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RESUMO
MICOTOXINAS EM ALIMENTOS

As micotoxinas sio metabolitos toxicos produzidos por algumas espécies
de fungos filamentosos e podem contaminar os alimentos destinados ao
consumo humano e animal. As micotoxinas que serdo discutidas nesta
revisao sao: aflatoxinas (AFLA), ocratoxina A (OTA), desoxinivalenol (DON),
zearalenona (ZON), fumonisinas (FUMO), toxina T-2 e patulina (PAT).
Serdo apresentados os aspectos relevantes relacionados as micotoxinas como
a natureza quimica, fatores que governam a producio de toxinas, a presenca
das micotoxinas mais comuns em alimentos, a metodologia para analise de
micotoxinas e finalmente as formas de preven¢ao de micotoxinas.

Termos para indexagdo: metabolitos secundarios de fungos, contaminaciao
de alimentos, microbiologia de alimentos.

ABSTRACT
MYCOTOXINS IN FOODS

Mycotoxins are toxic metabolites produced by some filamentous fungal species
and can contaminate foods destined for human and animal consumption.
The mycotoxins that will be discussed in this revision are: aflatoxins
(AFLA), ochratoxin A (OTA), desoxynivalenol (DON), zearalenone (ZON),
fumonisins (FUMO), toxin T-2 and patulin (PAT). Relevant aspects related to
mycotoxins such as chemical nature, factors which govern toxin production,
the most commom mycotoxin presence in foods, methodology for mycotoxin
analysis and finally the way to prevent mycotoxins will be presented.

Index terms: fungal secondary metabolities, food contamination, food
microbiology.
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1. DEFINICAO

O termo micotoxina ¢ derivado da palavra grega “mykes” que significa fungo
e do latin “toxican” que significa toxinas. O termo ¢ usado para designar um grupo
de compostos produzidos por algumas espécies fungicas durante seu crescimento
e podem causar doencgas ou morte quando ingeridas pelo homem ou animais. As
micotoxinas sao contaminantes naturais de dificil controle em alimento. Estima—se
que cerca de 25% de todos os produtos agricolas do mundo estejam contaminados
por tais substancias (Benett & Klich, 2003).

A producio de micotoxinas depende do crescimento fingico, portanto pode
ocorrer em qualquer época do crescimento, colheita, ou estocagem do alimento.
Contudo, o crescimento do fungo e a presenca de toxinas nao sao sind6nimos, porque
nem todos os fungos produzem toxinas. Por outro lado as micotoxinas podem
permanecer no alimento mesmo ap6s a destruicao dos fungos que as produziram.
Os géneros dos fungos mais comumente associados com toxinas que ocotrrem,

naturalmente, sao Aspergillus, Penicillinm e Fusarium.

2. NATUREZA QUIMICA DAS MICOTOXINAS

As micotoxinas compreendem uma grande variedade de estruturas quimicas de
baixo peso molecular, agrupadas de acordo com o grau e tipo de toxicidade ao
homem e animais. Algumas micotoxinas sao relativamente simples, comparadas com
toxinas bacterianas. A grande variacdo na natureza quimica das micotoxinas significa
que sdo necessirios numerosos métodos de extragdo das toxinas dos alimentos,
dificultando também o seu controle. Além disso, vatios procedimentos devem ser
utilizados para identifica¢io e quantificacao. A Tabela 1 apresenta a natureza quimica

de algumas micotoxinas (Purchase, 1974).

3. Princrrais MicoToxmNAs E FUNGOs PRODUTORES

Num extensivo trabalho publicado em 1993, pelo International Agency for
Research on Cancer (IARC, 1993), cinco toxinas fingicas foram consideradas
de maior risco a saude humana e animal. Estas toxinas sdo: aflatoxinas (AFLA),
ocratoxina A (OTA), zearalenona (ZON), desoxinivalenol (DON) e fumonisinas

(FUMO). Existem toxinas com Toxina T-2, patulina e outras que podem causar
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Tabela 1. — Natureza quimica de algumas micotoxinas.
Micotoxinas Natureza quimica
Aflatoxinas Compostos heterociclicos altamente oxigenados (derivados de
furanocumarinas)
Islanditoxina Ciclopeptideo contendo cloro
Luteosquirina Derivado da antraquinona
Citreoviridina Polienofluorescente
Citrinina Derivado do pirano
Patulina Derivado da pirona
Ocratoxina Amido formado por fenilalanina mais uma cloroisocumarina
oxigenada
Zearalenona Composto heterociclico oxigenado
Tricotecenos Sesquiterpenos
Fumonisinas Diesteres de propanos

Fonte: Purchase (1974).

problemas esporadicamente, contudo, atualmente, estas cinco toxinas tém sido

implicadas na maioria dos problemas e desafios das micotoxinas e micotoxicoses.

3.1. Aflatoxinas (AFLA)

Uma série de aflatoxinas sdo produzidas por fungos, destacando—se B, B,
que apresentam fluorescéncia azul violeta e G, e G, fluorescéncia azul esverdeada,
quando analisadas em cromatografia de camada delgada a luz ultravioleta a 365nm.
A aflatoxina B, € a mais toxica das aflatoxinas, causando uma variedade de efeitos
adversos e, em alguns casos podem ser letais, em diferentes espécies animais e
humanos. Foi considerada pelo IARC (1993) como pertencente a classe 1, composto
carcindégeno para humanos. O figado é o principal 6rgao atingido apds uma
ingestdo aguda por aflatoxinas, sendo as mesmas encontradas também em outros
tecidos animais e produtos, como carne, milho e ovos. As aflatoxinas M, e M, sio
metabdlitos hidroxilados das aflatoxinas B, e B, e podem estar presentes no leite e
produtos derivados obtidos de animais que ingeriram ra¢do contaminada com estas
aflatoxinas. De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude (WHO) as principais
fontes de aflatoxinas na racdo animal sio o milho, caro¢o de algodido e torta de
amendoim (WHO, 2002).

