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RESUMO. Micotoxinas sdo substancias tdxicas produzidas pelo metabolismo secundario
de fungos filamentosos e capazes de desencadear uma série de problemas relacionados a
producdo agropecudria e a saude publica. O monitoramento destes agentes toxicos é
necessario, devendo-se levar em consideracédo para realizagdo de tal atividade a diversidade
das amostras que sédo colhidas, os tipos distintos de micotoxinas, bem como a distribuigéo
ndo uniforme destes contaminantes. A escolha adequada dos pontos de amostragem, bem
como do uso de uma metodologia eficaz que considere os possiveis interferentes e
contemple os niveis de deteccdo esperados também sdo fatores indispensaveis para o
sucesso e confiabilidade das andlises realizadas. Com o intuito de atender as exigéncias da
legislagdo brasileira para micotoxinas, varios alimentos deverdo ser analisados, para isso,
0 conhecimento de procedimentos para colheita de amostras e analises laboratoriais sdo
importantes para pequenos produtores e para indUstria de alimentos. Considerando que a
aplicacdo adequada destas metodologias ndo apenas pode aumentar a produgdo agricola e
sua consequente lucratividade, como também propiciar a seguranca alimentar dos diversos
produtos brasileiros destinados as dietas humanas e/ou animais, esta revisdo visa descrever
as principais metodologias existentes no Brasil para colheita de amostras e analise de
micotoxinas, assim como abordar os principais métodos analiticos existentes para deteccéo
e quantificacdo destes contaminantes.

Palavras chave: Alimentos, amostragem, analises laboratoriais, metodologias analiticas

Procedures for sampling and laboratory tests of mycotoxins existing
in human and animals feed

ABSTRACT. Mycotoxins are toxic substances produced by the secondary metabolism of
filamentous fungi and able to trigger series of problems related to agricultural production
and public health. Thereby, monitoring of toxic agents is absolutely necessary and must be
taken into account for the performance of such activity the diversity of samples to be
collected, the different types of mycotoxins as well as the non-uniform distribution of these
contaminants. Proper selection of sampling process as well as the use of a effective
methodology will eliminate the trace of interference in order to have a successful analyses.
Thus, in order to meet the requirements of the current Brazilian legislation for mycotoxins,
various foods should be analyzed for this, knowledge of procedures for sampling and
laboratory analyzes are of fundamental importance to both small producers and for the food
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industry . Whereas the proper application of these methodologies can not only enhance
agricultural production and its profitability, but also regulate the food process for many
Brazilian products that intended to be used by human and animals, this review aims to
describe the main methods the exist in Brazil like sample collecting and analysing of
mycotoxins, as well as to address the main analytical methods for detection and
quantification of these contaminants.

Keywords: Food, sampling, laboratory analysis, analytical methodologies

RESUMEN. Micotoxinas son sustancias tdxicas producidas por el metabolismo
secundario de hongos filamentosos y capaces de desencadenar una serie de problemas
relacionados con la produccion agropecuaria y la salud publica. Por eso, es necesario
monitorear esos agentes tdxicos, teniendo en cuenta para la realizacion de esa actividad la
diversidad de las muestras que se colecta, los distintos tipos de micotoxinas, asi como la
distribucién no uniforme de dichos contaminantes. La seleccidn adecuada de los puntos de
muestreo, bien como del uso de una metodologia eficaz que considere los posibles
interferentes y contemple los niveles de deteccion esperados también son factores
indispensables para el éxito y confiabilidad de los andlisis realizados. Con el fin de atender
a las exigencias de la legislacion brasilefia para micotoxinas, se deberd analizar varios
alimentos. Para eso, es importante para los pequefios productores y para la industria de
alimentos conocer los procedimientos para la colecta de muestras y analisis de laboratorio.
Teniendo en cuenta que la aplicacién apropiada de esas metodologias no sélo puede
incrementar la produccion agricola y su consecuente rentabilidad, sino también propiciar
la seguridad alimentaria de los diversos productos brasilefios destinados a la ingesta
humana y/o animal, esta revisién tiene como objetivo describir las principales
metodologias existentes en Brasil para la colecta de muestras y analisis de micotoxinas, asi
como abordar los principales métodos analiticos existentes para la deteccion y
cuantificacion de esos contaminantes.

Palabras clave: Alimentos, muestreo, analisis de laboratorio, metodologias analiticas
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Procedimientos para colecta de muestras y analisis de laboratorio de
micotoxinas presentes en dietas humanas y animales

Introducéo

Micotoxinas sd0 substancias naturais de
elevada estabilidade térmica e quimica, sendo
produzidas pelo metabolismo secundario de
fungos filamentosos (Zbliner and Mayer-Helm,
2006, Serrano et al., 2013, Gong et al., 2015,
Flores-Flores et al., 2015). De forma geral, sdo
substancias caracterizadas por uma estrutura
complexa, com uma grande diversidade de grupos
funcionais (Figura 1) (Tomasevi¢-Canovié et al.,
2003). As estruturas variam de simples anéis
heterociclicos com massa molar de 50 g/mol até
grupos de 6 a 8 anéis heterociclicos dispostos
irregularmente com massa molar acima de 500
g/mol (Pitt, 2000). Devido a esta diversidade,
centenas de moléculas de micotoxinas ja foram
descritas, sendo as aflatoxinas (AFLs),
fumonisinas  (FBs),  ocratoxinas  (OTA),
deoxinivalenol (DON) e zearalenona (ZON) os
grupos de maior ocorréncia e relevancia para

salde publica e animal (Kumar et al., 2008,
Ahlberg et al., 2015).

