequena resenha do que existe em termos de legislacdo comunitéria

por micotoxina.
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Legislagdo e Limites

Aflatoxinas

Com base no Regulamento (CEE) n.° 315/93 do Conselho e na Directiva 85/591/CE do
Conselho, os niveis maximos para aflatoxinas em determinados géneros alimenticios foram

ajustados pelo Regulamento (CE) n.
Regulamento (CE) n.° 1525/98 da Comissao.

194/97 da Comissdao alterado entdo pelo

Como atras referido, o Regulamento (CE) N.° 466/2001 da Comissao, de 8 de Marco de
2001 fixa os teores maximos de certos contaminantes presentes nos géneros alimenticios
(JO L 077 de 16/03/2001 p. 0001 - 0013)

Tendo sido ja alterado pelos:

e Regulamento (CE) N.° 257/2002
e Regulamento (CE) N.° 472/2002
e Regulamento (CE) N.° 2174/2003
e Regulamento (CE) N.° 683/2004

Amostragem/M¢étodo de Anélise:

A Directiva 98/53/CE da Comissdo de 16 de Julho de 1998 que fixa os métodos de colheita
de amostras e os métodos de analise para o controlo oficial dos teores de certos
contaminantes nos géneros alimenticios (JO L 201 de 17/07/1998 p. 0093 - 0101)

Alterada pelas:

e Directiva 2002/27/CE da Comissdo de 13 de Margo de 2002 que altera a Directiva
98/53/CE, que fixa os métodos de colheita de amostras e os métodos de analise para
o controlo oficial dos teores de certos contaminantes nos géneros alimenticios (JO
L 75 de 16/03/2002 p. 0044 - 0045)

e Directiva 2003/121/CE da Comissdo, de 15 de Dezembro de 2003, que altera a
Directiva 98/53/CE que fixa os métodos de colheita de amostras e os métodos de
andlise para o controlo oficial dos teores de certos contaminantes nos géneros
alimenticios (JO L 332 de 19/12/2003 p. 0038 — 0040)

e Directiva 2004/43/CE da Comissao, de 13 de Abril de 2004, que altera a Directiva
98/53/CE e a Directiva 2002/26/CE no que diz respeito aos métodos de colheita de
amostras e de andlise para o controlo oficial dos teores de aflatoxina e de
ocratoxina A nos géneros alimenticios destinados a lactentes e criangas jovens (JO

L 113 de 20/04/2004 p. 0014 — 0016)
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Legislagdo

Ocratoxina A

O Regulamento (CE) N.° 466/2001 da Comissdo foi valido até Abril 2002, quando o
regulamento (CE) n.° 194/97 da Comissdo o revogou. Durante este periodo, os niveis
maximos para o ocratoxina A foram ajustados pelo Regulamento (CE) n.° 472/2002 da
Comissdo e os métodos de amostragem foram regulados pelas Directivas 2002/26/CE e
2002/27/CE.

Alterado pelos:

e Regulamento (CE) N.° 472/2002
e Regulamento (CE) N.° 683/2004
e Regulamento (CE) N.° 123/2005

Amostragem/Método de Analise:
A Directiva 2002/26/CE da Comissao de 13 de Marg¢o de 2002 fixa os métodos de colheita
de amostras e de andlise para o controlo oficial do teor de ocratoxina A nos géneros
alimenticios (JO L 75 de 16/03/2002 p. 0038 - 0043)
Alterada pela
e Directiva 2005/5/CE da Comissao de 26 de Janeiro de 2005 que altera a Directiva
2002/26/CE no que respeita aos métodos de colheita de amostras e aos métodos de
andlise para o controlo oficial dos teores de ocratoxina A nos géneros alimenticios

(JO L 27 de 29/01/2005 p. 0038 - 0040)

O limite méaximo para a OTA em cereais e produtos derivados, em amendoins, frutos de
casca rija e frutos secos foi estabelecido pelo Regulamento (CE) N.° 466/2001. O
Regulamento (CE) N.° 683/2004 estabelece os limites maximos aplicaveis a alimentos para
bebés e alimentos a base de cereais destinados a lactentes e criangas jovens (conforme
definido no Artigo 1° da Directiva 96/5/CE da Comissdo, de 16 de Fevereiro de 1996,
relativa aos alimentos a base de cereais e aos alimentos para bebés destinados a lactentes e
criangas (JO L 049 de 28/02/1996 p. 0017 — 0028) e também a alimentos dietéticos
destinados a fins medicinais especificos, especificamente destinados a bebés (como
definido no n.° 2 do Artigo 1° da Directiva 1999/21/CE da Comissdo, de 25 de Margo de
1999 relativa aos alimentos dietéticos destinados a fins medicinais especificos). Este
Regulamento ndo se aplica a produtos que tenham sido colocados no mercado antes de 1

de Novembro de 2004, em conformidade com as disposi¢des aplicaveis.
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O Regulamento (CE) N.° 123/2005 da Comissao, de 26 de Janeiro de 2005 que altera o
Regulamento (CE) n.° 466/2001 no que diz respeito a ocratoxina A (JO L 25 de
28/01/2005 p. 0003 - 0005) estabelece os limites maximos de no café torrado, moido e em
grao, vinho (tinto, branco e rosé) e outro vinho e/ou bebidas a base de mosto de uvas, sumo
de uva, ingredientes de sumo de uva noutras bebidas incluindo néctar de uva e concentrado
de uva reconstituido. Este regulamento ndo se aplica a produtos que tenham sido colocados

no mercado antes de 1 de Abril de 2005 em conformidade com as disposi¢des aplicaveis.

Patulina

O Regulamento (CE) N.° 466/2001
Alterado pelos:

e Regulamento (CE) N.° 1425/2003
e Regulamento (CE) N.° 455/2004

Método de Analise:
Directiva 2003/78/CE da Comissao de 11 de Agosto de 2003 que estabelece os métodos de

amostragem e de andlise para o controlo oficial do teor de patulina nos géneros

alimenticios (JO L 203 de 12/08/2003 p. 0040 - 0044)

Recomendacgdes da Comissao:
» Recomendacdao da Comissdo (2003/598/CE) de 11 de Agosto de 2003 relativa a
prevencao e reducdo da contaminagao por patulina do sumo de maga e dos ingredientes

do sumo de maga noutras bebidas (JO L 203 de 12/08/2003 p. 0054 - 0059).

