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RESUMO

KRUGER, Cesar Daniel. Estudo da ocratoxina em soro sangiiineo de suinos confinados
em diferentes estados brasileiros, 2010. 114 p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterindrias,
Sanidade Animal) Instituto de Veterindria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, RJ, 2010.

O interesse pelos fungos e pelas micotoxinas € enorme, nao s6 do ponto de vista cientifico,
como também sob a perspectiva econdmica. Sao muitos os problemas gerados desde o
agricultor até o consumidor final. Baixos rendimentos da colheita, deterioramento de niveis
zootécnicos na producdo comercial de animais e doenca nos mesmos, alteracdes nos
alimentos, perdas de caracteristicas sensoriais e nutricionais, aumento dos custos derivados da
prevencdo e do tratamento descontaminante estdo entre alguns dos transtornos gerados pela
presenca dos fungos e seus matabodlitos. A ocratoxina A ocupa a cada dia um papel de
destaque no cendrio da micotoxicologia devido a sua importancia. Muitos esfor¢cos tém sido
empreendidos para se definir a situacdo mundial da ocorréncia desta micotoxina. Este trabalho
teve como foco principal definir em algumas areas especificas a ocorréncia desta micotoxina,
que ha pouco tempo atrds era ignorada dentro do cendrio dos contaminantes nos produtos
brasileiros, além de colocar em pratica a metodologia de deteccio de OTA em soro suino.
Foram coletadas 400 amostras de soro sanguineo suino em diferentes matadouros de quatro
estados brasileiros. Estas amostras foram processadas e submetidas a técnicas de
determinacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia para se determinar suas
concentracdes da toxina em estudo. RESULTADOS: A concentracdo média de ocratoxina A
no soro sanguineo suino das amostras com niveis acima do limite de detec¢do foi de 23,729
ug/L. CONCLUSOES: A ocratoxina A esté presente no suino produzido no Brasil. Todos os
Estados pesquisados apresentaram amostras acima do limite de deteccdo e quantificacdo. O
clima mais frio favorece o aparecimento de ocratoxina A, demonstrado no maior nivel de
amostras positivas com limites acima de 5 pg/L no Estado de Santa Catarina (52%). O Estado
de Mato Grosso apresentou o maior nimero de amostras positivas para ocratoxina A acima do
limite detectdvel pela técnica utilizada (69%). O Estado da Bahia foi o que apresentou maior
quantidade de amostras abaixo do limite detectavel (64%).

Palavras chave: ocratoxina, hematologia, cromatografia



ABSTRACT

KRUGER, Cesar Daniel. Study of ochratoxin A in blood serum of pigs confined in
different Brazilian states, 2010. 114 p. Thesis (Ph.D. in Veterinary Science, Animal Health)
Institute of Veterinary, Department of Animal Parasitology, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, RJ, 2010.

Interest in fungi and the mycotoxins is enormous, not only from the scientific point of view,
but also in the economic outlook. There are many problems arising from the farmer to the
consumer. Low yields, deteriorating levels in commercial husbandry of animals and disease in
them, changes in food, loss of sensory and nutritional characteristics, increased costs resulting
from the prevention and treatment of decontamination are among some of the disorders
generated by the presence of fungi and their matabdlitos. Ochratoxin A occupies every day a
major role in the setting of Mycotoxicology due to its importance. Many efforts have been
undertaken to define the global situation of occurrence of this mycotoxin. This study focused
on a set in specific areas the occurrence of this mycotoxin, which not long ago was ignored in
the setting of contaminants in Brazil as well as putting into practice the methods of detection
of OTA in pig serum. We collected 400 samples of blood serum from pig slaughterhouses in
four different states. These samples were processed and subjected to techniques for
determining liquid chromatography with high efficiency to determine concentrations of the
toxin in the study. RESULTS: The mean concentration of ochratoxin A in pig blood serum
samples with levels above the limit of detection was 23.729 ug/L.. CONCLUSIONS:
Ochratoxin A is present in the pork produced in Brazil. All the samples surveyed were above
the limit of detection and quantification. The colder climate favors the development of
ochratoxin A, demonstrated the highest level of positive samples with limits above 5 ug/L in
the State of Santa Catarina (52%). The state of Mato Grosso showed the highest number of
positive samples for ochratoxin A above the limit detectable by the technique used (69%).
The State of Bahia showed the greatest number of samples below the detectable limit (64%).

Key words: ochratoxin, hematology, cromatography
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1 INTRODUCAO

Os estudos na drea da micotoxicologia aumentam a cada dia, o que pode ser visto
claramente na quantidade de artigos que vém sendo publicados atualmente e no aumento de
circulacio de revistas voltadas para a drea de microbiologia bem como nas revistas
especializadas no tema.

Areas da Ciéncia dos Alimentos que visa a Seguranca Alimentar vem crescendo e
tendo maiores suportes para suas pesquisas. Entre elas, o crescente interesse pelos fungos e
pelas micotoxinas motivados pelas perdas econdmicas e em relacdo a saide publica vem se
destacando.

As micotoxinas produzem efeitos deletérios em animais e também em seres humanos
ha centenas de anos, porém foram reconhecidas pela comunidade cientifica apenas na década
de 1960. Os numeros da ocorréncia das micotoxinas ainda sdo pouco precisos, devido
principalmente a dificuldade de diagndstico laboratorial em inimeros paises que nao dispde
da tecnologia necessdria ou ainda de falta de interesse na pesquisa da causa de patologias
multifatoriais, comuns a diferentes fatores. Ainda, outro fator limitante sdo os custos das
andlises de uma maneira geral, que costumam ter seus custos relativamente altos e na maioria
das vezes ndo sao subsidiadas pelos governos dos paises interessados.

A minimizacdo dos danos causadas pela presenca das micotoxinas em geral e,
principalmente da ingestdao de seus metabodlitos, devem fazer parte da cadeia produtiva de
alimentos seguros tanto por animais quanto para humanos. Portanto, muitos estudos ainda
devem ser realizados para avaliar os varios efeitos toxicoldgicos das micotoxinas em humanos
e animais. Problemas como baixo rendimento das colheitas, indices zootécnicos
desfavoraveis, doengas nos animais, alteracdes nos alimentos com perdas de caracteristicas
sensoriais e nutricionais, elevados custos derivados da prevencdo e dos tratamentos para a
descontaminag¢do e aparecimento de doencas geralmente de cardter cronico em humanos sdo
determinantes para fundamentar a necessidade do aprofundamento do conhecimento das
micotoxinas.

A exposi¢cdo do homem as micotoxinas ocorre na maior parte dos casos por via
alimentar. Existem ocorréncias de ingestdo de micotoxinas por via respiratéria através da
manipulacdo de graos contaminados por fungos. Esta dltima forma é mais rara, e geralmente
acomete trabalhadores que lidam diretamente com a manipulacido de grandes quantidades de
graos diariamente como estivadores e trabalhadores de moinhos e industrias processadoras de
graos. Pode ainda ocorrer na etapa da colheita.