Em aves as aflatoxinas causam danos ao figado, prejuizo na produtividade e
eficiéncia reprodutiva, decréscimo na producao de ovos, qualidade inferior da casca
do ovo, qualidade da carcaga inferior e aumento na susceptibilidade as doencas. Os

suinos sdo menos sensiveis do que as aves. A aflatoxina é hepatotdxica e os seus
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efeitos cronicos em suinos sao largamente atribuidos ao dano no figado. Em gado,
o sintoma primario ¢ a redugao no ganho de peso, bem como nos danos ao figado
e rim. Além disso, a producio do leite é reduzida. Existem evidéncias baseadas em
estatisticas de que a aflatoxina ¢ a causa da elevada incidéncia de cancer primario no
tigado em Mogambique, Uganda, Tailandia, Quénia e Swazilandia.

E reconhecido que as espécies produtoras de aflatoxinas sio Aspergillus flavus,
produtores de aflatoxinas do grupo B e algumas vezes acido ciclopiazonico (CPA),
A. parasiticus e A. nomins, produtores de aflatoxinas do grupo B e G e nio produtoras
de CPA (Klich & Pitt, 1988; Pitt, 1993; Saito e af., 1989; Kurtzman ez al., 1987). Além
destas, varias espécies ja foram relatadas como produtoras de aflatoxinas, porém
a maioria destes relatos nio foi confirmada posteriormente. Frisvad e# a/. (2006)
revisaram os fungos produtores de aflatoxinas descritas na literatura e confirmaram

as seguintes espécies, como mostra a Tabela 2.

3.2. Ocratoxina A (OTA)

A ocratoxina ¢ uma potente micotoxina nefrotoxica que pode causar cancer em
animais de laboratério e em suinos. Os danos e o efeito letal podem variar de acordo
com o animal e o tipo de ingestdo. Alguns animais sio mais sensiveis a OTA, como
os cies e porcos, por exemplo. A Tabela 3 apresenta os valores de DL (dose letal
para eliminar 50% da populagiao em estudo) para diferentes animais.

A ocratoxina € suspeita como causa parcial do cancer do trato urinario e danos
ao rim que ocorre no leste europeu. A ocratoxina A foi reclassificada pelo IARC
(1993) como um possivel carcinégeno para humanos (classe 2B).

Até recentemente a producio de ocratoxina A estava restrita a Aspergillus ochracens
e espécies relacionadas pertencentes a Aspergilius section Circumdati e a espécie
Penicillinm verrucosum. Recentemente, o numero de trabalhos sobre a producio de
ocratoxina A pelos membros de Aspergilius section Nigri tem aumentado, desde a
sua primeira publicacdo em 1994 por Abarca ez al. (1994). Estas espécies sdo muito
comuns em alimentos de varias partes do mundo, mas principalmente em regioes
com temperaturas mais quentes.

Ap6s o classico trabalho do género Aspergillus de Raper & Fennell (1965),
varios autores revisaram o grupo A. ochracens, utilizando técnicas moleculares e
quimiotaxonémicas, a fim de estudar a variabilidade genética das espécies (Varga ef
al., 2000b; Peterson, 2000; Frisvad ez al., 2004), contudo nem sempre os taxonomistas

concordaram entre si. Na tltima revisao de Frisvad ¢f a/. (2004) as seguintes espécies
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Tabela 2. — Fungos produtores de aflatoxinas confirmadas por Frisvad ez a/. (2000).

Espécie Cabega Conidio Esclerocios Ocorréncia Micotoxinas
Aspergillus flavus Maioria Esféricos a elipsoidais, Grande, esférico Tropicos e subtropicos 40% afla B
biseriada parede lisa a levemente 50% CPA
rugosa
A. parasiticus Raramente Esféricos, parede rugosa  Grande, esférico América do Sul, EUA, Quase 100% afla
biserida (incomum) Australia BeG
A. nomins Maioria Esféricos a elipsoidais, Pequeno, formato de bala Brasil, EUA, Tailandia Geralmente afla B
biseriada parede lisa a levemente e G
rugosa
A. bombycis Maioria Esférico a sub esférico, Sem relato Japido, Indonésia AflaBeG
biseriada rugoso
A. pseudotamarii Biseriada Esférico a sub esférico, Grande, esférico Japao, Argentina Afla B, CPA
parede bem rugosa
A. toxicarns Raramente  Esférico, parede rugosa Grande, esférico BEUA, Uganda AflaBe G
biseriada
A. parvisclerotigenns ~ Maioria Esférico, parede rugosa ~ Pequeno, esférico EUA, Argentina, Japio, AflaB e G CPA
bisseriada Nigéria
A. ochracerosens Biseriada Sub esférico a elipsoidal,  Sem relato Costa do Marfim Afla B,
parede lisa esterigmatocistina
A. rambellii Biseriada Elipsoidal, parede lisa Sem relato Costa do Marfim Afla B,
HEsterigmatocistina
Emericella astellata  Biseriada Esferoidal, parede Ascomata e “hulle cells” Equador Afla B,
rugulosa Esterigmatocistina
E. venezuelensis Biseriada Esferoidal, parede Ascomata e “hulle cells” Venezuela Afla B,
rugulosa Esterigmatocistina
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Tabela 3. — Valores de DI em mg/Kg peso corpéreo para ocratoxina A.