Pelo Regulamento (CE) N.° 1425/2003 sdo estabelecidos os niveis maximos para a patulina
em sumos de fruta, em especial o sumo de mag¢a e o sumo de fruta usado como ingrediente
noutras bebidas, incluindo o néctar de fruta, bebidas espirituosas, sidra e outras bebidas
fermentadas derivadas de mag¢as ou contendo sumo de maca, produtos sélidos de maca,
incluindo compota e puré de magd para consumo directo e compota e puré de maca

destinado a lactentes e criangas jovens.
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Legislagdo

A Recomendagdo da Comissao (2003/598/CE) sugere que se adoptem as medidas
necessarias para garantir que o “Cddigo de Pratica para a prevencdo e reducdo da
contaminagdo por patulina do sumo de mag¢a e dos ingredientes do sumo de mac¢a noutras
bebidas”, descrito no seu anexo, seja implementado por todos os operadores da industria de
transformagdo de maca. As recomendagdes contidas neste codigo para a redugdo da
contaminag¢ao por patulina no sumo de maca estao divididas em duas partes:

I. Préticas recomendadas com base em Boas Praticas Agricolas (BPA).

II. Praticas recomendadas com base em Boas Praticas de Fabrico (BPF).

Toxinas de Fusarium

O Regulamento (CE) N.° 466/2001
Alterado pelo:
e Regulamento (CE) N.° 856/2005 altera o Regulamento (CE) n.° 466/2001, no que diz

respeito as toxinas Fusarium.

Método de Analise:
Directiva 2005/38/CE da Comissdo de 6 de Junho de 2005 que estabelece os métodos de

amostragem e de andlise para o controlo oficial dos teores de toxinas Fusarium nos

géneros alimenticios (JO L 143 de 07/06/2005 p. 0018 - 0026).

No Regulamento (CE) N.° 856/2005 sdao fixados os teores maximos tendo em conta a
exposi¢cdo humana actual em relacdo a dose didria admissivel da toxina em questdo e a
possibilidade destes poderem ser razoavelmente alcancados respeitando as boas praticas

em todas as fases de producao e distribuigao.

Tal abordagem garante que os operadores das empresas do sector alimentar apliquem todas
as medidas possiveis para evitar e ou reduzir a contaminagdo tanto quanto possivel, de
modo a proteger a saude publica. Além deste conjunto de diplomas comunitérios, existem
também algumas leis nacionais e alguns regulamentos proprios dos Estados-Membros que

cobrem os géneros alimenticios ndo regulados pela legislacdo Europeia.
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Entretanto t€m sido elaboradas algumas recomendagdes com o objectivo de ir diminuindo
a quantidade de algumas micotoxinas nos géneros alimenticios principalmente nos que se

destinam a uma populacao mais sensivel e susceptivel, como sejam os bebés e lactentes.

Em jeito de conclusdo quanto a esta temadtica dos limites méaximos recomendados e
consolidados, pode-se dizer que o reconhecimento do facto das micotoxinas poderem
causar efeitos adversos sérios ao Homem e aos animais, fez com que muitos paises
estabelecessem regulamentos que limitam a presenga destes residuos nos alimentos e nas

racoes.

Até a data, existem mais de 100 paises no Mundo que tém limites especificos para algumas
micotoxinas presentes nos géneros alimenticios e nas ragdes. A populagdo total nestes
paises representa aproximadamente 90% dos habitantes do Mundo pelo que a maioria

estara em principio protegida dos seus maleficios.

Na UE, nos tempos que se avizinham, prevé-se uma expansdo adicional significativa dos
regulamentos harmonizados para as micotoxinas em alimentos e ragdes, € com 0s avangos
ao nivel da metodologia e equipamentos laboratoriais, os limites actuais de algumas

micotoxinas serdao diminuidos.
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4.5 Quadro (cronoldgico) da Legislacdo Comunitaria e Nacional

4.5.1 Legislacdo Comunitéaria

M

Sétima Directiva

fixa os métodos de andlise comunitarios para o controlo

76/372/CEE oficial dos alimentos para animais.
@ | Directiva 83/228/CEE ﬁxa as linhas d}rectrlze~s para a a}vahagao de certos produtos
utilizados na alimenta¢ao dos animais
) Directiva 87/153/CEE |fixa linhas directrizes para a avaliacdo dos aditivos na
alterada pela (5) alimentac¢do para animais
@ Regulamento (CEE) |estabelece os procedimentos comunitarios para 0s
n.” 315/93 contaminantes presentes nos géneros alimenticios
altera os anexos da Directiva 87/153/CEE
%) | Directiva 94/40/CE | fixa linhas directrizes para a avaliacdo dos aditivos na
alimentacdo para animais
relativa as medidas de controlo a aplicar a certas substancias
P e aos seus residuos nos animais vivos e respectivos produtos
6 o
© | Directiva 96/23/CE revoga as Directivas 85/358/CEE e 86/469/CEE e as
Decisoes 89/187/CEE e 91/664/CEE.
Regulamento (CE) n.° |fixa os teores maximos de certos contaminantes presentes
R 194/97 nos géneros alimenticios
alterado pelo (9) e (14)
revogado
fixa o nivel e a frequéncia de amostragem previstos pela
® Decisido da Comissdo |Directiva 96/23/CE do Conselho para a pesquisa de
(97/747/CE) determinadas substancias e seus residuos em certos produtos
de origem animal.
1 Regul E)n.° 194
Regulamento (CE) n.” altera o Regu am(?n‘Fo (CE) n.° 194/97 .
) 1525/98 fixa os teores maximos de certos contaminantes presentes
nos géneros alimenticios
L fixa os métodos de colheita de amostras ¢ os métodos de
Directiva 98/53/CE iy .
(10) analise para o controlo oficial dos teores de certos
alterada pela (17) e (25) . , . , .
contaminantes nos géneros alimenticios
o
Regulamento (CE) altera o Regulame’n‘Fo (CE) n° 194/97 .
an N fixa os teores maximos de certos contaminantes presentes
n.’ 1566/1999 . . ..
nos géneros alimenticios
Regulamento (CE) |fixa os teores maximos de certos contaminantes presentes
(12) n.” 466/2001 nos géneros alimenticios

alterado pelo (14), (15), (19),
(20), (23), (24) e (28)

Recomendacao da

relativa aos programas coordenados de controlo no dominio

(13) Comissao da alimentacdo animal para 2002, nos termos da Directiva
(2002/214/CE) 95/53/CE

(4 Regulamento (CE) |altera o Regulamento (CE) n.° 194/97 e o Regulamento
n.’ 257/2002 (CE) n.° 466/2001
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(15)

Regulamento (CE) n.°
472/2002

altera o Regulamento (CE) n.° 466/2001 fixa os teores
maximos de certos contaminantes presentes nos géneros
alimenticios.