A exposicdo dos animais ocorre geralmente pela ingestdo direta dos graos
contaminados que servem de base para a alimentacdo de vdrias espécies. O nivel de
contaminacdo estd diretamente relacionado a quantidade de graos, in natura ou na forma de
racOes, ingerida pelos animais.

A prevencgao da presenca de fungos na pré-colheita e na pds-colheita é fundamental
para a prevengdo das doengas relacionadas com a ingestdo de micotoxinas. Devemos tentar
reduzir a0 méximo os problemas no campo, aplicando técnicas convenientes de colheita,
secagem e armazenamento desses graos, além de manter um programa de vigilancia constante
através da andlise de lotes de graos que sdo mandados para o consumo direto ou nao. A
contaminagdo fungica vém se tornando um problema crescente para industrias de alimentos
para homens e de racdes para animais.

Os métodos de andlise tém se tornado mais rdpidos e eficazes para que supram as
necessidades dos locais de produgdao do alimento, seja animal ou vegetal. A andlise
cromatogrifica ja existe hd décadas, mas atualmente vem sendo desenvolvida de forma
bastante rdpida para a drea de alimentos. Para que estas andlises possam ser executadas, as



micotoxinas devem ter suas caracteristicas quimicas bem descritas, pois a base da
cromatografia é essencialmente quimica e para a utilizacdo das técnicas de extracdo da
micotoxinas nos diferentes substratos, esse conhecimento € essencial.

A agilidade nos processos de determinacdo de micotoxinas para a garantia de
qualidade do alimento que seguem para o consumo humano ou para o arracoamento animal
depende em grande parte do desenvolvimento e execuc¢do de metodologias eficazes de
extracdo e leitura dos resultados. Para isso, dependem dos equipamentos utilizados nas
andlises. Por isso que estas andlises costumam ter um custo elevado. Mas com a disseminac¢do
do uso destes equipamentos a tendéncia é diminuir os custos iniciais das andlises, o que
permitird uma maior qualidade nos produtos expostos ao consumo.

A ocratoxina A pode ocorrer naturalmente em alimentos e racdes e também em tecidos
de suinos de produgdo, numerosas investigacdes experimentais t€m sido realizadas para
melhorar o conhecimento sobre essa toxina. No Brasil, os estudos vem sendo desenvolvidos,
mas ainda s@o escassos os dados epidemioldgicos sobre a ocorréncia de ocratoxina em
alimentos. Esfor¢cos em busca destes dados sdo necessdrios pois nosso pais € um grande
produtor de griaos e de alimentos em geral, além de um grande exportador destes géneros
alimenticios. A capacitagao dos laboratérios e de pessoal voltados para a drea de andlise de
micotoxinas é muito importante e pode, no futuro, constituir um diferencial para a busca de
mercados consumidores mais exigentes. Isto € fundamental para que o Brasil ndo perceba as

restricoes mercadoldgicas no comércio internacional de seus produtos, além € claro, de
diminuir as perdas durante o processo de producdo dos alimentos em geral.

1.1 Justificativa

A ocorréncia de contaminag@o por ocratoxina em humanos através da ingestdo de alimentos
produzidos a partir de tecidos, 6rgdos ou visceras e sangue de suinos previamente
contaminados por esta micotoxina € um fator que pode ocorrer. Existem poucos relatos na
literatura que correlacionem de forma definitiva esta possibilidade de intoxicac@o indireta,
apesar de sugerirem a grande correlacdo desta forma. O esclarecimento desta correlagdo tem
sido buscada por grandes centros de pesquisa em micotoxinas ao redor do Mundo devido a
importancia desta intoxicagdo que, por ndo estar esclarecida de forma objetiva, evita que
sejam tomadas medidas mais exatas para sua prevengao.

1.2 Objetivo Geral

o Estudar a presenca de OTA no soro sanguineo de suinos em diferentes Estados do Brasil.

1.3 Objetivos Especificos

o Avaliar a ocorréncia de OTA em soro nos suinos dos locais estudados a partir da analise
estatistica dos resultados;

oo Avaliar a técnica de cromatografia liquida de alta efici€éncia na detec¢do de residuos de

ocratoxina A em soro sangiiineo suino;

Comparar a técnica utilizada com e sem o uso de coluna de imunoafinidade;

Relacionar os niveis de OTA presentes em soro suino com os niveis de OTA presentes em

alimentos das regides estudadas

8 8



1.4 Hipoétese

Os suinos no Brasil constituem uma fonte de contaminagao para os seres humanos em relacao
a ocratoxina A pois ao ingerirem racdes ou outros alimentos contaminados com esta
micotoxina apresentam niveis quantificiveis em seus tecidos, principalmente no sangue.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Historico da Micotoxicologia

O homem convive com fungos nos alimentos desde a antiguidade. O uso em beneficio
proprio para a alimentacdo e para o processamento de géneros alimenticios ou ainda na
composi¢ao de antibidticos se deu ha muito tempo atrds quando alguns povos comegaram a
utilizar determinadas espécies de fungos para a maturacdo de queijos, a fabricacdo de
medicamentos e de bebidas. Antes ainda desta época do uso das caracteristicas positivas dos
fungos, ja se sabia dos aspectos negativos de outros tantos fungos por seus efeitos
indesejaveis através da intoxicacdo de homens e animais por alimentos mofados (PITTET,
1998; CAMPOQOS, 1999). Durante a metade do século XVIII muitos cientistas comecaram a
perceber a relacdo entre microrganismos e os alimentos. Em 1866, Louis Pasteur concluiu
pesquisas em células leveduriformes que originaram os principios bdsicos da tecnologia da
fermentacdo, abrindo as portas de um novo e vasto horizonte para a inddstria de alimentos
(NAGODAWITHANA, 1992).

Nos tltimos 50 anos a presenca do crescimento fingico nos alimentos e da producao
de toxinas tem sido esclarecidas por comprovagdes cientificas (PITTET, 1998; CAMPOS,
1999; PITT, 2000). Segundo relatos baseados nas descobertas destes dltimos anos, essas
toxinas tém causado muitas das principais epidemias nos homens e animais desde muito
tempo atrds. Suspeita-se que desde a Antigiiidade até a era moderna, a acdo das micotoxicoses
tenha sido de grande importancia, principalmente se pensarmos na qualidade do controle dos
alimentos ingeridos, bem como do seu armazenamento diante da falta de conhecimento de
estruturas como os microorganismos de maneira geral. Existem evidéncias que 5.000 anos
atrds médicos chineses usavam o ergot e, ulterior a eles, os ancidos gregos, romanos e arabes
ja estavam familiarizados com suas propriedades farmacoldgicas. O primeiro caso de
epidemia de ergotismo foi reportado em 430 A.C. em Esparta, Grécia. A associacdo do
ergotismo com a intoxicagao através da ingestao de paes contaminados foi descrita apenas em
1673 na Franca. Dois séculos depois, o principio ativo do ergotismo foi isolado e descrito
(ergotamina). Muitas alteracdes psiquicas e neuroldgicas no ergotismo estdo ligadas a
capacidade do fungo converter o alcaldide ergotamina em metabdlitos como o dcido lisérgico
(LSD). Atualmente o ergotismo estd menos disseminado, porém a vigilancia continua sendo
importante, pois o problema nao estd solucionado, apenas controlado (LINSELL, 1977).