Espécie DL, (mg/Kg peso corpéreo) — Oral
Camundongo 46-58
Rato 20-30
Rato neonatal 3,9
Galinha 3,3
Cachorro 1,0
Cachorro 0,2

Fonte: Harwig ez al. (1983).

de Aspergillus section Circumdati foram aceitas como produtoras de ocratoxina A:
Aspergillus cretensis, A. flocculosus, A. ochraceus, A. pseudoelegans, A. roseoglobulosus, A.
sclerotiorum, A. steynii, A. sulphureuns, A. westerdjjkiae e Neopetromyces muricatus.

Os membros de Aspergillus section Nigri (grupo do _Aspergillus niger) sao
largamente distribuidos na natureza e sdo fungos deterioradores comuns em
alimentos. Alguns isolados deste grupo sao utilizados na industria, como fontes de
enzimas extracelulares, acidos organicos e no processamento de alimentos. Apesar
da importancia deste grupo, muitas tentativas tém sido feitas a fim de encontrar o
critério taxondémico mais adequado. Os trabalhos classicos de Raper & Fenell (1965)
apresentaram o grupo _Aspergilius niger composto de 12 espécies, de acordo com as
suas caracteristicas morfolégicas. Outros autores revisaram este grupo, utilizando
as técnicas moleculares ou quimiotaxonomicas (Kusters—van Someren ez al., 1990;
Abarca et al., 2004, Varga et al., 2000a; Samson e/ al., 2004). Até o momento, ainda
ndo existe uma concordancia entre os diferentes grupos.

Dentre as 15 espécies de Aspergillus section Nigri estudadas por Samson ef al.
(2004), somente quatro espécies foram confirmadas como produtoras de ocratoxina
Az A. carbonarius, A. niger sensu stricto, A. lacticoffeatus e A. sclerotioniger. As demais
espécies testadas: A. aculeatus, A. brasiliensis, A. costaricaensis, A. ellipticus, A. foetidus,
A. beteromorphus, A. homomorphus, A. japonicus, A. piperis, A. tubingensis e A. vadensis,
algumas das quais descritas na literatura como produtoras dessa toxina, nio foram
confirmadas como produtoras. Aspergillus carbonarins descrito por Horie (1995) é o
maior produtor de ocratoxina A do grupo do Aspergilius section Nigr.

Dentre as espécies de Penicillinm, P. verrncosum é a maior fonte de ocratoxina A,
sendo esta espécie mais comum em pafses de climas temperados e frios, enquanto
que A. ochracens, A carbonarius e outras espécies do grupo A niger sdo mais comuns
em climas tropicais e quentes. Outra espécie de Penicillinm produtora de ocratoxina

A é P. nordicum.
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3.3. Desoxinivalenol (DON)

O desoxinivalenol é um tricoteceno do tipo B, um epoxi—sesquiterpenoide.
Segundo o IARC (1993) o DON niao ¢ de risco a indugdo de cancer, embora a
co—ocorréncia com aflatoxina pode aumentar a carcinogenicidade da aflatoxina.

O desoxinivalenol provavelmente ¢ a micotoxina mais largamente distribuida
em alimentos e ra¢cdes (Miller, 1995). O animal doméstico mais afetado é o suino.
A toxicose aguda ¢ manifestada como uma desordem intestinal. O DON raramente
causa uma toxicidade aguda porque a sua presenca na racio faz o animal rejeitar a
racio. Hste efeito resulta no decréscimo do crescimento do animal, além dos efeitos
reprodutivos incluindo o aborto e o nascimento enfraquecido. As aves sio mais
tolerantes do que os suinos quanto a presenca de DON na dieta, embora a qualidade
do ovo e o peso possam ser reduzidos. O gado também ¢ mais tolerante do que os
suinos, possivelmente devido a degradacdo da toxina em metabdlitos secundarios
no ramem. Os efeitos no gado incluem redugdo no consumo da ragdo e taxa de
concepcao. Os grios naturalmente contaminados com o DON podem afetar a
producio de leite.

Em 1988 o DON foi responsavel por uma larga escala de incidente de toxicose
humana no Vale Kashmir, na India. A toxicose foi reportada também na China, Japao
e Korea entre outros paises (Beardall & Miller, 1994; Kuiper—Goodman, 1994).

Desoxinivalenol é comum em grios como trigo, cevada, aveia, centeio, milho
e sorgo e sua ocorréncia estd associada primariamente com Fusarinm graminearum
(Gibberella zeae) ¢ I culmorum, ambos sio fungos fitopatdégenos que causam fusariose
da espiga do trigo no trigo e podridao de orelha de Gibberella no milho. Uma relacio
direta entre a incidéncia de fusariose e a contaminag¢ao do trigo com desoxinivalenol
tem sido estabelecido. A incidéncia de fusariose da espiga do trigo esta fortemente
associada com a umidade na época do florescimento, e com a época das chuvas.
Fusarium graminearnm cresce otimamente a temperatura de 25 °C e atividade de 4gua
acima de 0,88. Enquanto que F culmorum cresce bem a 21 °C e atividade de agua
acima de 0,87. A distribuicdo geografica das duas espécies parece ser relacionada a

temperatura, sendo o F. graminearum a espécie mais comum em climas mais quentes.