(16)

Directiva 2002/26/CE
alterada pela (25) e (26)

fixa os métodos de colheita de amostras e de andlise para o
controlo oficial do teor de ocratoxina A nos géneros
alimenticios

altera a Directiva 98/53/CE
fixa os métodos de colheita de amostras e os métodos de

(| Directiva 2002/27/CE analise para o controlo oficial dos teores de certos
contaminantes nos géneros alimenticios
adopta o programa especifico de investigacao,
) Decisdao do Conselho |desenvolvimento tecnoldgico e demonstragdo a executar por
(2002/836/CE) meio de acgdes directas pelo Centro Comum de
Investigacao (2002-2006)
1) Regulamento (CE) n.° |altera o Regulamento (CE) n.° 466/2001 no respeitante a
1425/2003 patulina
20) Regulamento (CE) n.° |altera o Regulamento (CE) n.° 466/2001 no respeitante as
2174/2003 aflatoxinas
o estabelece os métodos de amostragem e de analise para o
21 | Directiva 2003/78/CE . . . . L
controlo oficial do teor de patulina nos géneros alimenticios.
Recomendacio da  |relativa ao programa coordenado de controlo no dominio da
(22) Comissao alimentacdo animal para 2004, nos termos da Directiva
(2004/163/CE) 95/53/CE do Conselho
@) Regulamento (CE) n.° |altera o Regulamento (CE) n.° 466/2001 no respeitante a
455/2004 patulina.
Regulamento (CE) n.” m 0 R'egulam‘ento (CE) n.° 466/200‘1 no que diz .respeito
(D)) as aflatoxinas e & ocratoxina A nos alimentos destinados a
683/2004 . :
lactentes e a criangas jovens.
altera a Directiva 98/53/CE e a Directiva 2002/26/CE no
que diz respeito aos métodos de colheita de amostras e de
25 | Directiva 2004/43/CE |analise para o controlo oficial dos teores de aflatoxina e de
ocratoxina A nos géneros alimenticios destinados a lactentes
€ criangas jovens.
altera a Directiva 2002/26/CE no que respeita aos métodos
20| Directiva 2005/5/CE de colheita d'e amostras € aos métodos' de analise para o
controlo oficial dos teores de ocratoxina A nos géneros
alimenticios
estabelece os métodos de amostragem e de analise para o
@7 | Directiva 2005/38/CE |controlo oficial dos teores de toxinas de Fusarium nos
géneros alimenticios.
8) Regulamento (CE) |altera o Regulamento (CE) n.° 466/2001, no que diz respeito

n.’ 856/2005

as toxinas Fusarium
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4.5.2 Legislacdo Nacional

6]

Decreto-Lei n.° 72-1/2003

Altera o Decreto-Lei n.° 110/2001, de 6 de Abril,
transpondo para a ordem juridica interna a Directiva n.°
2002/27/CE, da Comissdo, de 13 de Margo, que altera a
Directiva n.° 98/53/CE, da Comissao, de 16 de Julho,
que fixa os métodos de colheita de amostras e os
métodos de andlise para o controlo oficial dos teores de
certos contaminantes nos géneros alimenticios

2

Decreto-Lei n.° 110/2001

alterado

Transpde para a ordem juridica nacional a Directiva n.°
98/53/CE, da Comissdo, de 16 de Julho, relativa a
aproximacao das legislacdes dos Estados membros sobre
os métodos de colheitas e amostras e os métodos de
analise para o controlo oficial dos teores de certos
contaminantes (aflatoxinas) nos géneros alimenticios

®3)

Decreto-Lei n.° 148/99

Transpde para a ordem juridica interna a Directiva n.°
96/23/CE, do Conselho, de 29 de Abril, relativa as
medidas de controlo a aplicar a certos subprodutos e aos
seus residuos em animais vivos e respectivos produtos

Revoga a Portaria n.° 1104/89

C Portaria n.’ 69/97 Aprova as linhas directrizes para a avaliacdo dos
aditivos na alimentacdo para animais.
Altera o anexo I da Portaria n.° 1107/89, de 27 de
®) Portaria n.° 62/97 Dezembro, com a redac¢do que lhe foi introduzida pela

Portaria n.° 1208/91, de 19 de Dezembro

(6)

Portaria n.° 16/97

Aprova o método oficial de andlise a utilizar para a
determinac¢do do teor de aflatoxina B nos alimentos para
animais

(7

Portaria n.° 1208/91

Altera o anexo | da Portaria n.° 1107/89
Aprova a lista de substancias e produtos indesejaveis
nos alimentos simples, matérias-primas e alimentos
compostos destinados a alimentacdo animal e
respectivos teores maximos admissiveis

®)

Portaria n.° 1107/89

Aprova a lista de substancias e produtos indesejaveis

alterada nos alimentos e respectivos teores maximos admissiveis
o) Portaria n.° 1104/89 Estabelece as linhas directrizes para a avaliacdo dos
revogada aditivos destinados a alimentacao animal

(10

Decreto-Lei n.° 6/83

Estabelece os limites maximos de aflatoxinas nos
alimentos para consumo humano

an

Portaria n.° 671/73

Fixa os limites maximos de aflatoxinas permitidas nos
alimentos simples e compostos utilizados como ragdo de
animais
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Anexos

Quadro | - Toxicidade e efeitos bioldgicos de algumas micotoxinas encontradas em alimentos

Mycotoxin -~ Major Foods Common producing spp. Biological activity LD, (mg kg')
Aflatoxing Maze, groundnuts, figs, tree nuts Aspergilus flavus Hepatotoxic,carcinogenic (1.5 (dog),
(Aflatoxin M, {secreted by cow after  Aspergiivs parasiicus 9.0 (mouse)
metabolism of Afl B} Milk,
milk products)
Cyclopiazonic  Cheese, maize, groundnuts, Aspergilus flavus Caonvulsions 36 (rat)
acid Rodo millet Penicilium aurantiogrisewun
Decxynivalenol  Ceraals Fusarium graminear.m Vomiting, feed refusal 70 {mouse}
Fusarium culmorum
T-2 toxin Ceroals Fusarium sporofrichioides  Alimentary toxic aleukia 4 (rat)
Ergotamine Rye Claviceps purpurea MNeurotoxin -
Furmanisin Maize Fusarium moniiforme Equine encephalomalacia
pulmonary oedema
in pigs oesophageal
carcinoma 7
Cehratoxin Maize. cereals, coffee beans Penicilium verrucosum MNephrotaxic 2030 (rat)
Agpergilius ochraceys
Patulin Apple juice, damaged pomme fruits  Penicilium expansum Oedema, haemorhage
possibly carcinogenic 35 (mouse)
Penitram A Walnuts Penicilium awrantiogrseun  Tremorgen 1.05 (mouse)
Sterigmatocystin Cereals, coffee beans, cheese Aspergillus versicolor Hepatotoxic, cacinogenic 166 (rat)

Tenuazonic acid

Zearalenone

Tomato paste

Maize, barley, wheat

Alternaria fenuls

Fusarium graminearum

Convulsions, 81 [female mouss)
haemomhage 186 (make mouse)
Oestrogenic not acutely toxic
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Quadro Il - Algumas das micotoxinas mais comuns e 0S organismos que as produzem

Micotoxina

Acetoxyscirpenediol
Acetyldeoxynivalenol

Acetylneosolaniol

Acetyl T-2 toxin

Aflatoxin
Aflatrem
Altenuic acid
Alternariol
Austdiol
Austamide
Austocystin

Avenacein +1
Beauvericin +2

Bentenolide
Brevianamide

Butenolide
Calonectrin

Chaetoglobosin
Citrinin
Citreoviridin
Cochliodinol
Crotocin

Cytochalasin E

Cyclopiazonic acid

Deacetylcalonectrin

Deoxynivalenol diacetate
Deoxynivalenol monoacetate

Diacetoxyscirpenol

Fusarium moniliforme,
avenaceum, F. roseum, and F.