Estes contaminantes alimentares podem
desencadear uma série de distarbios, uma vez que
apresentam quatro tipos principais de toxicidade:
aguda, cronica, mutagénica e teratogénica. Na
intoxicacdo aguda, os efeitos mais comuns sdo
danos na funcdo renal e hepatica, podendo levar a
morte. Podem interferir na sintese de proteinas,
produzir efeitos relacionados ao dano celular e
necrose de tecidos e causar imunodeficiéncia ao
individuo. Além disso, podem atuar como
neurotoxinas, causando tremores, danos cerebrais
irreversiveis e em casos mais graves podem
inclusive ocasionar a morte. Em humanos, por
exemplo, as micotoxinas estdo relacionadas
principalmente com o desenvolvimento de
carcinomas. Liu and Wu (2010) descreveram que
46 a 282% de novos casos de cancer
hepatocelular mundiais podem estar relacionados
a exposi¢do de micotoxinas (Nones et al., 2013,
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Nones and Scussel, 2013, Oliveira et al., 2014,
Nones et al., 2015). Além disso, podem afetar a
replicacdo do DNA e produzir efeitos mutagénicos
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e teratogénicos (Pitt, 2000, Zdllner and Mayer-
Helm, 2006, Bryden, 2012, Peluque et al., 2014,
Bennett and Moore, 2015).
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Figura 1. Estrutura quimica das micotoxinas.

Quando presente nas dietas fornecidas aos
animais, as micotoxinas podem desencadear
alteracbes nas taxas de concepgdo, abortos e
aparecimento de fetos mumificados. Além disso,
podem provocar o desencadeamento de quadros
mais severos, como doencas renais e edemas
pulmonares (Nones and Scussel, 2013, Nones et
al., 2014, Zachariasova et al., 2014). Nao obstante,
comumente podem ser visualizados na produgéo
animal quadros de doencas provocadas pela baixa
imunidade, fato relacionado com a exposicdo
permanente dos animais a dietas contendo a
presencga de micotoxinas.

No que concerne a producdo vegetal, estas
substancias  provocam perdas  recorrentes
associadas a baixa na produtividade e na qualidade
nutricional dos grdos produzidos (Degraeve et al.,

al., 2015). Dentre os alimentos mais afetados,
podemos destacar principalmente 0s cereais,
nozes, frutas secas, café, cacau, castanhas,
leguminosas, frutas e produtos de origem animal,
como ovos, leite e carne. Além disso, é importante
destacar que apos a formacéo das micotoxinas nos
alimentos, estas podem permanecer nos Seus
subprodutos, ja que sdo moléculas estaveis e
resistentes a diferentes etapas do processamento,
tais como moagem e aquecimento.

Devido a ampla variedade de matrizes
agricolas e bioldgicas consideradas suscetiveis a
contaminagao por micotoxinas faz-se necessario a
criagdo e utilizagdo de métodos altamente
seletivos e exatos para identificacdo e
quantificagdo destes contaminantes (Zéllner and
Mayer-Helm, 2006, Maestroni et al., 2011). No

2016). Além disso, contaminacgdes fungicas e/ou
de micotoxinas podem causar alteracdes no sabor
dos grdos, bem como contribuir para a perda de
matéria seca, por meio da utilizacdo de
carboidratos como fonte de energia, degradacédo
de lipideos e proteinas, producdo de metabdlitos
volateis e compostos alergénicos (Cabral et al.
2013).

De acordo com a FAO (2013),

aproximadamente 25% dos alimentos produzidos
mundialmente  estdo  contaminados  por
micotoxinas. Esta contaminagdo pode ocorrer
desde o campo, durante a producéo ou colheita, até
0 armazenamento e  processamento  de
subprodutos de origem vegetal e animal (Gutleb et

entanto, considerando as varias situacdes que
podem ser encontradas quanto a analise de
micotoxinas em diferentes matrizes alimentares,
escolher um método analitico ideal ndo é uma
tarefa facil. Em uma mesma matriz alimentar pode
ser detectado mais de uma toxina com estruturas
quimicas variadas, o que dificulta encontrar um
método Unico para a realizacdo da analise. Cabe
ressaltar que, para uma quantificacéo eficaz destes
agentes contaminantes, métodos de andlise
precisam considerar ndo somente as diferengas
estruturais e quimicas das micotoxinas, como
também a distribuicdo ndo uniforme destas
possiveis contaminagdes. Além disso, a auséncia
de uniformidade é também encontrada no proprio
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alimento. Geralmente as micotoxinas tendem a se
concentrar nas camadas mais externas dos
alimentos, onde o fungo tem uma maior
proliferacdo. J& que em camadas internas, 0s
niveis de micotoxinas sdo menores, devido o
menor crescimento do micélio fungico (Savi et al.,
2016a, Savi et al., 2016b, Tibola et al., 2016,
Tibola et al., 2015). Por isso, é necessario a analise
de cada caso em especifico, levando em
consideracdo especialmente a matriz alimentar e 0
tipo de micotoxina que seré analisada.

Com o intuito de discutir métodos de aplicacdo
para analise de micotoxinas em dietas fornecidas
a humanos ou animais, o objetivo desta reviséo é
descrever 0s principais e mais adequados
procedimentos para a realizacdo da colheita de
amostras destinadas a analises laboratoriais, assim
como relatar os principais métodos analiticos
utilizados para detec¢do e quantificacdo destes
agentes toxigénicos.