3.4. Zearalenona

A zearalenona ocorre principalmente, no milho contaminado por F. graminearum:

e E culmorum. Esta toxina é um analogo do estrégeno e causa o hiperestrogenismo
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em suinos femininos. A zearalenona tem sido implicada em varios incidentes nas
mudancas da puberdade em criancas (Kuiper—Goodman e a/., 1987). Os sintomas
nos suinos incluem inchagio e avermelhamento da vulva, super desenvolvimento
do dtero e glandulas mamarias, prolapsos da vagina e reto. Em gado os efeitos
reprodutivos sio menos pronunciados do que em porcos, mas afetam a fertilidade,
causa um desenvolvimento atipico secundario nas caracteristicas sexuais de novilhos
e decréscimo na producio do leite (Prelusky e al., 1994).

O IARC (1993) avaliou a carcinogenicidade da zearalenona e encontrou ser um
possivel carcindgeno humano. Os residuos de zearalenona nio parecem ser um

problema se for consumido (Prelusky, 1994).

3.5. Fumonisinas

As fumonisinas sao produzidas por F. verticillioides, . proliferatum e varias outras
espécies de Fusarium menos comuns. As fumonisinas foram descobertas em 1988.
Existem pelo menos trés fumonisinas ocorrendo naturalmente FB,, FB, e FB.. A
FB, ocorre em concentragdo maior seguida pela FB, e FB.. As fumonisinas tém
sido encontradas como um contaminante comum de alimentos e ra¢oes a base de
milho nos EUA, China, Europa, Africa do Sul e América do Sul (Miller, 1995).
A alimenta¢do de milho contaminado com F werticillioides tem sido associada as
elevadas taxas de cancer esofagico em Transkei por mais de 15 anos e este fato
tem sido diretamente ligado a exposicao a fumonisina (Thiel e al, 1992). As
fumonisinas tém exibido uma atividade promotora de cancer em ratos, mas nao sao
mutagénicas. Ainda nao hd informagcéo suficiente para determinar se as fumonisinas
sao carcinogénicas ao homem, contudo existe uma possivel associagdo do cancer
esofagico humano, causado pela ingestao de graos contaminados por Il verticillioides
contendo fumonisinas e fusarina C. As fumonisinas sio estaveis na maioria dos
alimentos processados.

A doenga dos equinos leucoencefalomalacea (LEME) tem sido reconhecida estar
associada com o milho contaminado por F. verticillioides. A LEME causa uma necrose
liquificea massiva dos hemisférios cerebrais, assim a doenga envolve manifestacoes
neurolégicas incluindo movimentos anormais. A morte pode ocorrer sob exposi¢ao
a alta concentra¢ao da toxina horas ap6s o principio de sintomas visiveis (Prelusky
¢t al., 1994).
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3.6. Toxina-T2

No passado, a toxina T—2 de Fusarium esteve implicada na doenga aleucia toxica
alimentar (ATA). Durante a segunda guerra mundial, os russos foram forcados a
consumir os graos invernados no campo. Milhares de pessoas foram afetadas pela
ATA, resultando na eliminacao de vilas inteiras (Mirocha, 1984). Esta sindrome foi
associada as toxicoses causadas por T—2/neosolaniol/tetrol T-2, produzidas por I
sporotrichioides, em milho imido deixados no campo. Apesar da vasta literatura sobre
a toxina T-2, os dados de ocorréncia mostram que ela ndo é comum, simplesmente

porque os graos tém sido colhidos apropriadamente.

3.7. Patulina

A patulina é uma lactona, soltvel em 4gua e foi isolada na década de 40 a partir
de P. patulum Bainier (P. griseofulvum), sendo produzida por mais de 60 espécies de
fungos distribuidos em 30 géneros (Moake ef al., 2005). Durante a década de 50 foi
comprovado que a patulina, além de apresentar atividade antimicrobiana, antiviral e
antiprotozoaria, também era toxica a plantas e animais, sendo classificada em 1960
como micotoxina. Atualmente, P. expansum Link, que causa podriddo em maca, péra,
cereja e outras frutas, ¢ o principal produtor de patulina, sendo responsavel por cerca
de 70 a 80% da deterioracdo de frutas armazenadas, em especial maga (Leggott &
Shephard, 2001).

Patulina é comum em sucos de frutas (especialmente maga e péssego), trigo, po
de cacau, queijo, salame, feijao, soja, milho, cevada, presunto, amendoim, plantas
forrageiras e para silagem e pode ser produzida por varias espécies de Penzcillinm,
Aspergillus, Paecilomyces e Byssochlamys (Puel et al., 2010). A producao de patulina pelo
fungo ocorre nas partes danificadas do fruto, sendo que a intensidade de difusao
dessa micotoxina ¢ de 2 cm em direcio ao tecido sadio em maca (Rychlik &
Schieberle, 2001).

A Organiza¢ao Mundial de Saude recomenda um nivel maximo aceitavel de
50 pg/L de patulina em suco de mac¢a (FAO, 1997). A Unido Européia adotou
este mesmo limite e também 25 pg/L em produtos sélidos incluindo compota e
puré de maga. Além disso, o limite maximo de 10 é proposto para produtos de
maga destinados as criancas (The Commission of the European Communities,
20006). Embora, as avaliacdes revelem que a exposicao da populagio européia esta

bem abaixo de 0,4ug/kg por peso corporal, grupos especificos de consumidores,
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especialmente os recém—nascidos, estdo mais expostos, pois eles tendem a consumir
mais produtos derivados de maga (Welke ¢z a/., 2009).