Fusarium moniliforme,
avenaceum, F. roseum, and F.
Fusarium moniliforme,
avenaceum, F. roseum, and F.

Fusarium moniliforme,
avenaceum, F. roseum, and F.

Organismo

equiseti, F. oxysporum, F.
nivale

equiseti, F. oxysporum, F.
nivale

equiseti, F. oxysporum, F.
nivale

equiseti, F. oxysporum, F.
nivale

Aspergillus flavus, A. parasiticus

Aspergillus flavus

Alternaria alternata

Alternaria alternata

Aspergillus ustus
Aspergillus ustus

Aspergillus ustus

Fusarium moniliforme,
avenaceum, F. roseum, and F.

Fusarium moniliforme,
avenaceum, F. roseum, and F.

Monographella nivalis

Aspergillus ustus

Fusarium moniliforme,
avenaceum, F. roseum, and F.

Fusarium moniliforme,
avenaceum, F. roseum, and F.

Chaetomium globosum

equiseti,
nivale
equiseti,
nivale

equiseti,
nivale
equiseti,
nivale

F. oxysporum, F.

F. oxysporum, F.

F. oxysporum, F.

F. oxysporum, F.

culmorum, F.

culmorum, F.

culmorum, F.

culmorum, F.

culmorum, F.

culmorum, F.

culmorum, F.

culmorum, F.

Aspergillus carneus, A. terreus, Penicillium citrinum, P. hirsutum, P.

Verrucosum

Aspergillus terreus, Penicillium citreoviride

Chaetomium cochliodes
Acremonium crotocinigenum
Aspergillus clavatus
Aspergillus versicolor

Fusarium moniliforme,

equiseti,

avenaceum, F. roseum, and F. nivale

Fusarium moniliforme, and F. nivale

F. oxysporum, F.

culmorum, F.

Fusarium moniliforme, F. culmorum, F. avenaceum, F. roseum, and F. nivale

Fusarium moniliforme, F. equiseti
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Destruxin B
Enniatins
Fructigenin +1
Fumagilin
Fumonisin B1
Fusaric acid
Fusarin
Gliotoxin
HT-2 toxin
Ipomeanine
Islanditoxin
Lateritin +1
Lycomarasmin +1
Malformin
Maltoryzine

Moniliformin
Monoacetoxyscirpenol
Neosolaniol

Nivalenol

NT-1 toxin

NT-2 toxin

Ochratoxin
Oxalic acid

Patulin

Penicillic acid
Penitrem

Roridin E

Rubratoxin
Rubroskyrin
Rubrosulphin

Rugulosin

Aspergillus ochraceus

Fusarium moniliforme, F. avenaceum, F. roseum, F. solani, and F. nivale
Fusarium moniliforme, F. culmorum, F. avenaceum, and F. roseum
Aspergillus fumigatus

Fusarium moniliforme, F. culmorum, F. avenaceum, and F. nivale
Fusarium moniliforme

Fusarium moniliforme

Alternaria, Aspergillus fumigatus, Penicillium

Fusarium moniliforme, F. culmorum, F. avenaceum, and F. nivale
Fusarium moniliforme, F. culmorum, F. avenaceum, and F. nivale
Penicillium islandicum

Fusarium moniliforme, F. culmorum, F. avenaceum, and F. nivale
Fusarium moniliforme

Aspergillus niger

Aspergillus spp.

Fusarium moniliforme, F. equiseti, F. oxysporum, F. culmorum,
avenaceum, F. roseum, and F. nivale
Fusarium moniliforme, F. equiseti, F. oxysporum, F. culmorum,
avenaceum, F. roseum, and F. nivale

F.

Fusarium moniliforme, F. solani, F. culmorum, F. avenaceum, and F. roseum

Fusarium moniliforme, F. equiseti, F. oxysporum, F. culmorum,
avenaceum, F. roseum, and F. nivale

Fusarium moniliforme, F. equiseti, F. oxysporum, F. culmorum,
avenaceum, F. roseum, and F. nivale

Fusarium moniliforme, F. equiseti, F. oxysporum, F. culmorum, F., F. solani,

avenaceum, F. roseum, and F. nivale

Aspergillus ochraceus, Penicillium viridictum
Aspergillus niger

Aspergillus clavatus, Penicillium
P. roquefortii, P. claviforme, P. griseofulvum

Aspergillus ochraceus

Penicillium crustosum

Myrothecium roridum, M. verrucaria, Dendrodochium spp., Cylindrocarpon

spp., Stachybotrys spp.
Penicillium rubrum

Penicillium spp.
Penicillium viridicatum

Penicillium brunneum, P. kloeckeri, P. rugulosum
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Sambucynin +1

Satratoxins, F,G,H

Scirpentriol

Slaframine

Sterigmatocystin

T-1 toxin

T-2 toxin

Triacetoxyscirpendiol

Trichodermin
Trichothecin

Trichoverrins

Trichoverrols

Tryptoquivalene
Verrucarin
Verruculogen
Viopurpurin
Viomellein
Viriditoxin
Xanthocillin

Yavanicin +1

Zearalenone

Fusarium moniliforme, F. equiseti, F. oxysporum, F. culmorum, F. solani, F.
avenaceum, F. roseum, and F. nivale

Stachybotrys chartarum, Trichoderma viridi

Fusarium moniliforme, F. equiseti, F. oxysporum, F. culmorum, F. solani, F.
avenaceum, F. roseum, and F. nivale

Rhizoctonia leguminicola

Aspergillus flavus, A. nidulans, A. versicolor, Penicillium rugulosum

Fusarium moniliforme, F. equiseti, F. culmorum, F. solani, F. avenaceum, F.
roseum, and F. nivale

Fusarium moniliforme, F. equiseti, F. culmorum, F. solani, F. avenaceum, F.
roseum, and F. nivale