A micotoxicose causada pelo Stachybotrys atra (S. chartarum, S. alternans) representa
uma estreita associacdo perigosa tanto para animais como para humanos. Em 1931 ocorreu o
primeiro relato da hemorragia fatal em cavalos, que matou centenas de milhares de cavalos na
antiga Unido Soviética com sintomas também nos seus tratadores. A aleucia toxica alimentar,
responsdvel pela morte de mais de 100.000 russos entre 1942 e 1948 que também estd
associada a ingestdo de graos contaminados, como o trigo, o painco e a cevada provoca
inflamagdes das mucosas e gastroenterite aguda, evoluindo para uma sindrome hemorragica
genital e sintomas neurolégicos. (LINSELL, 1977, SCHOENTAL, 1995). Outras intoxicacdes
como ingestdo de cogumelos do da espécie Amanita muscaria (50 % de mortalidade) e



micotoxinas derivadas do Fusarium como a toxina T-2 e a zearalenona também aparecem
descritas desde tempos bastante antigos (SCHOENTAL, 1995). Um importante problema foi
a aflatoxicose, que matou 100.000 perus jovens no Reino Unido em 1960 e tem causado
doencas e casos de 6bito em animais e, provavelmente, no homem até os dias de hoje (PITT,
2000). Um caso recente foi o achado feito por pesquisadores sobre a morte misteriosa de
arqueologistas que efetuaram estudos em tumbas egipcias. Uma das hipéteses apontadas
como causa foi a inalagdo de micotoxinas, particularmente a ocratoxina A, que poderia estar
relacionada com uma série de incidentes envolvendo faléncia aguda renal (DI PAOLO et al.,
1993).

Dentre estes e muitos outros casos envolvendo ou ao menos indicando o envolvimento
de micotoxinas, um caso foi marcante para os estudos das micotoxinas no Mundo. Nas
décadas de 60 e 70 houve o grande aumento nos estudos das micotoxinas, pois muitos
cientistas reuniram seus esforcos e realizaram pesquisas bem fundamentadas sobre esses
agentes toxicos (BENNETT; KLICH, 2003). O caso ocorreu no inicio da década de 60,
quando mais de 100.000 perus morreram na Inglaterra, causando um grande prejuizo para os
criadores. Os pesquisadores da época descobriram que as mortes das aves aconteceram apos a
alimentacdo com graos contaminados. Estes graos eram provenientes do Brasil. Constataram
que algo no produto brasileiro estava levando a morte dos animais. Entre as vdrias hipéteses
que surgiram na época, duas chamaram mais a atengdo: a existéncia de um contaminante
externo e a possibilidade da ocorréncia de um contaminante natural dos grdos. Naquela
ocasido, nao existia o conceito de micotoxina. Foram realizados experimentos com 0s graos
provenientes do Brasil e de outros locais considerados isentos do contaminante desconhecido,
denominado inicialmente de fator t6xico e a doenga ocasionada por ele foi descrita como
“doenca X dos perus” (ALLCROFT et al., 1961; BLOUNT, 1961; SARGEANT et al., 1961;
CAMPOS, 1999). Nao chegaram a definir a causa exata da mortalidade, apesar de saberem
que aparecera a partir da alimentacdo. Surgiram estudos de todos os tipos, gerando grande
polémica sobre o assunto. Muitos estudos comegaram a ser publicados com conclusdes
controversas. Alguns defendiam a tese de que eram contaminantes naturais enquanto outros
achavam que eram contaminantes toxicos externos. Alguns ainda defendiam que a toxidez
aumentava com o calor, outros grupos de cientistas defendiam o oposto. Isso foi de certa
forma importante para chamar a atencao para o problema.

Ao realizarem estudos experimentais apds a descoberta do “fator X, pesquisadores
examinaram os extratos derivados dos grdaos contaminados através do uso de diferentes
solventes para verificar qual era o grupo de substancias que ele poderia se enquadrar.
Dividiram esses extratos por toxidez e administraram individualmente em patos em fase de
crescimento. Eliminaram a possibilidade de se tratar de um alcaldide. Suspeitaram entao de
que a substiancia poderia ser derivada de microrganismos e as pesquisas continuaram
(SARGEANT et al., 1961).

Posteriormente, isolaram o principio ativo toxico que estava causando a morte dos
animais e descobriu-se que o que estava levando os animais a morte era uma toxina derivada
do fungo Aspergillus flavus, o que originou seu nome, a aflatoxina (KROGH, 1977; SCOTT,
1978; ABARCA, 2001). Esse conjunto de fatores determinou o inicio das pesquisas e revelou
a importancia das micotoxinas e seus efeitos deletérios aos homens e animais.

Apesar de a doenca ter sido reconhecida em meados da década de 50 e ter sido
estudada intensamente desde entdo, sua etiologia e muitos fatores ecoldgicos e
epidemiolégicos permanecem obscuros. Muitas hipdteses t€m sido investigadas com respeito
ao envolvimento de fatores relacionados ao ambiente e aos hospedeiros, incluindo metais
pesados, minerais, bactérias, virus, fatores genéticos, radiagdo, substancias organicas e as
toxinas flngicas, mas nenhum desses tem tido suporte epidemioldgico satisfatorio



(BULLERMAN, SCHROEDER, PARK, 1984; VRABCHEVA et al., 2000; PFOHL-
LESZKOWICZ et al., 2002).