Metodologias para colheita de amostras e
analises laboratoriais

Para a escolha adequada das metodologias de
colheita de amostras e das analises laboratoriais
que serdo posteriormente realizadas, objetivando a
deteccdo e/ou quantificacdo de micotoxinas, €
preciso considerar que agentes contaminantes
presentes nos alimentos ou nas amostras
biolégicas geralmente estdo distribuidos de forma
ndo homogénea (Stroka et al., 2004, Coppock and
Jacobsen, 2009, Santos et al., 2014, Preedy, 2014).
Além disso, as matrizes alimentares e biologicas
apresentam uma elevada complexidade em suas
composicOes (Pereira et al., 2014).

Considerando tamanha complexidade e
diversidade das matrizes alimentares e biologicas
é preciso realizar uma sequéncia de trés operagoes
fundamentais visando a confiabilidade dos
resultados obtidos, as quais incluem: 1)
Realizagdo das colheitas das amostras de forma
adequada; 2) Preparacéo eficaz das amostras antes
da realizacdo da andlise propriamente dita e 3)
Aplicacdo do método analitico correto visando a
deteccdo efou quantificagdo destas substancias
(Betina, 1993, Binder, 2007, Valle-Algarra et al.,
2014).

Procedimentos para realizacdo da colheita de
amostras

A colheita de amostras é a etapa de analise que
pode apresentar a maior variabilidade na
quantificagdo das micotoxinas encontradas, e por
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isso, deve ser realizada de forma eficiente
(Mallmann et al., 2014, Armorini et al., 2015).
Whitaker et al. (1997), por exemplo, relataram que
a contaminacéo por FBs em lotes de milho chegou
a apresentar 61% de variancia entre os lotes, em
decorréncia do lugar de onde foi obtida a amostra.
Em alguns casos, a variabilidade da contaminagao
por AFLs em améndoas e avela atingiu até 96,2 e
99,4% devido a amostragem, como observado por
Whitaker et al. (2006) e Ozay et al. (2006),
respectivamente. Assim sendo, para que uma
amostragem possa fornecer informages veridicas
sobre uma eventual contaminacdo em um lote, é
de suma importdncia que a mesma Seja
considerada  representativa. Uma  amostra
representativa somente é adquirida pelo
planejamento adequado de colheita, o qual deve
levar em consideragdo o tipo de produto que serad
avaliado, qual método analitico que sera
empregado, quantas amostras precisardo ser
colhidas, assim como o nimero de medicGes que
precisardo ser realizadas (Cheli et al., 2014). Além
disso, é preciso planejar e considerar a viabilidade
de todo este processo, ou seja, 0 método escolhido
devera ser de facil aplicacdo, rapido, eficaz e de
baixo custo.

No Brasil, os métodos de colheita de amostras
de origem vegetal e animal destinados ao consumo
humano sdo baseados no Codex alimentarius

(MAPA, 2013).

Para que a colheita de uma amostra seja
considerada  representativa  precisam  ser
empregadas metodologias que levem em
consideragdo o tipo de alimento, a forma de
armazenamento, o tempo de armazenamento e a
distribuicdo ndo uniforme das micotoxinas nos
lotes. A amostragem deve ser representativa,
aleatdria e ndo tendenciosa. Amostras elementares
devem ser retiradas de varios pontos cobrindo
completamente o lote. Os coletores devem ser
definidos de acordo com o local da coleta, o tipo
de alimento e deverdo ser adequados para coletar
as amostras elementares (gramas), atingindo o
maximo de profundidade dos lotes (sacas, pacotes
ou silos). Apos, deve ser realizado o calculo de
frequéncia de amostragem que leva em
consideracdo a massa do lote, a massa da amostra
global e a massa da amostra elementar, realizado
de acordo com MAPA (2013).

Desta forma, as matrizes alimentares enviadas
ao laboratério para a deteccdo e quantificacdo de
micotoxinas sdo formadas por inimeras amostras
elementares, as quais compdem a amostra global

PUBVET

v.11, n.3, p.229-242, Mar., 2017



Amostragem e analises laboratoriais de micotoxinas

(Figura 2). E necessario também verificar a
guantidade minima (gramas) da amostra
individual que o laboratério ird receber para
realizar a andlise e qual a temperatura de
transporte em que a amostra devera ser enviada.

Cabe ressaltar, no entanto, que muitas vezes
ndo é possivel a realizagdo do processo de colheita
de amostras porque as consequéncias econdémicas
sdo inconcebiveis, como, por exemplo, a
existéncia de embalagens lacradas, produtos com
elevado valor agregado, meios de transporte que
dificultam o acesso, entre outros. Para estes casos,
um método alternativo de amostragem pode ser
aplicado, desde que 0 mesmo seja tédo
representativo  quanto  possivel e esteja
integralmente descrito e documentado (Garcia-
Celaetal., 2013).

E importante destacar que, sempre que houver
colheita de amostras, o material obtido deve ser
mantido em seu estado original. E absolutamente
necessario protegé-lo do calor e de qualquer
possibilidade de absor¢do de umidade, fatores que
poderiam levar a ocorréncia de um resultado falso
positivo, em virtude do desenvolvimento de
fungos e, consequentemente, da producdo de
micotoxinas nas amostras ja colhidas. Em outras
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palavras, 0 péssimo acondicionamento das
amostras colhidas podera gerar resultados

analiticos positivos para micotoxinas, sendo que
esta, na sua condicdo original, inicialmente ndo
existia (Fonseca, 2002). Por isso, as amostras
devem ser devidamente embaladas,
acondicionadas, etiquetadas, identificadas e
lacradas antes de serem enviadas ao laboratdrio. J&
a obtencdo da amostra analitica € de
responsabilidade do laboratério que realizard a
analise, que deve armazenar e organizar as
amostras que acordo com a data de amostragem,
de forma a facilitar a sua localiza¢cdo quando
requisitada.