Fusarium moniliforme, F. equiseti, F. avenaceum, F. roseum, and F. nivale

Trichoderma viride
Trichothecium roseum

Stachybotrys chartarum
Stachybotrys chartarum

Aspergillus clavatus

Myrothecium verrucaria, Dendrodochium spp., Stachybotrys chartarum

Aspergillus fumigatus, Stachybotrys chartarum

Trichophyton spp., Penicillium viridicatum

Aspergillus spp., Penicillium aurantiogriseum, P. crustosum, P. viridicatum

Aspergillus fumigatus
Eurotium chevalieri

Fusarium culmorum, F. graminearum, F. oxysporum, F. roseum, F.
moniliforme, F. avenaceum, F. equiseti, and F. nivale

Fusarium culmorum, F. graminearum, F. oxysporum, F. roseum, F.
moniliforme, F. avenaceum, F. equiseti, and F. nivale

(adaptado de http://mold-help.org, Oct. 2004)
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Quadro Il - Alguns efeitos toxicos de algumas micotoxinas

Micotoxina

Efeito

Aflatoxina B1

Toxinas de Aspergillus fumugitus
Esterigmatocistina

Ocratoxina A

Citrinina

Zearalenona

Patulina

Alcaloides de Ergot

Tricotecenos

Satratoxinas

Penitrem A

Toxinas de Aspergillus fumigatus
Acido Tenuazoénico

Alternariol

Esporidesmina

Xanthomegnin and viomellein
Toxina PR

Gliotoxina

Lolitrem B

Carcinogénica, hepatotoxica, danos no DNA
Tremorgénica, hemorragia, muitos outros
Carcinogénica, danos no figado

Carcinogénica, nefrotoxica, teratogénica
Nefrotoxica

Estrogénica

Carcinogénica?, edema pulmonar, hemorragia
Gangrena, reducao da fertilidade

Hemorragia, diarreia, dermatites, falta de apetite
Necroses, scouring, rinites

Tremorgenica

Hemorragia, diarreia, tremorgénica
Hemorragia, convulsdes, anorexia

Citotoxica, fetotoxica

Fotosensibiliza¢do, doengas no figado
Fotosensibiliza¢ao, Danos no figado e nos rins?
Danos no figado e nos rins, mutagénica?
Hematuria, anti-varal immunosuppressant?

Staggers

In Keith A Scudamorel and Christopher T Livesey “Occurrence and Significance of Mycotoxins in Forage Crops and Silage: a Review”

J Sci Food Agric 1998, 77, 1-17
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5.3 LEGISLACAO (consultada)

5.3.1 Legislacdo comunitaria

10.

11.

12.

Regulamento (CE) n.° 856/2005 da Comissao, de 6 de Junho de 2005, que altera o
Regulamento (CE) n.° 466/2001 no que diz respeito as toxinas de Fusarium. JO L 143
de 07/06/2005 p. 0003-0008

Directiva 2005/38/CE da Comissao, de 6 de Junho de 2005, que estabelece os métodos
de amostragem e de andlise para o controlo oficial dos teores de toxinas de Fusarium
nos géneros alimenticios. JO L 143 de 07/06/2005 p. 0018-0026

Directiva 2005/5/CE da Comissdo, de 26 de Janeiro de 2005, que altera a Directiva
2002/26/CE no que respeita aos métodos de colheita de amostras e aos métodos de
analise para o controlo oficial dos teores de ocratoxina A nos géneros alimenticios. JO
L 027 de 29/01/2005 p. 0038-0040

Directiva 2004/43/CE da Comissao, de 13 de Abril de 2004, que altera a Directiva
98/53/CE e a Directiva 2002/26/CE no que diz respeito aos métodos de colheita de
amostras e de andlise para o controlo oficial dos teores de aflatoxina e de ocratoxina A
nos géneros alimenticios destinados a lactentes e criangas jovens. JO L 113 de
20/04/2004 p. 0014 — 0016

Regulamento (CE) n.° 683/2004 da Comissao, de 13 de Abril de 2004, que altera o
Regulamento (CE) n.° 466/2001 no que diz respeito as aflatoxinas e a ocratoxina A nos
alimentos destinados a lactentes e a criangas jovens. JO L 106 de 15/04/2004 p. 0003-
0005

Regulamento (CE) n.° 455/2004 da Comissao, de 11 de Margo de 2004, que altera o
Regulamento (CE) n.° 466/2001 no respeitante a patulina. JO L 074 de 12/03/2004 p.
0011

Directiva 2003/121/CE da Comissao, de 15 de Dezembro de 2003, que altera a
Directiva 98/53/CE que fixa os métodos de colheita de amostras e os métodos de
analise para o controlo oficial dos teores de certos contaminantes nos géneros
alimenticios. JO L 332 de 19/12/2003 p. 0038 - 0040

Regulamento (CE) n.° 2174/2003 da Comissdo, de 12 de Dezembro de 2003, que altera
o Regulamento (CE) n.° 466/2001 no respeitante as aflatoxinas. JO L 326 de
13/12/2003 p. 0012 — 0015

Directiva 2003/78/CE da Comissdo, de 11 de Agosto de 2003, que estabelece os
métodos de amostragem e de andlise para o controlo oficial do teor de patulina nos
géneros alimenticios. JO L 203 de 12/08/2003 p. 0040 — 0044

Recomendagao (2003/598/CE) da Comissao de 11 de Agosto de 2003, relativa a
prevencao e reducdo da contaminagao por patulina do sumo de maga e dos ingredientes
do sumo de maga noutras bebidas [notificada com o numero C(2003) 2866]. JO L 203
de 12/08/2003 p. 0054 — 0059

Regulamento (CE) n.° 1425/2003 da Comissdo, de 11 de Agosto de 2003, que altera o
Regulamento (CE) n.° 466/2001 no respeitante a patulina. JO L 203 de 12/08/2003 p.
0001 — 0003

Directiva 2002/27/CE da Comissao, de 13 de Margo de 2002, que altera a Directiva
98/53/CE, que fixa os métodos de colheita de amostras ¢ os métodos de analise para o
controlo oficial dos teores de certos contaminantes nos géneros alimenticios. JO L 075
de 16/03/2002 p. 0044 — 0045
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Directiva 2002/26/CE da Comissao, de 13 de Marc¢o de 2002, que fixa os métodos de
colheita de amostras e de andlise para o controlo oficial do teor de ocratoxina A nos
géneros alimenticios. JO L 075 de 16/03/2002 p. 0038 — 0043