Em ratos a patulina apresentou propriedades mutagénicas, teratogénica e
carcinogénica, afetando os 6rgaos com maior suprimento sanguineo, a exemplo do
cérebro, figado e rins (Benett & Klich, 2003). Mas, segundo Puel ¢t /. (2010), o
IARC classifica a patulina no grupo 3 como “ nio classificada como catcinogénica
para humanos”. Isto ocorre devido a inexisténcia de pesquisas com a patulina cujo
acompanhamento seja prolongado e ampliado para varios animais e tecidos. Ao nivel
celular, a patulina tem mostrado efeitos que incluem rompimento da membrana
de células plasmaticas e inibicdo da sintese de DNA, mas apresentou resultados
negativos no testes de genotoxicidade de Ames (Puel ez 4/, 2010). Segundo Arafat
& Musa (1995), patulina inibe o crescimento e a sintese de proteina em cultura de
tecido hepatico e isso se deve ao bloqueio da captagao dos aminoacidos por meio da
membrana e também a sua incorporacdo na proteina.

O risco a saide publica devido a exposicio a patulina produzida por espécies de
Penicillinm, especialmente P. expansum (suco de maga) e P. sclerotigenum (inhame) é ainda
maior, uma vez que Oliveira ez a/. (2000) verificaram que P. sclerotigenum foi capaz de
infectar e se estabelecer em maca, banana, péra e beterraba, além do inhame. Essas
possibilidades de infecgdo sugerem a necessidade de realizacio de pesquisas para

detec¢io e determinagdo da concentragio de patulina em tais alimentos.

4. CoNDICOES QUE GOVERNAM A PRODUGAO DE TOXINAS

O conhecimento das condi¢bes que governam a produgdo de toxinas pode
contribuir na preven¢io das mesmas no alimento. Os fatores principais serdo
discutidos. Dentre os fatores envolvidos na producdo de micotoxinas existem os
relacionados a propria fisiologia e bioquimica dos fungos toxigénicos e os fatores
extrinsecos (ambientais), tais como: umidade, composicio quimica do alimento

(substrato), temperatura, pH, interacdo microbiana, entre outros.

4.1. Fungo

Nem todos os fungos produzem toxinas, além disso, nem todas as espécies de
fungos toxigénicos produzem toxinas. De acordo com Pitt (2006) 50% dos isolados
de A. flavus produzem aflatoxinas. Portanto a presenca de fungos no alimento nio

implica que toxinas foram produzidas, por outro lado, a auséncia de sinais visiveis
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de emboloramento nao significa que o alimento esta livre de toxinas, uma vez que as
mesmas podem persistir apos os fungos terem desaparecido. Algumas micotoxinas
sdo relativamente termorresistentes e podem apresentar—se ativas, mesmo apés o
processamento térmico, sendo mais sensiveis ao tratamento quimico, a exemplo da
patulina que ndo é destruida ap6s pasteurizagao do suco de magi por 10 segundos
e perde sua atividade biolégica em meio alcalino, na presenca de cisteina ou ainda
na presenca de conservantes de alimentos contendo dioéxido de enxofre (CODEX,

1998).

4.2. Substrato

As micotoxinas podem ser encontradas em varios alimentos, contudo certos
alimentos sdo mais susceptiveis que outros. Em geral alimentos com alto teor
de carboidratos sao mais favoraveis a producdo de toxinas. Contudo as espécies
de Aspergillus section Havi tém mostrado uma preferéncia as oleaginosas como

amendoim, castanhas do brasil, pistacias e améndoas.

4.3. Umidade relativa do ar e do substrato

A maioria dos fungos necessita de umidade relativa acima de 80% e um minimo
de atividade de 4gua (Aa) para crescer. A producdo de toxina pode nao ocorrer
em umidade relativa abaixo daquele valor. As toxinas podem ser produzidas em
atividades de agua que vao de 0,60 a 0,90 em alimentos de umidade intermediaria.
O conteudo de agua é dependente da umidade relativa do ar a2 uma determinada
temperatura. Os fungos sdo mais resistentes aos efeitos das condi¢es de baixa Aa
do que as bactérias e leveduras, e alguns podem sobreviver em produtos com uma
Aa tao baixa quanto 0,60, embora 0,70 seja o minimo que sustém o crescimento de
fungos de armazenamento. A Tabela 4 apresenta as condi¢Ges de Aa para crescimento

e produgio de toxinas por algumas espécies fungicas.

4.4. Temperatura

O crescimento fungico ¢é sensivel a temperatura. A temperatura minima para o
fungo crescer ndo ¢ necessariamente a minima para ele produzir toxina, o mesmo
com a maxima. Em geral, a temperatura 6tima para produzir toxinas esta entre a

temperatura minima e a maxima para ele crescer.
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Tabela 4. — Valores de Atividade de 4gua (Aa) minimo e 6timo para crescimento e producio
de toxinas de algumas espécies fungicas.

Espécies fungicas Aa Minimo Aa Otimo
Aspergillus flavus (crescimento) 0,80 0,98
Aspergillus flavus (producio de aflatoxinas) 0,82 0,952 0,99
Aspergillus parasiticus (crescimento) 0,80 a 0,83 0,99
Aspergillus parasiticus (produgao de aflatoxinas) 0,862 0,87 0,95
Aspergillus ochracens (crescimento) 0,79 0,952 0,99
Aspergillus ochracens (produgio de ocratoxina A) 0,83 0,98 2 0,99
Aspergillus carbonarins (crescimento) 0,85 0,96-0,98
Aspergillus carbonarins (producio de ocratoxina A) 0,92 -
Fusarium graminearnm (crescimento) 0,90 -
Fusarinm graminearnm (producao de desoxinivalenol) 0,95 -
Fusarium verticillioides (crescimento) 0,87 -
Fusarinm verticillioides (produgao de fumonisina B,) 0,92 -
Penicillinm crustosum (produgao de penitrem A) 0,92 0,995
Penicllinm verrucosum (crescimento) 0,80 -
Penicllinm verrucosum (produgao de ocratoxina A) 0,86 20,87 -
Penicillinm expansum (crescimento) 082-0,83 -
Penicillinm expansum (produgio de patulina) 0,95 -

Fonte: Pitt & Hocking (2009).