Preparacao eficaz da amostra para andlise de
micotoxinas

As micotoxinas podem estar presentes em uma
ampla variedade de produtos alimenticios e
materiais bioldgicos, portanto, a extracdo e
limpeza a partir de uma amostra dependem das
propriedades fisico-quimicas dos produtos ou
materiais a serem analisados, bem como das
toxinas a serem detectadas (Betina, 1993, Turner
et al., 2009).

Pode ser formado por
alimentos para consumo:

/ Humano

\‘ Animal

Lote

Armazenados em:

|

Pacotes abaixo de

Ikg

T~

Sacas acima de 40 kg Silos

Tipo de alimento

£ N / \ r '
£ L b %

Amostras elementares

Sao formadas por pontos
representativos que
consideram:

Formas de
armazenamento

|

Distribuicdo ndo
homogénea

N

Amostra Global

Enviada para andlises

laboratoriais

Figura 2. Principais pontos que devem ser levados em consideracéo para colheita de amostras para anélises de micotoxinas.
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O processo de extragdo de micotoxinas de
amostras alimentares ou biol6gicas consiste na
separacdo das micotoxinas da amostra para sua
posterior detecgdo e quantificacdo. Determinadas
matrizes alimentares, considerando as
caracteristicas ~ fisico-quimicas, podem  ser
analisadas com maior facilidade, como é o caso do
milho, soja e do trigo.

De forma contraria, outros alimentos, de
composicdo mais complexa, como rag0es,
produtos e subprodutos de origem animal, podem
tornar o processo de extracdo mais dificil e
oneroso (Ramos et al., 2008). De uma forma geral,
as amostras sélidas precisam ser homogeneizadas
em sua totalidade, podendo ser moidas a uma
granulometria menor e/ou podem ser preparadas
até a formagdo de uma pasta, com o intuito de
garantir a homogeneizagdo mais completa
possivel. Técnicas fisicas como agitagdo mecanica
vigorosa sdo importantes para a extracdo da
micotoxina, uma vez que o tamanho das particulas
da amostra é reduzido durante este processo,
permitindo uma melhor extracdo. Isto porque o
tamanho da particula pode afetar na quantidade
total de micotoxinas extraidas, bem como na
reprodutibilidade dos resultados (Barni, 2001).
Além das caracteristicas fisico-quimicas descritas
acima, o procedimento de extragdo pode muitas
vezes ser complicado, devido a alguns
componentes dos alimentos, tais como amido,
proteina e gordura (Sharma et al., 2014), bem
como por produtos quimicos, materiais e solventes
utilizados no processo de extragdo (Valle-Algarra
et al., 2014). Por esse motivo, geralmente é
empregado neste processo uma grande variedade
de misturas de solventes polares e apolares,
dependendo da matriz alimentar a ser analisada
(Pitt, 2000, Preedy, 2014).

Cabe ressaltar que o procedimento de extracdo
envolve inUmeros passos €, por este motivo, pode
sofrer inconvenientes graves, tais como baixa
recuperacdo da micotoxina a ser analisada e
contaminacdo (Wang and Li, 2015). Para
solucionar tal problema, é necessaria a aplicacéo
de procedimentos de limpeza, os quais visam
maior confiabilidade das avaliagbes analiticas
subsequentes  (Betina, 1993, Amaral and
Machinski Junior, 2006, Serrano et al., 2013). Os
procedimentos de purificacdo (limpeza) do extrato
mais comumente utilizados sdo: extracao liquido-
liquido (LLE), extracdo em fase sélida (SPE) e
coluna de imunoafinidade (IAC) (Figura 3). A
extracdo LLE envolve a exploracdo da diferente
solubilidade das toxinas na fase aquosa e organica
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ndo miscivel. A aplicacdo desta técnica objetiva
extrair a micotoxina em um solvente, deixando os
outros componentes da matriz alimentar ou
bioldgica solivel no outro solvente utilizado
(Turner et al., 2009).

Inicialmente a amostra passa por um processo
de agitacdo juntamente com uma mistura de
solventes polares e/ou apolares. Os solventes
comumente usados sdo cloroférmio, acetona,
metanol, acetonitrila, benzeno, acetato de etila,
hexano e &gua. Em seguida, agentes precipitantes,
como sulfato de cobre e amobnia ou terra
diatomécea sdo adicionados a amostra com o0
intuito de remover os possiveis interferentes como
proteinas e pigmentos através do processo de
filtracdo simples. Apds este procedimento, o
extrato filtrado é adicionado em dois solventes
imisciveis para que as micotoxinas sejam,
preferencialmente, particionadas em um dos
solventes. Desta forma, é possivel realizar a
limpeza e transferir as toxinas de um solvente para
0 outro. Apds esta etapa, é necessario concentrar o
extrato, ja que as micotoxinas podem estar
presentes em baixas concentra¢cdes no solvente.
Esta concentracdo pode ser realizada em fluxo de
nitrogénio e com uso de aquecimento inferior a 50
°C (AOAC, 2005, Scussel, 1998).

A utilizacdo desta técnica, no entanto,
apresenta algumas desvantagens, como retencéo
ndo especifica e gastos provocados pela
necessidade de uso de uma grande quantidade de
solventes  organicos, fatos que podem
comprometer a recuperacao e a sensibilidade para
as micotoxinas alvos das analises que serdo
realizadas (Xie et al., 2015).