Regulamento (CE) n.° 472/2002 da Comissdo, de 12 de Margo de 2002, que altera o
Regulamento (CE) n.° 466/2001 que fixa os teores maximos de certos contaminantes
presentes nos géneros alimenticios. JO L 075 de 16/03/2002 p. 0018 — 0020
Regulamento (CE) N.° 257/2002 da Comissao, de 12 de Fevereiro de 2002 que altera o
Regulamento (CE) n.° 194/97 que fixa os teores maximos de certos contaminantes
presentes nos géneros alimenticios, ¢ o Regulamento (CE) n.° 466/2001 que fixa os
teores maximos de certos contaminantes presentes nos géneros alimenticios. JO L 041
de 13/02/2002 p. 0012 — 0015

Regulamento (CE) n.° 466/2001 da Comissao, de 8 de Marco de 2001, que fixa os
teores maximos de certos contaminantes presentes nos géneros. JO L 077 de
16/03/2001 p. 0001 — 0013

Directiva 98/53/CE da Comissdo de 16 de Julho de 1998 que fixa os métodos de
colheita de amostras e os métodos de andlise para o controlo oficial dos teores de certos
contaminantes nos géneros alimenticios. JO L 201 de 17/07/1998 p. 0093 — 0101
Regulamento (CE) n.° 1525/98 da Comissdo de 16 de Julho de 1998 que altera o
Regulamento (CE) n.° 194/97 que fixa os teores maximos de certos contaminantes
presentes nos géneros alimenticios. JO L 201 de 17/07/1998 p. 0043 — 0046

Decisao 97/747/CE da Comissdo de 27 de Outubro de 1997 que fixa o nivel e a
frequéncia de amostragem previstos pela Directiva 96/23/CE do Conselho para a
pesquisa de determinadas substancias e seus residuos em certos produtos de origem
animal. JO L 303 de 06/11/1997 p. 0012 — 0015

Regulamento (CE) n.° 194/97 de 31 de Janeiro de 1997 que fixa os teores maximos de
certos contaminantes presentes nos géneros alimenticios. JO L 031 de 01/02/1997 p.
0048 — 0050

Directiva 96/23/CE do Conselho, de 29 de Abril de 1996, relativa as medidas de
controlo a aplicar a certas substdncias e aos seus residuos nos animais vivos e
respectivos produtos e que revoga as Directivas 85/358/CEE e 86/469/CEE e as
Decisdes 89/187/CEE e 91/664/CEE. JO L 125 de 23/05/1996 p. 0010 — 0032
Directiva 94/40/CE da Comissdo de 22 de Julho de 1994 que altera os anexos da
Directiva 87/153/CEE do Conselho que fixa linhas directrizes para a avaliagdo dos
aditivos na alimentacdo para animais. JO L 208 de 11/08/1994 p. 0015 — 0026
Regulamento (CEE) n.° 315/93 do Conselho, de 8 de Fevereiro de 1993, que estabelece
procedimentos comunitdrios para os contaminantes presentes nos géneros alimenticios.
JO L 037 de 13/02/1993 p. 0001 — 0003

Directiva 87/153/CEE do Conselho de 16 de Fevereiro de 1987 que fixa linhas
directrizes para a avaliacdo dos aditivos na alimentagdo para animais. JO L 064 de
07/03/1987 p. 0019 — 0028

Directiva 83/228/CEE do Conselho, de 18 de Abril de 1983, que diz respeito a fixagdo
de linhas directrizes para a avaliagdo de certos produtos utilizados na alimentacdo dos
animais. JO L 126 de 13/05/1983 p. 0023 - 0027 Edigdo especial portuguesa: Capitulo
03 Fasciculo 27 p. 0184

Sétima Directiva 76/372/CEE da Comissdao, de 1 de Marco de 1976, que fixa os
métodos de analise comunitarios para o controlo oficial dos alimentos para animais. JO
L 102 de 15/04/1976 p. 0008 — 0018
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5.3.2 Legislagéo nacional (Portuguesa)

1. Decreto-Lei n.° 50/2006 de 2 de Margo
Ministério da Agricultura, do Desenvolvimento Rural e das Pescas
Transpde para a ordem juridica nacional a Directiva n.° 2005/38/CE, da Comissao, de 6
de Junho, que estabelece os métodos de amostragem e de anélise para o controlo oficial
dos teores de toxinas Fusarium nos géneros alimenticios (D.R. n.° 44/2006 SERIE I-A
de 2006-03-02 paginas 1654 a 1658)

2. Decreto-Lei n.° 8/2006 de 4 de Janeiro
Ministério da Satde
Transpde para a ordem juridica nacional a Directiva n.® 2004/43/CE, da Comissao, de
13 de Abril, que diz respeito aos métodos de colheita de amostras e de andlise para o
controlo oficial dos teores de aflatoxina e de ocratoxina A nos géneros alimenticios
destinados a lactentes e criangas jovens, ¢ altera os Decretos-Leis n.os 110/2001, de 6
de Abril, e 72-J/2003, de 14 de Abril (D.R. n.° 3/2006 SERIE I-A de 2006-01-04
paginas 73 a 75)

3. Decreto-Lei n.° 189/2005 de 4 de Novembro
Ministério da Agricultura, do Desenvolvimento Rural e das Pescas
Transpode para a ordem juridica interna a Directiva n.® 2005/5/CE, da Comissdo, de 26
de Janeiro, que altera a Directiva n.° 2002/26/CE, da Comissdo, de 13 de Marco, que
fixa os métodos de colheita de amostras e os métodos de andlise para o controlo oficial
dos teores de ocratoxina A nos géneros alimenticios, e altera o Decreto-Lei n.° 72-
J/2003, de 14 de Abril (D.R. n.° 212/2005 SERIE I-A de 2005-11-04 péaginas 6316-
6318)

4. Decreto-Lein.® 133/2004 de 3 de Junho
Ministério da Agricultura, Desenvolvimento Rural e Pescas
Transpde para a ordem juridica nacional a Directiva n.° 2003/121/CE, da Comissao, de
15 de Dezembro, que altera a Directiva n.® 98/53/CE, que fixa os métodos de colheita
de amostras e de andlise para o controlo oficial dos teores de certos contaminantes nos
géneros alimenticios (D.R. n.° 130/2004 SERIE I-A de 2004-06-03 pdginas 3487 a
3489)

5. Decreto-Lei n.° 126/2004 de 31 de Maio
Ministério da Agricultura, Desenvolvimento Rural e Pescas
Transpde para a ordem juridica nacional a Directiva n.° 2003/78/CE, da Comissao, de
11 de Agosto, que estabelece os métodos de amostragem e de andlise para o controlo
oficial do teor de patulina nos géneros alimenticios (D.R. n.° 127/2004 SERIE I-A de
2004-05-31 paginas 3411 a 3414)