Os mais altos indices de contamina¢iao por micotoxinas sao encontrados em
alimentos provenientes de regides tropicais e semi tropicais, onde o clima favorece
o desenvolvimento de fungos toxigénicos. A Tabela 5 apresenta as condi¢bes de
temperatura para o crescimento e producido de toxinas por algumas espécies

toxigénicas.

4.5. Atmosfera

A maioria dos fungos sdo aerdbios, contudo alguns fungos que causam
deterioracdo de grios armazenados podem crescer em atmosfera contendo somente
0,1 a 0,2% de oxigénio, ou em atmosfera contendo mais que 80% de diéxido de
carbono. Byssochlamys nivea produtora de patulina, que comumente causa deterioracao

de sucos e polpas de frutas pasteurizadas, foi capaz de crescer em ambiente com
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60% CO, e teores menores que 0,5% O,, formando col6nias de 40mm de diametro
ap6s 30 dias (Taniwaki ez al., 2009). Fusarium oxysporium, produtor de moniliformina,

foi capaz de crescer em atmosfera com 99% de CO, (Pitt & Hocking, 2009).

4.6. Interagiao microbiana

Em condi¢oes naturais ha uma interacdo de fungos, leveduras e bactérias. A toxina
produzida pode afetar outros microrganismos, tornando um problema a microbiota,
por outro lado, certos microrganismos podem reduzir, remover ou degradar a toxina.
Existem evidéncias de que as toxinas sdo produzidas em menor quantidade quando
os fungos toxigénicos crescem em presenca de outros microrganismos. Algumas
espécies de Trichoderma spp. sao conhecidas por produzir diversos metabdlitos com
atividade antifungica e sdo utilizadas no controle biolégico e prevenc¢io de patégenos

de plantas.

5. PRESENCA DE MICOTOXINAS EM ALIMENTOS

As micotoxinas ja foram encontradas em quase todos os tipos de cereais,
oleaginosas e produtos alimenticios, tanto de origem vegetal como animal.

Atualmente, existem informacdes suficientes para decidir quais os alimentos
e matérias primas que sdo de maior risco, pois alguns produtos sao muito mais
susceptiveis que outros a invasdo de fungos potencialmente toxigénicos. A Tabela
6 e 7 ilustram as matérias primas e os alimentos de significante risco de infec¢io
fungica e formacao de micotoxinas (Pitt, 1984). A maioria destes alimentos pode ser
monitorada quanto a presenc¢a de fungos, mas existem algumas exce¢bes como 0s
alimentos termo—processados que devem ser testados no estagio de matéria prima
ou por analises quimicas.

A contamina¢io em produtos animais pode ocorrer como residuo tecidual
de micotoxinas ingeridas pelo animal nas ra¢cdes contaminadas. Assim, quando os
animais leiteiros sio alimentados com ragdo contendo aflatoxina, o metabdlito M,
aparece no leite.

Queijos e embutidos carneos podem ser monitorados imediatamente apos a
manufatura, mas a deterioragao destes produtos, normalmente, ocorre durante e apos
o varejo, estando assim fora do controle do fabricante. A deterioragdo dos produtos
pereciveis refrigerados ¢ geralmente visivel. Os ovos e o leite, incluindo os produtos

de laticinios, particularmente os queijos, podem conter toxinas presentes como
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Tabela 6. — Alimentos com um alto risco de contaminac¢do por micotoxinas.

Alimento

Fungo provavel

Micotoxinas provaveis

Amendoim, améndoas

Aspergillus flavus,

A. parasiticus, A.nomins

Milho

A. flavus

Fusarium spp
E. verticillioides

Sorgo

Fusarinm spp

Alternaria spp

A. flavus

Aflatoxinas, CPA

Aflatoxinas

Tricotecenos, zearalenona
Fumonisinas

Tricotecenos

Alternariol, metil eter alternariol,
acido tenuazonico

Aflatoxinas

residuos que podem ser apenas monitorados pelos métodos quimicos. Portanto,

matérias primas de alto risco devem sempre ser monitorados micologicamente e

quanto a presenca de toxinas.

O clima tropical favorece a proliferagio dos fungos produtores de aflatoxinas.

Os trabalhos pioneiros mostraram a presenca de aflatoxinas em varios alimentos e
racoes (Menezes ¢# al., 1965/66; Tango ¢t al., 1965/66; Fonseca, 1968; Fonseca, 1969;

Purchio, 1969; Sabino 7 al., 19706). Atualmente existem varios esfor¢os por parte da

industria, cooperativas e produtores de amendoim a fim de minimizar a presenca de

Tabela 7. — Alimentos e matérias primas com um moderado tisco de contaminagio por

micotoxinas.

Alimento

Fungo provavel

Micotoxinas provaveis

Trigo Pencillinm spp. Ocratoxina, CPA,
tremorgénicos, citrinina
Alternaria spp. Alternariol, metil eter
alternariol, acido tenuazonico
Fusarinm spp. Tricotecenos (DON, nivalenol)
F. graminearum DON
Cevada P. verrucosum Ocratoxina
Farinha Penicillium Varias
Cereais matinais a base de Aspergillus flavus Aflatoxinas
milho Fusarium spp. Tricotecenos, fumonisinas
Cereais matinais a base de trigo  Fusarium spp. Tricotecenos
Queijo Penicillium spp. Varias
Carnes processadas, salami Penicillium spp. Varias
Leite e queijo Residuos Aflatoxina M
Ovos Residuos Aflatoxinas, ocratoxina,
tricotecenos
Magas Penicillium expansum  Patulina
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aflatoxinas nestes produtos.