Em contraste com a extracdo LLE, a SPE
apresenta maiores beneficios, 0s quais estdo
relacionados com um menor tempo de
processamento da amostra, menor consumo de
solventes e procedimentos mais simples (Poole,
2002). A técnica de SPE consiste na extracdo da
micotoxina pela eluigdo da amostra em solventes
especificos, o0s quais sdo adicionados em
cartuchos descartaveis constituidos geralmente
por silica gel, C-18 (octadecilsilano) e florisil
(Turner et al., 2009).

De modo geral, este procedimento é dividido
em quatro etapas. A primeira consiste no
condicionamento da coluna SPE com solvente
adequado para receber a amostra. Em segundo
momento é realizada a introducdo da amostra,
onde ira ocorrer a retencdo do analito na coluna,
juntamente com os interferentes da amostra. A
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proxima etapa é a limpeza da coluna que serve
para remover os interferentes que ficaram retidos
na coluna, porém ndo os analitos. E por fim, a
eluicdo do analito que serd concentrado quando
necessario e posteriormente quantificado (AOAC
2005).

Além disso, métodos de SPE sdo facilmente
automatizados e, por este motivo, podem ser

o
Aamostra ¢é agitada e apés

filtrada para remogio das
particulas solidas

Amostra com
micotoxinas (®)e
interferentes (A+4-e)

> LK)

it

>

(A)

deinterferentes

Amostra com
micotoxinas (@) e
interferentes (A4-@)

Coluna SPE com silica
gel, octadecilsilano
(C-18) e florisil

O extrato filtrado da
amostra é percormrido
pela coluna SPE

Amostra com
micotoxinas (@) e
interferentes (A<4-@)

(©)

O extrato filtrado da

amostra ¢ percorrido
pela coluna

IAC com anticorpo
especifico para a
micotoxina no gel

Agentes precipitantes e filtrantes
sio usados para limpeza e remogio

A coluna adsorve a
micotoxina

A coluna adsorve a
micotoxina (anticorpo
retém a micotoxina)
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aplicados para a extragdo de multiplas
micotoxinas (Poole, 2002). No entanto, o
desempenho da SPE pode ser afetado pelo pH,
solvente e concentragdo dos ions da amostra, o que
por sua vez pode afetar o resultado de deteccdo e
quantificacdo das analises subsequentes (Valle-
Algarra et al., 2014).

oot
o A 7amdl N
Lo [ L

v Agitar vigorosamente o extrato com os solventes para
transferir as toxinas de um solvente para o outro.

v Geralmente ¢ utilizado dois solventes imisciveis ¢ as
micotoxinas sido particionadas em um deles

v O extrato contendo a micotoxina ¢ removido para andlise

Limpeza Eluigio
Vv ¥
e 0
L J .. \L
o % 4
ANd
L J
\ee?

N e

Com o solvente de
eluigiio o anticorpo

A coluna ¢ lavada
para remogdo dos

interferentes libera a micotoxina
Limpeza Eluigio
.,
._-/"_ /
L J
L J

Com o solvente de
elui¢io o anticorpo
libera a micotoxina

A coluna é lavada
para remogdo dos
interferentes

Figura 3. Procedimentos de purificacdo do extrato da amostra comumente utilizados para anélise de micotoxinas em (A)
extracdo liquido-liquido (LLE), (B) extracdo em fase sélida (SPE) e (C) coluna de imunoafinidade (IAC).

Por outro lado, o uso de IACs tem substituido
procedimentos de LLE e SPE para purificacdo do
extrato de amostras alimentares ou biol6gicas
(Scussel et al., 2011). Este processo de purificacdo
das amostras € realizado através da interacdo de
um anticorpo pela(s) micotoxina(s) a ser (em)
analisada(s), o que resulta em interferéncia

minima nas etapas de quantificacdo subsequentes
(Binder, 2007). O pré-tratamento da amostra é
bastante reduzido quando comparado a outras
técnicas de extracdo. O procedimento de extracao
da micotoxina pela técnica IACs consiste na
eluicdo do extrato da amostra através da coluna,
sendo que todos os compostos sdo lavados e
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eluidos, menos as micotoxinas, as quais ficam
retidas em anticorpos especificos (Scussel et al.
2011). Ap0s esta reacdo de antigeno-anticorpo a
micotoxina €é eluida da coluna e o eluato
concentrado e quantificado por técnicas
cromatograficas. Isto ocorre devido a um processo
de interagdo imunoquimico onde as moléculas do
analito sdo fixadas aos anticorpos imobilizados,
enquanto 0s componentes interferentes ndo
ligados ao suporte sdo eliminados por lavagem da
coluna com solventes. Apesar do custo elevado do
método (aproximadamente seis vezes superior ao
dos métodos fisico-quimicos), 0 mesmo apresenta
maior rapidez e facilidade de execugdo (Ramos et
al., 2008). Considerando que as colunas podem ser
constituidas por diferentes anticorpos, as 1ACs
disponiveis atualmente podem ser aplicadas para
mais de uma micotoxina simultaneamente, sendo
gue para cada micotoxina analisada existe um
anticorpo especifico (Valle-Algarra et al., 2014).
Atualmente, existem disponiveis no mercado
IACs para um grande numero de micotoxinas,
incluindo as AFLs, OTA, FBs, DON e ZON
(Vaclavikova et al., 2013, Valle-Algarra et al.,
2014). Nao ha, no entanto, disponibilidade para
todos os tipos de micotoxinas existentes, sendo
necessario, para estes casos, a aplicagdo de outros
métodos.