2.2 Generalidades Sobre Fungos Toxigenos e Micotoxinas
2.2.1 Aspectos climaticos para fungos

Os fungos pertencem ao Reino Fungi e podem ser definidos como sendo um organismo
eucarionte, heterétrofo nao fotossintético, multicelular e filamentoso, formador de esporos e
que ndo possui movimento em todas as fases do seu ciclo de vida; suas paredes celulares sdo
formadas por celulose e/ou quitina e absorvem seus nutrientes por digestdo enzimatica
externa. Também costumam ser denominados de mofos ou bolores (KLICH; PITT, 1988;
PITT; HOCKING, 1997). Os fungos sao microrganismos presentes tanto em climas tropicais
quanto temperados, tendo sua maior biodiversidade ocorrendo nos trdpicos (latitudes de
aproximadamente 23° norte e 23° sul). Nem todas as dreas tropicais sdo quentes e timidas mas,
na maioria delas, as condi¢des climéticas sdo bastante favoraveis (de 70 a 100% de umidade e
mais de 25°C) para a rdpida proliferacdo de fungo. Os cuidados contra a contaminagio e o
crescimento de espécies toxigenas em produtos agricolas deve ser redobrado nestas dreas,
devido ao maior risco de produg¢do de micotoxinas (ALMEIDA et al., 2000). O Brasil, que
tem a maior parte do seu territdrio na faixa de clima predominantemente tropical, propicia
condicdes ideais para a proliferacio de fungos potencialmente toxigenos (SABINO et al.,
1988). Os fungos, bolores ou mofos atuam diretamente nos produtos armazenados causando
entre outras alteragcdes: perda no poder germinativo das sementes; podem afetar a qualidade
por descoloracao do arroz, producio de aromas desagraddveis, alteracdo das condicdes fisicas
por desidratagdo nos graos, diminui¢cdo no valor nutritivo das proteinas dos produtos, além de
prejudicar o aspecto externo dos alimentos. (FONSECA, 2009). Essas alteracdes podem
ocorrer pois os esporos flingicos se dispersam com muita facilidade e os graos armazenados
sao um excelente substrato para a proliferacao de fungos. Além destes fatores préprios dos
fungos, temos ainda a dificil realidade de um pais em desenvolvimento. O manejo dos graos
armazenados torna-se mais complexo devido a varios fatores como: deficiéncia nos sistemas
de conservacao; uso de uma grande variedade de estruturas de armazenamento; presenca de
condicdes climdticas tropicais e subtropicais favorecem a multiplicacio de insetos
cosmopolitas e, espécies flngicas, diferente dos paises desenvolvidos, onde o clima é
temperado e estes organismos ndo sdo tdo ubiquos; alto nivel de atividade bioldgica e
diversidade de organismos que contribuem para a deteriora dos graos, tais como roedores,
passaros, besouros, dcaros, fungos filamentosos, leveduras, entre outros com conseqiientes
perdas na qualidade e na quantidade dos grdos; situagdo financeira mais precdria dos
produtores destas regides; falta de conhecimento das préticas adequadas de armazenamento
(LINDBLAD E DRUBEN, 1980; MITCHELL, 1984; FLEURAT-LESSARD, 2002).

Os graos de cereais, frutos oleaginosos e seus produtos derivados sdo a base da
alimentacdo humana e animal. O manejo correto da matéria prima armazenada com perdas
minimas na qualidade nutricional é o principal objetivo dos paises produtores de graos, pois
ndo adianta que vastas dreas sejam cultivadas se, no momento da colheita e pos-colheita, estes
graos nao recebam os devidos cuidados.

Os principais fatores que favorecem o desenvolvimento de fungos durante o
armazenamento sao a umidade, atividade de 4dgua, temperatura, periodo de armazenamento,
nivel de contaminacdo, matérias estranhas, insetos, nivel de oxigénio, condi¢Oes fisicas da
semente ou do grao e condicdes sanitdrias da semente, do grao ou das racoes (DIONELLO et
al., 2000).



O armazenamento adequado deve levar em consideracdo a manutencdo equilibrada do
ecossistema dos graos armazenados, aplicando-se tecnologias que controlam continuamente
os fatores ambientais (temperatura, umidade, aeracdo). As préticas de manejo dos produtos
consistem em: secar 0s graos com sistemas eficientes de ventilacao, constru¢cdo de estruturas
de armazenamento em ambientes controlados criando uma concentragdo adequada de gases
e/ou praguicidas. Isso ocorre em geral com maior abrangéncia em paises desenvolvidos
(DUNKEL, 1992; BILGRAMI, CHOUDHARY, 1998)

Durante a secagem dos graos no campo ou nos terreiros de secagem é bem provdvel
que haja o desenvolvimento da micotoxina, porém em niveis ndo muito elevados (a ndo ser
que chova muito na colheita). As altas concentracdes de toxina sdo encontradas geralmente
em graos colhidos por maquinas colheitadeiras ainda imidos e quando sao inapropriadamente
armazenados, contendo demasiada umidade ou por falta de protecio ao reumedecimento
durante este periodo de armazenamento. Estudos feitos neste sentido mostraram que €é durante
0 transporte e armazenamento que concentracdes elevadas da toxina sdo encontradas,
causadas por secagem insuficiente antes do armazenamento, por infiltracio de dgua em
caminhdes ou armazéns ou mesmo por reumedecimento deliberado (FONSECA, 2009).

Algumas estratégias para o armazenamento satisfatério de graos de cereais sdo: a
utilizacdo de depdsitos protegidos da chuva, da luz direta do sol e dos roedores; a limpeza dos
depdsitos, removendo todo o resto de cereal da colheita anterior, insetos, roedores e material
estranho, antes de colocar novo cereal; a secagem dos graos provenientes do campo, até um
nivel de umidade de 12-13%, antes do inicio do armazenamento; a protecao dos graos contra
a infestacdo por insetos; o uso de inseticidas (quimicos, bioldgicos, etc.) e de depdsitos
herméticos e a avaliac@o regular dos niveis de infestacdo seguida de tomada de decisdo rapida
(LINDBLAD E DRUBEN, 1980; DUNKEL 1992; SINHA et al, 1986).

2.2.2 Micotoxinas

Além do problema das perdas econdmicas pela perda de qualidade e quantidade dos
graos, o desenvolvimento de fungos € geralmente acompanhado de produgio de toxinas
bastante deletérias como € o caso da aflatoxina do A. flavus, da ocratoxina do A. allutaceus
(A. ochraceus) e outras.

Micotoxinas sdo compostos organicos de baixo peso molecular, produzidos como
metabdlitos secunddrios toxicos por vdrias espécies de diferentes géneros fungicos, com
estruturas quimicas variadas e que ocorrem em uma variedade de substratos, incluindo
produtos agricolas. A formacdo do metabdlito secundario estd sujeito ao controle fisioldgico
que responde a fatores ambientais, ocorrendo apenas quando existem fatores de estresse para
o fungo, ja que a prioridade fisiolégica é para o crescimento e proliferacdo. As micotoxinas
sdo sintetizadas por diferentes vias a partir de um ou mais metabolitos provenientes do
metabolismo primdrio. Na natureza hd uma variacdo enorme neste metabolismo secundario,
que pode variar entre os géneros flingicos, entre as espécies flingicas e, também, entre cepas
de uma mesma espécie (CAMPBELL, 1984; VINING, 1992). Muitos dos metabolitos
secundérios produzidos pelos fungos tém atividade bioldgica e podem ser téxicos para
microrganismos (antibidticos), plantas (fitotoxinas) ou animais (micotoxinas) (VINING,
1992).

Assim como o manejo dos graos armazenados requerem o conhecimento de diferentes
aspectos do ecossistema envolvido (SINHA et al, 1986), o estudo das micotoxinas também
envolve diferenciado conhecimento e capacidade para delimitar as dreas complexas que estdao
envolvidas no estudo desta toxina. Existem aspectos que sdo geralmente abordados no estudo
das micotoxinas. O estudo dos aspectos da producdo, comercializagdo e utilizacdo dos
géneros alimenticios; o sistema da deterioracdo tem muitos fatores inter-relacionados, isto é, o



fator biol6gico, quimico, fisico, micro e macroambiental; a determinacdo de aspectos
relacionados com a produtividade, metabolismo, toxicologia, saide e oferta e distribui¢do na
natureza da micotoxinas; a andlise da micotoxina e segregacdo do material contaminado e
detoxificacdo, tendo a andlise de perigos e pontos criticos de controle (APPCC) como
excelente ferramenta, como formas de prevencdo; e por fim, a andlise do sistema sdcio-
econOmico que relaciona e envolve a conjuntura cultural, politica e econdmica estudada
(PATERSON; VENANCIO; LIMA, 2004).