Caldas ez al. (2002) ap6s analise de 366 amostras de alimentos consumidos no
Distrito Federal, incluindo amendoim e derivados, castanhas, milho, produtos de
trigo e/ou aveia, arroz e feijao entre 1998 2 2001, detectaram a presenca de aflatoxinas
em 19,2% das amostras, dentre elas, amendoim e derivados, milho e castanha do
Para. Amendoim e derivados apresentaram maior incidéncia de contaminagio por
aflatoxinas (34,7%) com amostras contendo até 1.706 pg/kg de aflatoxinas totais.

O milho e produtos derivados sio alimentos com alto potencial de contaminagao
por micotoxinas. Hspécies produtoras de aflatoxinas, fumosininas, tricotecenos e
zearalenona estdo presentes na micobiota do grao, ora causando uma infec¢io ainda
no campo, ora apos a colheita, durante o transporte dos graos, secagem e estocagem.
Kawashima & Soares (2000), avaliaram a ocorréncia de fumonisinas, aflatoxinas,
ocratoxina A e zearalenona em 74 produtos derivados de milho provenientes do
estado de Pernambuco. Fumonisina B, foi encontrada em 94,6% (variando de 20
a 8600 ug/kg) e apenas 5 amostras continham aflatoxina B, e duas ultrapassaram
o limite de 20 ug/kg para aflatoxinas totais. As aflatoxinas G, e G,, ocratoxina A
e zearalenona nio foram detectadas em nenhuma das amostras. Todas as amostras
contaminadas com aflatoxinas também apresentaram fumonisina B, .

Aspergillus section Nigri sdo a fonte de OTA em produtos como uvas (Da Rocha
Rosa ef al., 2002; Battilani ez al., 2003), frutas secas (lamanaka ez al., 2005; Heenan
et al., 1998; Abarca e al., 2003) e uma fonte menor em café (Joosten ¢f al., 2001,
Taniwaki e/ al., 2003; Urbano ez al., 2001). Battilani e/ a/. (2003) avaliando uvas das
regides do norte e sul da Italia, identificaram 477 isolados de Aspergilius sp. Deste
total 97% (464 isolados) foram pertencentes a_Aspergillus section Nigri. Dentro deste
grupo, 86 foram identificados como Aspergillus carbonarins que apresentaram 60% do
total de isolados produtores de OTA, e o restante, 378 isolados foram considerados

apenas como grupo do Aspergillus niger. Apenas 4% foram produtores de OTA.

6. ANALISE DE MICOTOXINAS EM ALIMENTOS

As micotoxinas encontram—se nos alimentos em baixas concentracoes ¢ assim
requerem métodos analiticos sensiveis e confidveis para sua detec¢do. Devido a
variedade de estruturas quimicas destes compostos, ndo é possivel usar um método
padrio para detectar todas as micotoxinas. Os métodos de extracio e limpeza devem
ser confidveis e sao vitais para o sucesso da analise. Eles demandam a maior parcela

do tempo total da analise e sao dependentes da matriz e da estrutura da toxina.
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Os principais métodos de extragdo utilizados para analise de micotoxinas sdo:
extrag¢ao liquido—liquido, extragao por fluido supercritico e extragao em fase sélida.
A extracio liquido—liquido é baseada na diferenca de solubilidade das toxinas em fase
aquosa e em solventes organicos. Na extra¢do com fluido supercritico ¢ utilizado um
fluido, como o CO, por exemplo, para extrair o composto da matriz. Esta técnica
nao ¢é tao adequada para anilises de rotina devido ao seu elevado custo. Na extracio
em fase solida a toxina fica retida em cartuchos preenchidos com diversos tipos de
materiais, silica gel, fase reversa, troca i6nica, carvao ativado e anticorpos especificos
para cada micotoxina, como ¢ o caso das colunas de imunoafinidade, técnica mais
largamente utilizada atualmente.

Os principais métodos de separagao paraanalise de micotoxinas sao cromatografia
de camada delgada, cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas,
cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia gasosa. A cromatografia
de camada delgada é uma técnica simples e barata, na qual é possivel analisar
qualitativamente varios compostos concomitantemente, ¢ pode ser utilizada também
como método semi—quantitativo. A cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas é uma técnica recente e é considerada atualmente, referéncia na analise
de micotoxinas. Nesta técnica, ndo ha necessidade da limpeza da amostra e varias
micotoxinas podem ser analisadas simultaneamente. Varios trabalhos utilizando esta
técnica foram publicados para analise de toxinas de Fusarium, como a zearalenona
(Zollner & Mayer—Helm 2006; Songsermsakul ef al., 2006; Rosenberg et al., 1998;
Hartmann ez a/., 2008) e fumonisinas (Senyuva ez al., 2008; Faberi ez al., 2005). Ja para
aflatoxinas os trabalhos nio sio comuns, ja que os métodos utilizando HPLC com
detector de fluorescéncia encontram—se bem estabelecidos. Na cromatografia liquida
de alta eficiéncia, colunas de fase normal ou fase reversa sao usadas para separacao
e purificagdo da toxina, dependendo da sua polaridade. Os principais métodos de
detec¢io utilizados sao UV e fluorescéncia. Para algumas micotoxinas, como por
exemplo, as fumonisinas, a derivatizagdo é necessaria com um reagente especifico
devido a auséncia de um cromoforo. A utilizagao da fluorescéncia natural de algumas
micotoxinas, como as aflatoxinas, ocratoxina A, citrinina e outras, possibilita uma alta
especificidade e sensibilidade e varios métodos ja foram estabelecidos pela AOAC
entre outros (Cigi¢ & Prosen 2009). A cromatografia gasosa ¢é utilizada somente
para analitos volateis e termicamente estaveis. Ja foram publicados vatios utilizando
a técnica de CG para andlise de tricotecenos e outras micotoxinas de Fusarium
(Langseth & Rundberget, 1998; Oniji ¢z al., 1998; Krska et al., 2007). Acoplado a
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técnica de espectrometria de massas, ha a possibilidade de confirmacio da identidade
dos compostos.