6. Decreto-Lei n.° 72-1/2003 de 14 de Abril
Ministério da Agricultura, Desenvolvimento Rural e Pescas
Transpde para a ordem juridica nacional a Directiva n.° 2002/26/CE, da Comissao, de
13 de Marco, que fixa os métodos de colheita de amostras e de andlise para o controlo
oficial do teor da ocratoxina A nos géneros alimenticios (D.R. n.° 88/2003 SERIE I-A,
1° Suplemento de 2003-04-14 paginas 2452-(114) a 2452-(117))

7. Decreto-Lei n.° 72-1/2003 de 14 de Abril
Ministério da Agricultura, Desenvolvimento Rural e Pescas
Altera o Decreto-Lei n.° 110/2001, de 6 de Abril, transpondo para a ordem juridica
interna a Directiva n.° 2002/27/CE, da Comissdo, de 13 de Margo, que altera a
Directiva n.° 98/53/CE, da Comissao, de 16 de Julho, que fixa os métodos de colheita
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

de amostras e os métodos de andlise para o controlo oficial dos teores de certos
contaminantes nos géneros alimenticios (D.R. n.° 88/2003 SERIE I-A, 1° Suplemento de
2003-04-14 paginas 2452-(112) a 2452-(113))

Decreto-Lei n.° 110/2001 de 6 de Abril

Ministério da Agricultura, do Desenvolvimento Rural e das Pescas

Transpde para a ordem juridica nacional a Directiva n.® 98/53/CE, da Comissdo, de 16
de Julho, relativa a aproximagdo das legislagdes dos Estados membros sobre os
métodos de colheitas e amostras e os métodos de andlise para o controlo oficial dos
teores de certos contaminantes (aflatoxinas) nos géneros alimenticios (D.R. n.° 82/2001
SERIE I-A de 2001-04-06 pdginas 2041 a 2046)

Decreto-Lei n.° 148/99 de 4 de Maio

Ministério da Agricultura, do Desenvolvimento Rural e das Pescas

Transpde para a ordem juridica interna a Directiva n.° 96/23/CE, do Conselho, de 29 de
Abril, relativa as medidas de controlo a aplicar a certos subprodutos e aos seus residuos
em animais vivos e respectivos produtos (D.R. n.° 103/99 SERIE I-A de 1999-05-04
paginas 2354 a 2370)

Portaria n.° 69/97 de 29 de Janeiro

Ministério da Agricultura, do Desenvolvimento Rural e das Pescas

Aprova as linhas directrizes para a avaliagcdo dos aditivos na alimentagdo para animais.
Revoga a Portaria n.° 1104/89, de 27 de Dezembro (D.R. n.° 24/97 SERIE I-B de 1997-
01-29 paginas 487 a 494)

Portaria n.° 62/97 de 25 de Janeiro

Ministério da Agricultura, do Desenvolvimento Rural e das Pescas

Altera o anexo I da Portaria n.° 1107/89, de 27 de Dezembro, com a redac¢do que lhe
foi introduzida pela Portaria n.° 1208/91, de 19 de Dezembro (D.R. n.° 21/97 SERIE I-B
de 1997-01-25 pagina 435)

Portaria n.° 16/97 de 4 de Janeiro

Ministério da Agricultura, do Desenvolvimento Rural e das Pescas

Aprova o método oficial de andlise a utilizar para a determinacdo do teor de aflatoxina
B nos alimentos para animais (D.R. n.°3/97 SERIE I-B de 1997-01-04 pdginas 33 a 41)
Portaria n.° 1208/91 de 19 de Dezembro

Ministério da Agricultura

Altera o anexo I da Portaria n.° 1107/89, de 27 de Dezembro, que aprova a lista de
substancias e produtos indesejaveis nos alimentos simples, matérias-primas e alimentos
compostos destinados a alimenta¢do animal e respectivos teores maximos admissiveis
(D.R. n.°292/91 SERIE I-B de 1991-12-19 pdgina 6695)

Portaria n.° 1107/89 de 27 de Dezembro

Ministério da Agricultura, Pescas e Alimentacao

Aprova a lista de substancias e produtos indesejaveis nos alimentos e respectivos teores
maximos admissiveis (D.R. n.° 296/89 SERIE I de 1989-12-27 pdginas 5585-5589)
Portaria n.° 1104/89 de 27 de Dezembro

Ministério da Agricultura, Pescas e Alimentacao

Estabelece as linhas directrizes para a avaliagdo dos aditivos destinados a alimentacao
animal (D.R. n.° 296/89 SERIE I de 1989-12-27 paginas 5570 a 5573)

Decreto-Lei n.° 6/83, de 14 de Janeiro

Ministérios dos Assuntos Sociais e da Agricultura, Comércio e Pescas

Estabelece os limites maximos de aflatoxinas nos alimentos para consumo humano
(D.R. n.° 11/83 SERIE I de 1983-01-14 pdginas 74 a 75)
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17.

Portaria n.° 671/73 de 8 de Outubro

Ministério da Economia - Secretarias de Estado do Comércio e da Industria

Fixa os limites maximos de aflatoxinas permitidas nos alimentos simples ¢ compostos
utilizados como ragdo de animais (D.R. n.° 235/73 SERIE I de 1973-10-08 pdginas
1761 a 1762)

5.3.3 Legislacéo geral

10.

11.

. Recomendagao 2005/175/CE da Comissao, de 1 de Marg¢o de 2005, relativa a um

programa coordenado de controlo oficial dos géneros alimenticios para 2005. JO L 059
de 05/03/2005 p. 0027 — 0039

Rectificagdo ao Regulamento (CE) n.° 852/2004 do Parlamento Europeu e do
Conselho, de 29 de Abril de 2004, relativo a higiene dos géneros alimenticios. JO L
226 de 25/06/2004 p. 0003 — 0021

Regulamento (CE) n.° 852/2004 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 29 de Abril
de 2004, relativo a higiene dos géneros alimenticios. JO L 139 de 30/04/2004 p. 0001 -
0054

Recomendag¢do da Comissdo, de 17 de Fevereiro de 2004, relativa ao programa
coordenado de controlo no dominio da alimentagdo animal para 2004, nos termos da
Directiva 95/53/CE do Conselho. JO L 052 de 21/02/2004 p. 0070 — 0076
Recomendag¢do da Comissdo, de 19 de Dezembro de 2003, relativa a um programa
coordenado de controlo oficial dos géneros alimenticios para 2004 [notificada com o
namero C(2003) 4878]. JO L 006 10/01/2004 p. 0029 - 0037

Directiva 2003/100/CE da Comissao, de 31 de Outubro de 2003, que altera o anexo I
da Directiva 2002/32/CE do Parlamento Europeu e do Conselho relativa as substancias
indesejaveis nos alimentos para animais. JO L 285 de 01/11/2003 p. 0033 - 0037
Decisao 2003/580/CE da Comissdo, de 4 de Agosto de 2003, que altera a Decisdo
2000/49/CE que revoga a Decisdo 1999/356/CE e impde condi¢des especiais a
importagdo de amendoins e de determinados produtos derivados do amendoim,
originarios ou provenientes do Egipto [notificada com o nimero C(2003) 2800] JO L
197 de 05/08/2003 p. 0031 — 0034