Metodologias analiticas para deteccdo e
guantificacdo de micotoxinas

Métodos de andlise sdo essenciais para
determinagdo do grau de contaminagdo por
micotoxinas, avaliacdo de exposi¢cdo ao risco,
confirmagdo do diagnéstico de micotoxicoses,
assim como para monitorar e indicar estratégias
para diminui¢do destes agentes toxicos presentes
nos alimentos (Lino et al., 2006, Binder, 2007,
Bryden, 2012, Mallmann et al., 2013). Estes
métodos de analise devem preferencialmente ser
simples, rapidos, sensiveis, seletivos, confidveis e
de baixo custo (Stroka et al., 2004, Amaral and
Machinski Junior, 2006, Scussel et al., 2011).

As andlises atualmente disponiveis para
deteccdo e quantificacdo de micotoxinas variam
de acordo com o tipo de alimento e também de
acordo com o tipo de micotoxina a ser detectada
ou quantificada. Uma ampla gama de técnicas
estdo disponiveis para as analises de micotoxinas
(Turner et al., 2009), como por exemplo, a
cromatografia de camada delgada (CCD) e ensaios
imunoenzimaticos. Além destes métodos, pode-se
empregar métodos de cromatografia liquida, os
quais representam ferramentas mais recentes e
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avancadas para a determinacdo e quantificacdo
destas substancias (Tavcar-Kalcher et al., 2007).

Tradicionalmente, o0 método mais popular
utilizado para anélise de micotoxinas é a CCD, o
qual oferece grande capacidade de triagem de
amostras (Turner et al., 2009). CCD ¢
caracterizada por ser uma metodologia simples,
rapida, eficaz e de baixo custo, além de néo exigir
equipamentos sofisticados (Welke et al., 2009,
Preedy, 2014). Este método consiste na adsor¢do
liquido-solido (Degani et al., 1998), sendo que a
separacdo das micotoxinas se da pela diferenca de
afinidade da toxina pela fase estacionaria. CCD foi
uma técnica de separagdo extremamente poderosa,
rapida e barata em micotoxicologia antes da
técnica de HPLC tornar-se mais popular e viavel
economicamente (Xu et al., 2006). De um modo
geral, os extratos das amostras sdo aplicados por
meio de microsseringas em placas
cromatograficas normalmente de aluminio
recobertas com adsorventes (fase estacionaria).
Em seguida, as placas sdo colocadas em camaras
de separacdo saturadas do solvente (fase movel)
gue migra em um sentido ascendente e ultrapassa
0s pontos onde foram aplicados os extratos na
placa, arrastando 0s seus componentes em
velocidades diferentes. Desta forma, é possivel
distinguir as micotoxinas, uma vez que cada uma
ird possuir um fator de retencéo (Rf) distinto. O Rf
¢ a razdo entre a distancia percorrida pela
micotoxina e a distancia percorrida pela fase
movel. Em seguida, a placa é retirada da camara e
é possivel observar por meio de luz ultravioleta, as
manchas formadas em decorréncia da sua
fluorescéncia natural. Por outro lado, as
micotoxinas que ndo fluorescem naturalmente
podem ser visualizadas apos aplicacdo de agentes

reveladores e aquecimento das placas
cromatogréaficas (Scussel, 1998).
Diferente da CCD, o0s ensaios imuno-

enzimaticos (ELISA), ou seja, baseados no
principio de antigeno/anticorpo sdo bastante
utilizados. Esta metodologia esta relacionada com
ensaios competitivos ou ndo competitivos, onde
primeiramente ocorre uma reagdo entre um
anticorpo especifico e um antigeno (micotoxina
alvo). Em seguida, ocorre a revelacdo e a
mensuracdo através de uma hidrdlise enzimética
entre 0 complexo antigeno-enzima e substrato
(Turner et al., 2009, Scussel et al., 2011). O ensaio
imunoenzimatico representa uma alternativa para
a andlise qualitativa de micotoxinas, ndo
requerendo nenhum equipamento sofisticado para
obtencdo dos resultados (Preedy, 2014). Além de

PUBVET

v.11, n.3, p.229-242, Mar., 2017



Amostragem e analises laboratoriais de micotoxinas

ser de fécil aplicacdo, as analises realizadas
atraves deste método fornecem respostas rapidas,
representando uma alternativa interessante
principalmente para o controle de micotoxinas a
nivel industrial (Pitt, 2000, Preedy, 2014).

Os métodos cromatograficos, como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
permitem a deteccdo e quantificacdo de
substancias de forma mais precisa e segura. Além
disso, o HPLC apresenta alta versatilidade,
permitindo o uso de detectores com elevada
sensibilidade e especificidade (Lino et al., 2006,
Shephard and De Saeger, 2011). Considerando 0s
fatos acima abordados, a técnica de HPLC tem
sido uma das melhores empregadas atualmente
para realizacdo de andlises de micotoxinas.
Basicamente, 0 método consiste na separacao e
quantificagdo das micotoxinas pelas diferentes
interacbes entre a micotoxina, coluna e fase
movel, sendo que esta interacdo é detectada e
quantificada por detectores. Inicialmente a
amostra € injetada no cromatografo liquido e
direcionada em fluxo constante com a fase mével,
até a fase estacionaria, onde serdo separados 0s
componentes da amostra. A fase mdvel deve
apresentar capacidade de dissolver a amostra,
compatibilidade com o detector e alta pureza. Ja a
fase estaciondria é composta por colunas de
adsorcdo e podem ser de fase reversa ou fase
normal, sendo geralmente de inox preenchidas
com material adsorvente. Em seguida, sdo
utilizados detectores especificos para cada tipo de
micotoxina, sendo que os principais sdo os de
fluorescéncia, ultravioleta e o de massas. Apés a
passagem do analito no detector, é possivel
observar o0 cromatograma devido ao sinal
eletrbnico gerado proporcional a quantidade da
micotoxina presente na amostra. A validagdo do
método deve ser realizada levando em
consideracdo os pardmetros de linearidade, limite
de deteccdo e quantificacdo, reprodutibilidade,
repetibilidade e recuperacao.