Devido a suas diversas estruturas quimicas e origem biossintética (ou seja metabolito
primadrio a partir do qual se inicia a via biossintética), seus variados efeitos bioldgicos e sua
producdo por um grande numero de diferentes espécies de fungos, os esquemas de
classificacdo das micotoxinas podem se encaixar em diferentes classificacdes. Podem ser
classificadas pelos 6rgdos que sdo afetados por seus efeitos toxicos. Assim, as micotoxinas
podem ser classificadas em hepatotoxinas, nefrotoxinas, neurotoxinas e imunotoxinas. Podem
ser classificadas em grupos genéricos como teratogé€nicos, mutagénicos, carcinogénicos e
alérgenos. Podem ser classificadas também com base na sua estrutura quimica (ex. cumarinas,
lactonas); ou de acordo com sua origem biosintética (derivados de aminoécidos) e ainda de
acordo com o fungo que as produzem (toxinas de Aspergillus, toxinas de Penicillium).
Nenhuma dessas classificacOes € inteiramente satisfatéria e muitas se complementam
(BETINA, 1989; TURNER, ALDRIDGE, 1983; STEYN, 1998; BENNETT; KLICH, 2003).
Com relacdo a sua origem biossintética, podemos classificar as micotoxinas em quatro
grupos: a) policetideos; b) terpenos; c) substancias derivadas do dacido shikimico; d)
metabolismo de aminodcidos (tabela 1). Esta € uma classificacdo bastante aceita. A sintese
das micotoxinas realiza-se mediante reacdes quimicas especificas a partir de uns poucos
metabolitos primdrios: acetil co-enzima A, dcido mevaldnico, alfa-aminoicidos e
intermedidrios do acido shikimico. A diversidade estrutural se deriva de umas poucas reagoes
quimicas: condensacdo, oxidacdo, reducdo, alquilacio e halogenacdio (TURNER,
ALDRIDGE, 1983; STEYN, 1998).

Tabela 1 Micotoxinas representativas das principais categorias biossintéticas de
metabdlitos secundarios de acordo com Steyn, (1998) .

Categoria biossintética Micotoxinas representativas
Policetideos

Di- Moniliformina

Tetra- Patulina, 4cido penicilico

Penta- Citrinina, ocratoxinas

Hexa- Maltorizina

Hepta- Rugulosina, viomelleina, xantomegnina
Octa- Ergocromos,luteoskirina

Nona- Citrioviridina, fumonisinas, zearalenona
Deca- Aflatoxinas, dcido norsolorinico

Acido tetrAmico Acido ciclopiazonico, 4cido tenuazdnico
Dicetopiperazinas

Simples Acido aspergilico, equinulinas
Modificadas Fumitremérgenos, roquefortina, verruculotoxina
Peptidios Ergotamina, fomopsinas

Terpenos

Mono- Viridicatumtoxina

Sesqui- Tricotecenos

Di- Penitrems,alfatrem, janthitrems

As micotoxinas compdem uma mistura de toxidez, carcinogenicidade e
mutagenicidade resultantes da atividade metabdlica secunddria dos fungos toxigenos que
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podem ser produzidas em uma ampla variedade de produtos alimenticios (commodities) e sob
uma variedade grande de situagdes, sendo reconhecidamente téxicas para outras formas de
vida (PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980; FRISVAD; SAMSON, 1992; OSWEILLER,
1998; PITTET, 1998; DILKIN, 2002; ROSA, 2002). Sdo compostos organicos de baixo peso
molecular e ndo possuem imunogenicidade (DILKIN, 2002). A presenca das micotoxinas nos
alimentos e racdes € potencialmente perigosa para a saide de homens e animais, pois além de
ndo estimular o sistema imune, j& que nao € reconhecido como estranho ao organismo,
possuem varios efeitos toxicos e grande estabilidade frente ao aquecimento (TRENK; BUTZ;
CHU, 1971; PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980; PITTET, 1998).

O manejo inapropriado dos cultivos a colheita causa perdas na quantidade e qualidade
com perdas na pos-colheita variando entre 9% nos Estados Unidos e 50% em alguns paises
em desenvolvimento (PIMENTEL, 1991). Muitas das perdas sdo conseqiiéncia da invasao dos
graos por microrganismos, artropodes e certos vertebrados. Ja a ocorréncia de micotoxinas em
alimentos é um problema de grande interesse em todo o mundo e ainda mais grave (WOOD
1992), chegando a afetar mais de 25% da produgdo anual de graos (LAWLOR; LYNCH,
2001). Foi estimado que o custo anual, relacionado com a contaminacdo de grdos por
micotoxinas, para a industria agropecudria, estd em torno de centenas de milhdes de ddlares.
Um fator perigoso que deve ser observado € a contaminagdo fuingica e de micotoxinas dos
produtos agricolas aliados a exposi¢do cronica dos animais a esses metabdlitos, via racdes
animais (KUBENA et al., 1999; FRAGA et al., 2007). Vérios sdo os critérios para avaliar o
impacto econdmico das micotoxinas. Considera-se a perda de vida humana e animal, gastos
com tratamentos médicos e tratamentos veterindrios, perdas na producao animal, de alimentos
e de racdo, além de gastos relacionados com pesquisa visando minimizar o impacto e a
severidade dos problemas ocasionados pelas micotoxinas (HUSSEIN, BRASEL, 2001).

2.2.3 Aspectos climaticos para micotoxinas

A contaminag¢do de alimentos por micotoxinas pode ocorrer a campo, na colheita, no
transporte, no armazenamento e/ou na manufatura dos produtos (MONACI, PALMISANO,
2004). Os fungos toxigénicos estdo presentes no ambiente € com isso os cultivares ficam
sujeitos a albergarem estes fungos. Por sua vez, eles podem ou ndo germinar, crescer e
elaborar suas toxinas de acordo as condi¢Oes especificas exigidas pelo tipo de fungo,
considerando-se que a variagcdo regional e sazonal estd diretamente associada com o tipo de
toxina produzida no campo. Estas condi¢Oes Otimas para o crescimento do fungo sdo
extremamente varidveis (PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980; COOK et al.,, 1986;
FROHLICH; MARQUARDT; OMINSKY, 1991; FRISVAD; SAMSON, 1992; WOOD,
1992; BILGRAMI, CHOUDHARY, 1998; OSWEILLER, 1998; CALDAS; SILVA;
OLIVEIRA, 2002; DILKIN, 2002). Alguns fatores que influenciam a producdo de
micotoxinas sdo: atividade de 4gua (A,), temperatura, tempo, quebra nos graos, niveis de
diéxido de carbono e oxigé€nio, composi¢do do substrato, nivel de inoculo, prevaléncia de
cepas toxigénicas, interagdes microbianas e vetores invertebrados, composi¢ao do substrato,
temperatura, teor de dgua, pH, competicdo microbiana, danos causados por insetos, linhagem
do fungo contaminante e estresse da planta (WATSON, 1987; BULLERMAN et al., 1984;
LACEY, 1989; FRISVAD, SAMSON, 1992; SCUSSEL, 1998). Os parametros fisicos de
maior importancia que condicionam o desenvolvimento dos fungos nos cereais sdo atividade
de 4gua (ay) e temperatura (Tabela 2). Em geral, periodos mais quentes e imidos favorecem o
desenvolvimento dos fungos (FROHLICH, MARQUARDT; OMINSKY, 1991).