Decisdao 2003/552/CE da Comissdo, de 22 de Julho de 2003, que altera a Decisdo
2002/80/CE que impde condigdes especiais a importacdo de figos, avelds e pistacios e
de determinados produtos derivados, originarios ou provenientes da Turquia [notificada
com o nimero C(2003) 2604]. JO L 187 de 26/07/2003 p. 0047 — 0050

Decisdao 2003/551/CE da Comissdo, de 22 de Julho de 2003, que altera a Decisdo
97/830/CE que revoga a Decisdao 97/613/CE da Comissdo e impde condigdes especiais
a importac¢do de pistacios e de certos produtos derivados dos pistacios originarios ou
provenientes do Irdo [notificada com o numero C(2003) 2603]. JO L 187 de
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Tabela I - Efeitos toxicos das Aflatoxinas em humanos - Ocorréncia de aflatoxicoses (Peraica et al., 1999)

No. of Symptoms and Exposure Material . Liver
Country subjects signs Source Duration Toxin analysed Toxin histopathology Reference
Uganda | 1;1° Abdominal  pain, | Cassava 5-30 Aflatoxin -- -- Centrilobular 24
oedema of legs, days 1.7 ppm necrosis
palpable liver on polymorphonuclear
ECG prolongation infiltration and
of P-R interval, fibrin in sinusoids,
right bundle branch fatty changes
block in midzonal region
India 397,106 | Brief febrile | Maize Several | Aflatoxin B1 | Serum Aflatoxin B1 | Bile duct 25
episode, vomiting, weeks | (5/5)° 2/7) proliferation ~ with
anorexia jaundice, periductal fibrosis,
ascites, oedema of 6.25-15.6 Urine Aflatoxin Bl | multinucleated giant
legs, massive ppm 0/7) cells, foamy
gastrointestinal cytoplasm, bile
bleeding stasis in bile ducts,
dilated biliary
canaliculi
Maize -- Aflatoxin Bl -- -- 26
(7/70)°
<0.1 ppm
India 994;97 | Fever,  vomiting, | Maize _— Aflatoxin B1 _— _— Cholangiolar 27
oedema of feet, (13/14) proliferation,
jaundice, 0.01-1.1 ppm perivenous
hepatomegaly, collagenosis,
ascites, luminal obliteration,
splenomegaly extensive  fibrosis,
giant cell
transformation ~ of
hepatocytes,
moderate to severe
cholestasis and
proliferation of
cholangioles
Kenya 20; 12 Brief febrile | Maize Several | Aflatoxin B1 | Liver Aflatoxin Bl | Marked 28
episode, vomiting, weeks (2/2) (autopsy) | (2/2) centrilobular
abdominal 3.2-12 ppm necrosis, slight fatty
discomfort, infiltration, and no
anorexia, jaundice, aflatoxin B2 proliferation of bile
oedema of legs, (2/2) ducts
ascites, tachycardia, 1.6-2.7 ppm
tenderness of liver
(rarely  enlarged),
melaena,
gastrointestinal
bleeding
USA 1;0 Non-pruritic Purified 2 days Aflatoxin B1 - - Normal 29
macular rash, | aflatoxin B1 5.5 mg*
nausea, headache
Nausea Purified 2 weeks | aflatoxin Bl | Urine Aflatoxin M1 | Normal
Aflatoxin B1 35 mg* (0/1)°

* Figures in bold are the number of deaths.

® Figures in parentheses are number positive/number analysed.

° Maize samples taken from the affected families one year after the outbreak.
4 Total dose.

¢ Three days after ingestion of purified aflatoxin BI.

24. Serck-Hanssen A. Aflatoxin-induced fatal hepatitis? A case report from Uganda. Archives of environmental health, 1970, 20:
729-731.

25. Krishnamachari KAVR et al. Hepatitis due to aflatoxicosis. Lancet, 1975, 1061-1063.

26. Bhat RV, Krishnamachari KAVR. Follow-up study of aflatoxic hepatitis in parts of western India. Indian journal of medical
research, 1977, 66: 55-58.

27. Tandon BN et al. Study of an epidemic of jaundice, presumably due to toxic hepatitis, in Northwest India. Gastroenterology, 1977,
72: 488-494.

28. Ngindu A. et al. Outbreak of acute hepatitis caused by aflatoxin poisoning in Kenya. Lancet, 1982, 1346-1348.

29. Willis RM, Mulvihill JJ, Hoofnagle JH. Attempted suicide with purified aflatoxin. Lancet, 1980, 1198-1199.
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Nas figuras seguintes estao representadas as estruturas de alguns tricotecenos.

Figura A — Formulas de estruturas de tricotecenos do tipo A e do tipo B (Klotzel et al., 2005)
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Figura B — Estruturas quimicas de alguns tricotecenos (Young et al., 2006)
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Lista de fornecedores de padroes de micotoxinas

Diffchamb: http://www.diffchamb.com/website/ ARCHIVE/TEMPLATES/main.asp

ELISA-technologies: http://www.elisa-tek.com/home.htm

International Diagnostic Systems Corp.: http://www.ids-kits.com/mycot.html

MedTox: www.medtox.com/agri.html

Neogen: http://www.neogen.com/

R-Biopharm: http://www.r-biopharm.com/general/main.php
Romer Labs: http://www.romerlabs.com/news2004.html

Tepnel: http://www.tepnel.com/

Vicam Co.: www.vicam.com

Kits Teste para algumas micotoxinas em http://www.aoac.org/testkits/kits-toxins.htm

Morada de alguns fornecedores de padrées de micotoxinas

Aldrich Chemical Co Ltd C.P. Laboratories Ltd Makor Chemicals Ltd
The Old Brickyard (Calbiochem) P.O.B. 6570

New Road PO Box 22 Jerusalem 91060
Gillingham Bishops Stortford Israel

Dorset SP 8 4JL Herts CM22 7RQ

UK UK

Pfaltz and Bauer, Inc., Phase Separations Ltd Pierce and Warriner (UK) Ltd
375 Fairfield Avenue Deeside Industrial Estate 44 Upper Northgate Street
Stamford Queensferry Chester

Connecticut 06902 Clwyd CH5 2LR Cheshire CH1 4EF

USA UK UK

Sigma Chemical Co Ltd Sigma Chemical Co Uniscience Ltd

Fancy Road PO Box 14508 Uniscience House

Poole St Louis 8 Jesus Lane

Dorset BH17 7NH Missouri 63178 Cambridge CB5 8BA

UK USA UK
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