Por outro lado, métodos moleculares possibilitam a triagem de fungos
toxigénicos em alguns alimentos, sendo tal detec¢io feita com amostras de culturas
do fungo isoladas do alimento ou mesmo com o préprio alimento. Paterson ez al.
(2000) descreveram uma sequéncia de primer para o gene idh da enzima isoepoxidon
dehidrogenase (IDH) da via metabdlica de sintese da patulina em Penicillinm
expansum. A partir do estudo deste gene foi possivel detectar por PCR a presenga
de outras espécies de Penicillinm toxicogénicos em alimentos, tais como, maci e
péssego, concluindo que a deteccdo do gene idh é um recurso para triagem de fungos
toxicogenicos.

A partir das informacGes obtidas com a triagem de P. expansum toxigénico em
magas destinadas a fabricacio de suco de maca foi possivel estabelecer a PCR para
detec¢ao do mesmo gene dh na espécie P. sclerotigenum, pertencente a mesma segao
taxonémica de P. expansum. Tal metodologia ja estd disponivel para a detec¢do
molecular de P. sclerotigennm toxigénico em amostras de inhame destinadas ao consumo
humano. Ademais, a confirmac¢io da detec¢ao molecular do gene da via metabdlica
de sintese da patulina em inhame ocorreu pela detec¢io, por cromatografia liquida
de alta eficiéncia, da prépria toxina em inhame, atingindo valor médio de 427mg/
kg de inhame, indicando altissima contaminacao deste alimento (Araujo ez a/, 2010,

no prelo).

7. PErRDAS EconOMicas DEVIDO A CONTAMINAGAO DE ALIMENTOS COM
MicoTOXINAS

A magnitude das perdas econémicas devido as micotoxinas embora nio seja
totalmente visivel, implica um custo em varios niveis, como por exemplo:

(i) Perdas diretas de produtos agricolas

(i) Perdas de animais acompanhadas de diversas taxas de morte

(i) Doengas humanas e diminui¢ao da produtividade

(iv) Diminui¢io da velocidade de crescimento em animais

(v) Custos indiretos dos sistemas de controle existentes para algumas
micotoxinas

(vi) Custos de destoxicidade para poder recuperar um produto aceitavel

(vii) Rejeicdo de produtos pelo mercado importador

A rejei¢ao de mercadoria por importadores, ou mesmo a queda nos precos de
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venda, sdo prejudiciais a economia de pafses que, como o Brasil, exportam grande
quantidade de produtos altamente susceptiveis a contamina¢ao por micotoxinas.
Os pafses que esperam competir no mercado internacional e desejam proteger seus
consumidores e os suprimentos domésticos de alimentos, devem atacar o problema
das micotoxinas, como atacam os problemas causados por outros poluentes

ambientais.

8. PREVENGCAO DAS MICOTOXINAS

Medidas preventivas devem ser tomadas em todo o estigio de plantio, colheita,
transporte, estocagem e processamento do produto final. Algumas medidas praticas
que podem contribuir para se nio eliminar totalmente, pelo menos manter em
niveis bem baixos e aceitaveis a presenca de micotoxinas em alimentos destinado ao
consumo humano e dos animais, sao:

1. Adogio de praticas agricolas corretas:

(i) Equipamentos de colheita ajustados para operar adequadamente, produzindo
o menor dano mecanico.

(if) Coletar imediatamente o produto ao atingir a maturidade.

(iif) Secar o produto até niveis seguros de umidade, tio logo quanto seja possivel,
de maneira a atingir no produto uma Aa segura.

(iv) Sementes oleaginosas e grdos deverdo ser limpos para remover matéria
organica e sementes danificadas, e as areas de armazenamento deverao ser limpas e
livres de insetos e roedores, protegidas das influéncias climaticas.

2. Destoxicidade quando possivel de alimentos e ragdes contaminadas.

3. Controle dos alimentos e ra¢des em relagdo a contaminagio pelas micotoxinas

de maior destaque.

9. CONCLUSAO

Cinco décadas se passaram desde que as aflatoxinas foram descobertas e ainda
nao fol encontrado um método satisfatorio de prevencdo da contaminacio de
micotoxinas em produtos agtricolas. Por outro lado, existe um grande esforco de
institui¢des e organizagdes a nivel nacional e internacional, como as Comissoes do
Codex Alimentarius, o Comité da FAO/OMS de Peritos em Aditivos Alimentares
e Contaminantes (JECFA) a fim de integrar as acOes e estratégias que minimizem a

ocorréncia de micotoxinas e os efeitos danosos a saide do consumidor.
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Em 22 de fevereiro de 2010 foi publicado no Diario Oficial da Unido, n°® 37,
pagina 72-73, a Resolugao RDC N° 7, de 18 de fevereiro de 2010, que dispoe sobre
limites maximos de micotoxinas em alimentos, incluindo limites para aflatoxinas,
ocratoxina A, desoxinivalenol, fumonisinas, patulina e zearalenona, em alimentos

prontos para a oferta ao consumidor e em matérias-primas.
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