Tabela 2 Efeitos da Atividade de agua (ay) e do aquecimento espontineo sobre a
colonizacio de Aspergillus spp. e Penicillium spp., entre outros fungos, sobre graos de
cereais armazenados

Fungos predominantes

A, T maxima Germinacdo  Aspergillus Penicillium Outros fungos
(O (%)
< 0,60 Ambiente 90 - 100
0,75 Ambiente 75 -90 A. restrictus
0,85 Ambiente 45 -76 E. amstelodami
E. rubrum
E. repens
0,87 Ambiente Naio definida P. brevicompactum
0,88 Ambiente Nao definida P. verrucosum
0,89 Ambiente Naio definida P. expansum
P. granulatum
P. griseofulvum
P. rugulosum
0,90 25 15 -45 A. versicolor P. aurantiogriseum
P. citrinum
P. funiculosum
P. hordei
P. janthinellum
P. variabile
0,92 30 Nao definida P. capsulatum
0,93 35 Nao definida P. piceum
0,95 50 0-15 A. candidus P. rugulosum Absidia
A. flavus P. purpurogenum corymbifera
A. niger
A. ochraceus
A. terreus
Em. nidulans
> 0,95 60 0 A. fumigatus T. emersonii Malbranchea
T. termophilus Cinnamomea

Rhizomucor sp
Thermomyces sp.

Fonte: LACEY E MAGAN, 1991

A a, mede a disponibilidade de d4gua num alimento para o crescimento microbiano. A
maioria das espécies de armazenamento, incluindo as toxigénicas, tem uma aw minima para
seu desenvolvimento de 0,70 (LACEY, 1989).

Dos microrganismos capazes de colonizar os graos, os fungos sdo os mais tolerantes a
baixas atividades aquosas e, portanto mais importantes na deteriora dos graos (CAST, 1989;
CAST, 2003). As bactérias constituem a microbiota predominante antes da colheita e sao os
primeiros colonizadores, seguido pouco depois pelas leveduras e fungos filamentosos. Os
fungos chamados de campo que se destacam sdo Aureobasidium pullulans; Cladosporium
spp, Alternaria alternata, Verticillium lecanii, Epicoccum purpurascens, Fusarium
culmorum, F. graminearum, F. avenaceum, espécies de Curvularia, Phoma, Penicillium
Sfuniculosum, P. oxalicum, Fusarium semitectum e F. verticillioides. Estes microrganismos
requerem alta a, ou umidade relativa para desenvolver e ndo competem com outros nos
sistemas de armazenamento (LACEY, MAGAN, 1991; OMINSKI et al., 1996).

Nos produtos estocados em depdsitos ou moinhos, a associacdo com fatores da
natureza nao € observada, pois a producdo de toxinas ocorre de acordo com as condi¢des de
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armazenagem e distribuicdo para o mercado (PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980;
FRISVAD; SAMSON, 1992; OSWEILLER, 1998; PITTET, 1998; CALDAS; SILVA;
OLIVEIRA, 2002; DILKIN, 2002). Didaticamente, os fungos podem ser divididos em fungos
de campo, que crescem sob condigdes que ocorrem antes da colheita e fungos de
armazenamento, que normalmente desenvolve-se na pos-colheita (PIER; RICHARD;
CYSEWSKI, 1980; FRISVAD; SAMSON, 1992; OSWEILLER, 1998). Fatores nido-naturais
como danos mecanicos durante a colheita e alteracdes nos graos por insetos e fatores naturais
como umidade e temperatura tornam a safra mais suscetivel a invasdo flingica e a formacao de
toxina no campo (KROGH, 1976; PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980; FRISVAD;
SAMSON, 1992; WOOD, 1992; OSWEILLER, 1998). Os fungos que se desenvolvem e
produzem toxinas nos graos e outros concentrados durante o periodo de armazenamento sao
influenciados por fatores relacionados, principalmente, com umidade e temperatura
inadequadas, combinadas com longos periodos de permanéncia nos armazéns (KROGH,
1976; PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980; FRISVAD; SAMSON, 1992; OMINSKI et al.,
1996; OSWEILLER, 1998; FAO, 2001). No campo, o ambiente estd controlado pelas
flutuagdes diurnas e noturnas de luz e temperatura. No armazenamento dos graos, o ambiente
¢ estavel e a aw € o fator predominante. Nos graos colhidos, os fungos provenientes do campo
sdo mais frequentes que os fungos tipicos do armazenamento (JIMENEZ et al, 1985;
ABRAMSON et al, 1990 a,b)

Os graos armazenados sob diferentes condi¢des desenvolvem microbiotas
caracteristicas, que podem utilizar-se para indicar as condi¢des nas quais um produto foi
armazenado. As relacdes ay/temperatura sdo muito parecidas entre as espécies de Aspergillus
e Penicillium, embora as espécies de Penicillium sejam favorecidas pelas temperaturas mais
baixas (BULLERMAN et al, 1984; OMINSKI et al., 1996). Os fungos do armazenamento
mais caracteristicos sdo das espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium, seguidos por
Mucor, Rhizopus e Wallemia.

2.2.4 Principais micotoxinas

Sao reconhecidas mais de cem espécies de fungos produtores de micotoxinas que
podem se desenvolver em um grande niimero de substratos destinados, tanto a alimentagdo
humana, quanto a animal, e produzir um grande nimero de micotoxinas (MIDIO; MARTINS,
2000). Este ntiimero € desconhecido, embora alguns autores afirmem que existam cerca de 300
micotoxinas reconhecidas (PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980; PITTET, 1998;
GONCALEZ et al. 2001; DILKIN, 2002; MIDIO; MARTINS, 2000; PATERSON;
VENANCIO:; LIMA, 2004) com pouco mais da metade tendo suas estruturas quimicas
definidas. (OSWEILLER, 1998; PITTET, 1998; BENNETT; KLICH, 2003).