Para realizacdo da técnica de HPLC, é preciso
considerar que, algumas micotoxinas, como por
exemplo, as AFLs, apresentam  grupos
cromaforos, ou seja, grupos que quando expostos
a luz ultravioleta emitem fluorescéncia. Desta
forma, as AFLs sdo facilmente detectadas e
quantificadas por estes métodos cromatograficos.
Outras substancias, como por exemplo, as FBs,
apresentam uma estrutura caracterizada por
grupamentos aminopoliois, 0s quais ndo emitem
fluorescéncia. Desta forma, a metodologia para
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guantificacdo das FBs em alimentos precisa ser
adaptada. Neste caso, para utilizacdo da técnica de
HPLC é preciso primeiramente realizar o processo
de derivatizacdo, ou seja, adicionar grupos
funcionais capazes de emitir fluorescéncia, 0s
quais permitirdo a detec¢do desta micotoxina.

A derivatizagdo pode ser realizada através da
utilizacdo do ortoftaldeido (OPA). A etapa de
derivatizacdo geralmente é aplicada antes da
analise de compostos polares em métodos
cromatograficos, no entanto, este procedimento
consome tempo, além de fornecer uma fonte
potencial de erro caso realizado de maneira
inadequada (Berthiller et al., 2007).

No Brasil, as analises oficiais para
determinagdo e quantificagdo de micotoxinas
presentes nos alimentos sdo realizadas em
laboratérios credenciados pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).
Atualmente, cerca de 18 laboratorios sao
credenciados no pais para realizacdo de analises
de residuos de contaminantes alimentares,
incluindo as micotoxinas, sendo que as técnicas de
CCD e HPLC sdo as preferencialmente utilizadas
por estes laboratorios para realizacdo de tais
procedimentos.

Legislacao

A medida que regulamentacdes mais rigidas
sdo determinadas, é necessario adotar estratégias
de monitoramento das micotoxinas nos alimentos,
separando os lotes altamente contaminados e
garantindo a comercializagdo de produtos de
acordo com as especificagcbes da legislacdo. O
monitoramento e o estabelecimento de limites
maximos permitidos quanto a presenca de
micotoxinas em  alimentos auxilia  no
gerenciamento da real exposi¢do humana e animal
a estes contaminantes, sendo ferramentas
essenciais para evitar 0 consumo destas
substancias toxicas (Preedy, 2014).

Com o intuito de estabelecer estes limites
maximos permitidos, diversas organizacdes
internacionais, tais como a Association of Official
Analytical Chemists (AOAC), a International
Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) e
European Standardization Committee (CEN)
estabeleceram valores maximos permitidos de
micotoxinas presentes nos diversos tipos de
alimentos, assim como estabeleceram métodos de
detecgdo destas substancias (Heperkan, 2006).
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Tabela 1. Limites maximos toleraveis (LMT) para algumas micotoxinas regulamentadas pela legislacao brasileira

Micotoxinas IAlimentos il
(Hg/kg)
IAplicagdo (desde 2011)
Cereais e produtos de cereais, exceto milho e derivados, incluindo cevada malteada 5
Feijdo 5
Castanhas exceto Castanha-do-Brasil, incluindo nozes, pistachios, avelds e améndoas 10
Frutas desidratadas e secas 10
Castanha-do-Brasil com casca para consumo direto 20
Castanha-do-Brasil sem casca para consumo direto 10
Castanha-do-Brasil sem casca para processamento posterior 15
Aflatoxinas IAlimentos a base de cereais para alimentacéo infantil (lactentes e criancas de primeira infancia) 1
Formulas infantis para lactentes e férmulas infantis de seguimento para lactentes e criangas de 1
primeira infancia
IAméndoas de cacau 10
Produtos de cacau e chocolate 5
Diversas especiarias 20
lAmendoim (com casca), (descascado, cru ou tostado), pasta de amendoim ou manteiga de 20
amendoim
Milho, milho em gréo (inteiro, partido, amassado, moido), farinhas ou sémolas de milho 20
Deoxinivalenol |Arroz beneficiado e derivados 750
IAlimentos a base de cereais para alimentacéo infantil (lactentes e criangas de primeira infancia) 200
Fumonisinas Mi_lho de pipoca _ _ . _ _ o 2000
IAlimentos a base de milho para alimentacdo infantil (lactentes e criancas de primeira infancia) 200

Zearalenona /Alimentos a base de cereais para alimentacédo infantil (lactentes e criancas de primeira infancia) 20
IAplicagdo (desde 2012)
Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo integral, farelo de trigo, farelo de arroz, grdo de| 2000
cevada.

Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos de agua e sal, produtos de panificacdo, cereais €|

Deoxinivalenol

produtos de cereais, exceto trigo e incluindo cevada malteada 1750
. Farinha de milho, creme de milho, fub4, flocos, canjica, canjiquinha 2500
Fumonisinas IAmido de milho e outros produtos a base de milho 2000
Farinha de trigo, massas, crackers, produtos de panificag8o, cereais e produtos de cereais, exceto 200
trigo e incluindo cevada malteada
IArroz beneficiado e derivados 200
Zearalenona IArroz integral 800
Farelo de arroz 1000
Milho de pipoca, canjiquinha, canjica, produtos e subprodutos a base de milho 300
Trigo integral, farinha de trigo integral e farelo de trigo 400
IAplicacdo (a partir de 2014, prazo limite até 2017)
ITrigo e milho em gréos para posterior processamento 3000

Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo integral, farelo de trigo, farelo de arroz, grdo de| 1500
Deoxinivalenol [cevada

Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos de agua e sal, e produtos de panificacdo, cereais €

produtos de cereais exceto trigo e incluindo cevada malteada 1250
Fumonisinas «.. [Milho em gréo para posterior processamento 5000
Zearalenona Milho em gréo e trigo para posterior processamento 400

IAplicagdo (a partir de 2016, prazo limite até 2017)
Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo integral, farelo de trigo, farelo de arroz, grdo de| 1000
cevada

Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos de agua e sal, e produtos de panificacdo, cereais e

Deoxinivalenol

produtos de cereais exceto trigo e incluindo cevada malteada 750
Fumonisinas Farinha de milho, creme de milho, fub4, flocos, canjica, canjiquinha 1500
IAmido de milho e outros produtos a base de milho 1000
Fgrinha} de t(igo, massas, crackers, produtos de panificacdo, cereais e produtos de cereais, exceto 100
trigo e incluindo cevada malteada
IArroz beneficiado e derivados 100
Zearalenona IArroz integral 400
Farelo de arroz 600
Milho de pipoca, canjiquinha, canjica, produtos e sub-produtos a base de milho 150
Trigo integral, farinha de trigo integral, farelo de trigo 200

Fonte: ANVISA (2011, 2013).
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Seguindo 0s mesmos principios acima
abordados, cerca de 100 paises ja desenvolveram
limites especificos para a presenca de micotoxinas
em dietas humanas e animais (Binder, 2007), o0s
quais levaram em consideracdo para estas
regulamentacdes tanto o tipo de alimento, quanto
0 tipo de micotoxina.

De forma semelhante aos outros paises (Unido
Europeia, EUA, Canada), o Brasil atualizou, em
2011, sua legislacdo referente aos limites
maximos de micotoxinas presentes nas dietas
humanas (ANVISA, 2011). A nova Resolugédo
(RDC N° 07, de 18 de Fevereiro de 2011)
desenvolvida pela ANVISA apresentou limites de
aplicacGes imediatas nos anos pares de 2014 e
2016 para diversas micotoxinas (AFLs, OTA,
DON, FBs, ZON e Patulina) nos alimentos. No
entanto, em dezembro de 2013, uma nova
legislagdo da ANVISA entrou em vigor,
prorrogando o prazo limite para as proximas
aplicacdes (2014 e 2016) até 2017 (ANVISA
2013). Isto para permitir que os novos limites
sejam melhor avaliados a partir de analises da
maior quantidade de dados disponiveis e que
retratem a realidade nacional. Em adicdo, que
sejam suficientes para a prote¢cdo da salde do
consumidor com 0 menor impacto possivel na
producdo. Na Tabela 1 é possivel observar que os
limites maximos toleraveis especialmente para
DON, FBs e ZON nos alimentos serdo reduzidos
até 2017. Em adicdo, menores limites sdo
regulamentados para AFLs em leite,
especialmente em alimentos para lactantes e
criangas de primeira infancia, enquanto que,
maiores limites para FBs e DON séo permitidos
em grdos de trigo e milho para posterior
processamento. Os diferentes niveis atribuidos se
devem principalmente pelo conhecimento das
estruturas quimicas e sua agéo no organismo, bem
como da sensibilidade de métodos analiticos que
permitem detecta-las nos alimentos. Cabe ressaltar
que produtos brasileiros destinados a exportacdo
devem seguir as legislagdes estipuladas pelo pais
de destino do produto. Como exemplo, podemos
citar o regulamento (CE) n° 1152/2009, publicado
pelo Jornal Oficial da Unido Europeia, o qual
regulamenta que 100% das amostras de castanhas
do Brasil devem ser analisadas. Os laudos de
amostragem e analise, para estes casos, devem ser
realizados de acordo com o regulamento (CE) n°
401/ 2006, os quais sdo analisados por fiscais do
MAPA e pelos laboratérios oficiais e/ou
credenciados.
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Consideragdes finais

Além de adequar-se aos novos padrbes
nacionais, o setor do agronegécio precisara, nos
proximos anos, avaliar e determinar limites que
também contemplem alimentos destinados aos
animais, com o intuito de mitigar o risco de
contaminacdo ~ por  micotoxinas e 0
consequentemente comprometimento da salde
humana ou animal. Além disso, cabera ao
agronegécio ampliar a frequéncia de colheita e
realizacdo de analises laboratoriais corretas, bem
como implantar e aprimorar metodologias que
visem evitar a contaminacgdo por micotoxinas em
produtos destinados a alimentagé&o.

Por fim, para atender as exigéncias da
legislagdo brasileira para micotoxinas previstas
para 2017 e proteger os consumidores da
exposicao ao risco, varios alimentos deverdo ser
analisados. Desta forma, o conhecimento de
procedimentos para a colheita de amostras e
analises laboratoriais, bem como a escolha de
métodos rapidos, confidveis e sensiveis para a
quantificagdo de micotoxinas, séo de fundamental
importancia para a deteccdo real dos niveis de
micotoxinas presentes nos alimentos.
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