Cerca de trinta espécies de fungos foram associadas com a ocorréncia natural de
micotoxicoses em animais (PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980). As micotoxinas presentes
nos alimentos in natura, ragao animal e forragens e também em alimentos processados a partir
de produtos contaminados, quando ingeridas, podem ser metabolizadas pelo organismo e
causar as micotoxicoses. Nos produtos processados a partir de animais contaminados
previamente por micotoxinas, podem estar presentes na forma do composto inicial, ou podem
ter sido previamente transformadas em outro metabdlito téxico no organismo animal,
contaminando assim, carne, ovos ¢ leite (MOSS, 1991; DALCERO et al., 1998; OLIVEIRA,
FERRAZ, 2007). A maioria das micotoxinas ainda ndo teve definido seu impacto biolégico
sobre a saide humana e animal (OSWEILLER, 1998). As toxinas mais estudadas e que
comprovadamente t€ém propriedades téxicas acentuadas e estdo largamente distribuidas nos
alimentos sdo: toxinas do ergot, aflatoxinas, estrigmatocistina, ocratoxinas, zearalenona,
tricotecenos, fumonisinas, patulina, rubratoxinas, esporodesminas e &acido ciclopiazonico
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(CRUZ, ROSA, 1981; ALEXOPOLUS et al., 1996; PITTET, 1998; GONCALEZ et al. 2001;
HUSSEIN, BRASSEL, 2001; DALCERO et al., 2002; BENNETT, KLICH, 2003; DILKIN, 2002;
PATERSON: VENANCIO: LIMA, 2004). A maioria das espécies produtoras de micotoxinas
sdo saprofitas e umas poucas sdo patogénicas facultativas de vegetais (KALE, BENNET,
1992; PITT, 2000). (tabela 3)

Tabela 3 Exemplos de micotoxinas, seus principais fungos produtores, commodities
afetados e efeitos biologicos no homem e animais.

Micotoxinas Principais Fungos Principais Efeitos biologicos em  Efeitos biologicos no
Produtores commodities animais homem
contaminados
Aflatoxinas (B1, Aspergillus flavus amendoim, pistache, hepatotoxicidade, hepatocarcinogénese,
B2, G1, G2 e M1) Aspergillus milho, améndoa, hepatocarcinoma e cirrose em criangas,
parasiticus leite e seus hemorragia sindrome de Reye,
derivados degeneracdo da
gordura de visceras
Ocratoxina A Aspergillus grios de café, arroz, nefrotéxico e nefropatia dos
ochraceus cevada, produto  hepatotdxico Balcis, tumor renal
Penicillium animal (rins, carne)
verrucosum
Patulina Penicillium maga, suco de maga  hepatotéxico,  afeta provavel acdo
expansum rins, bago e cérebro carcinogénica,
mutagénica,
teratogénica e
fetotoxica
Tricotecenos Fusarium trigo, cevada, arroz, vOmito, diarréia, ATA (aleucia toxica
(deoxinivalenol, graminearum SOrgo perda de peso, alimentar)
nivalenol, toxina descamacido de pele e
T2) hemorragia
Zearalenona Fusarium milho, sorgo, trigo efeitos estrogénicos, cancer cervical
graminearum infertilidade
Fumonisinas Fusarium milho e seus Leucoencefalomaldcia cancer de eso6fago
moniliforme derivados equina, edema
Fusarium pulmonar em suinos
proliferatum
Alcaléides do Ergot  Claviceps purpurea  centeio, milho, gangrena nas ergotismo (gangrena
grama extremidades, nos membros)
convulsdes

Fonte: GONCALEZ et al. 2001

As principais micotoxinas e 6rgaos alvos na espécie suina sao: aflatoxinas no figado;
zearalenona no sistema reprodutor; ocratoxina A nos rins; fumonisinas nos pulmdes;
tricotecenos no trato digestério (DILKIN, 2002).

Enquanto todas as micotoxinas sdo de origem fungica, nem todos os componentes
téxicos produzidos por fungos sdo chamados de micotoxinas. O alvo e a concentragdo dos
metabodlitos sdo também importantes. Produtos fungicos que sdo téxicos para bactérias sdao
chamados de antibidticos e, os que sdo téxicos para plantas, chamam-se fitotoxinas (pode
referir-se também a toxinas produzidas por plantas). Micotoxinas sao produzidas por fungos e
sdo toxicas para vertebrados e outros grupos de animais mesmo em baixas concentragdes.
Outro metabdlito fungico de baixo peso molecular ndo considerado micotoxina e toxico
apenas em alta concentragdo € o etanol (BENNETT; KLICH, 2003).

2.2.5 Caracteristicas climaticas para fungos produtores de ocratoxina A
A OTA ¢é uma potente toxina nefrotoxica e carcinogénica (KROGH, 1977; KROGH et

al., 1979; GOLINSKI et al., 1985; COOK et al., 1986; NATIONAL TOXICOLOGY
PROGRAM, 1989; LINDNER, 1990; HALD, 1991; KUIPER-GOODMAN, 1991; LACEY et
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al., 1992; MARQUARDT; FROHLICH, 1992; STORMER, 1992; PITTET, 1998;
OSWEILLER, 1998; BARISIC et al., 2002; MULLER et al., 2004). Muito Jé se sabe sobre
ela devido a muitas pesquisas realizadas. Sabe-se que causa defeitos congénitos em ratos,
hamsters e camundongos com dose letal oral em 50% (LD50) de 22 mg/kg em ratos, 3.6
mg/kg em pintos de um dia e aproximadamente 6 mg/kg em suinos. A carcinogenicidade em
camundongos e ratos tém sido bem estudada. Em relacdo a sadde publica humana e animal, a
ocratoxina é a mais importante das toxinas produzidas pelo gé€nero Penicillium.
(ABRAMSON, 1997; CLEAR, PATRICK, GABA, 2000; KUIPER-GOODMAN et al.,
1993). Estes conhecimentos tiveram origem na década de 60, quando uma grande mortandade
de perus ocorreu na Inglaterra. Os estudos, entdo, tomaram um ritmo mais acelerado,
avangando significativamente no campo das micotoxicoses. A grande importancia do estudo e
conhecimento da ocratoxina estd relacionada com a sua possivel implicacdo como agente
causador de uma nefropatia nos homens, por ela ser nefrotoxica para animais de laboratério.
Esta micotoxina ja foi descrita como o principal causador de nefropatia em suinos. Nos
homens, estudos avaliando o risco de exposicao ja estdo bem difundidos em muitos paises da
Europa e alguns outros do hemisfério norte. (ELLING; MOLLER, 1973; KROGH, 1976;
KUIPER-GOODMAN, 1991; KUIPER-GOODMAN et al, 1993; MARQUARDT;
FROHLICH, 1992; ABRAMSON, 1997; GODIN et al., 1997; CLEAR, PATRICK, GABA,
2000; CREPPY, 2002; PFOHL-LESZKOWICZ et al., 2002; GROSSO et al., 2003).

A ocratoxina A € o metabdlito primdrio mais abundante e mais téxico dentre as
ocratoxinas encontradas na natureza. Existem as formas A, B, C, D, além dos seus
grupamentos metil e etil-esteres (KROGH, 1977; COOK et al., 1986; LINDNER, 1990;
LACEY et al., 1992; MARQUARDT; FROHLICH, 1992; OSWEILLER, 1998; PITTET,
1998). A ocratoxina A € produzida por algumas espécies do género Penicillium e Aspergillus
(KROGH, 1977; GOLINSKI et al., 1985; COOK et al., 1986; LINDNER, 1990; LACEY et
al., 1992; PITTET, 1998; OSWEILLER, 1998). Entretanto, nem todas as cepas destes fungos
sdo produtoras de ocratoxina, inclusive a espécie Aspergillus ochraceus (KROGH, 1977,
COOK et al., 1986; MARQUARDT; FROHLICH, 1992).

A estrutura da ocratoxina A € caracterizada quimicamente por ser um derivado diidro-
isocumarinico ligado através de seu grupo 7-carboxilico a L-B-fenilalanina por um grupo
amida conforme observado na fig.1 (KROGH et al., 1976; ELLING, 1977; KROGH, 1977,
LINDNER, 1990; STORMER, 1992; OSWEILLER, 1998). (Figura 2)

Ochratoxin A

© s COOH
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o

—/ N
8 9 I
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Figura 1 Estrutura quimica da ocratoxina A. (7-carboxi-5-cloro-8-hidroxi-3,4-dihidro-3-
metil-isocumarina ligado através do grupo 7-carboxilico por um ligante amida a L-
fenilalanina) (STORMER, 1992; WHO IARC 1993).

A primeira espécie produtora de OTA descoberta foi o Aspergillus alutaceus
(atualmente conhecido como Aspergillus ochraceus) e, posteriormente, foram descobertos
outros membros deste grupo que também a produziam (KROGH, 1976; SCOTT, 1978;
PITTET, 1998; PITT, 2000). Entre o género Penicillium, foi descrito inicialmente a espécie
Penicillium verrucosum, relacionado quase que exclusivamente aos graos produzidos em
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zonas temperadas (PITT, 2000). Atualmente sabe-se que a ocratoxina A é produzida por
apenas algumas espécies relacionadas ao Aspergillus ochraceus, todos classificadas em
Aspergillus subgénero Circumdati secao Circumdati (WHO, 2001). Excetuando o A.
ochraceus, todas as outras espécies sdo incomuns em alimentos € ndo sdao conhecidos como
causadores de espoliacdo. Por essa razao, a Unica espécie de alguma importancia na producao
de ocratoxina A do Aspergillus secdo Circumdati é o A.ochraceus (WHO, 2001).
Ocasionalmente, isolados da espécie Aspergillus niger podem produzir ocratoxina A.
Entretanto € relatado que Aspergillus carbonarius € o produtor mais comum, € uma fonte
muito mais importante (PITT, 2000; WHO, 2001).

Muitas descobertas aconteceram nas ultimas quatro décadas de pesquisa e
investimentos para determinar a relacao entre a produg¢do de micotoxinas e as condi¢des de aw
e temperatura 6tima, em meios de cultivo ou em cereais esterilizados em autoclave (Tabela 4).
Os efeitos que produzem a A, e a temperatura sobre a producdo de micotoxinas diferem
daqueles produzidos sobre a germinagdo e crescimento (NORTHOLT et al., 1995). Em geral,
o crescimento flingico ocorre numa faixa mais ampla de ay (1,0 a 0,80) em comparacdo com a
producdo de micotoxinas (1,0 a 0,95) (NORTHOLT et al, 1979). Alguns estudos tém
demonstrado que as espécies de Penicillium podem crescer e produzir micotoxinas, sobre uma
faixa de temperaturas mais ampla que as espécies de Aspergillus. Uma espécie flingica pode
requerer diferentes condi¢des de aw e temperatura para a produgcdo de duas micotoxinas
diferentes ou, uma mesma toxina flngica pode ser produzida em diferentes condi¢des
ambientais por duas espécies (KROGH, 1987).

Tabela 4 Atividade de Agua minima para o crescimento e a produciao de micotoxinas por
alguns fungos toxicogénicos.

Espécies fingicas Micotoxinas Atividade de agua minima
Crescimento Producio de toxina

A. flavus Aflatoxina 0,78 - 0,84 0,82 -0,87

A. parasiticus

A. ochraceus Ocratoxina 0,77 0,85

P. aurantiogriseum 0,82 - 0,85 0,87 -0,90

P. viridicatum 0,80 -0,81 0,83-0,86

A. ochraceus Acido penicilico 0,85 - 0,88 0,97 - 0,99

P. cyclopium

Fonte: LACEY E MAGAN, 1991

Tabela 5 Potencial toxicogénico das principais espécies de Aspergillus e teleomorfos que
contaminam produtos agricolas.

Espécies Micotoxinas
A. candidus Acido kojico, candidulina, terfenilina, xantoacina
A. clavatus Citochalasina E, patulina, ascladiol, clavatol, triptoquivalinas
A. carbonarius Rubrofusarin B, ocratoxina A
A. carneus Citrinina
A. flavus Aflatoxinas B e B,, dcido aspergilico, dcido ciclopiazonico, aflavininas
A. fumigatus Gliotoxinas, fumigaclavinas, fumitoxinas, fumigatinas, fumagilinas
A. niger Ocratoxinas, malforminas, naptoquinonas
A. nomius Aflatoxinas B e G, 4cido aspergilico , 4cido kéjico
A. ochraceus Ocratoxinas, 4cido penicilico, dcido kéjico,
Acido secalénico A, xantomegnina, viomeleina
A. oryzae Acido ciclopiazénico, 4cido kéjico, dcido 3-nitropropidnico
A. parasiticus Ocratoxina, Aflatoxinas B e G, 4cido aspergilico, 4cido kéjico
A. tamarii Acido ciclopiazénico, dcido kéjico
A. terreus Citrinina, patulina, citreoviridina, dcido terreico

Fonte: FRISVAD, SAMSON, 1991; PITT, HOCKING, 1997.
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O género Aspergillus é considerado como sendo um dos principais produtores de
toxinas, possui grande potencial degradador e muitas espécies possuem o cardter saprofita
(Tabela 5). Podem crescer e produzir toxinas em substratos com baixa atividade de 4gua
(xerofilicos), além de reduzirem a qualidade nutritiva dos graos e, consequentemente, o seu
valor de mercado, representando um perigo potencial aos consumidores (DIONELLO et al.,
2000).

Muitos estudos relacionam estes elementos vistos acima e apontam estreita relagdo
entre a quantidade de ocratoxina A produzida por algumas espécies de fungos e parametros
como atividade de 4gua, temperatura, tempo de estocagem, tipo de substrato, presenca de
microflora competitiva, cepa de fungo e integridade da semente (PIER; RICHARD;
CYSEWSKI, 1980; MARQUARDT; FROHLICH, 1992; WOOD, 1992; MILANEZ;
SCHOENLEIN-CRUSIUS; OKINO, 2002; PARDO et al., 2004). As cepas também podem
influenciar na producao da toxina, ja que a quantidade de ocratoxina A varia (KROGH 1977,
COOK, 1986; MARQUARDT; FROHLICH, 1992; MILANEZ; SCHOENLEIN-CRUSIUS;
OKINO, 2002). Observa-se que condi¢des 6timas para o crescimento fungico podem ndo ser
as mesmas para a producao de seus metabolitos secundarios (RAPER & FENNELL, 1965).

Como visto, a combinag¢do das condi¢des climaticas com as condi¢des de manejo dos
produtos vegetais influi diretamente sobre a producdo de micotoxinas. Em geral as condicdes
de campo s@o mais desfavordveis em paises de climas quentes e imidos, como o Brasil, ou
em épocas que apresentem estas caracteristicas, enquanto que as condi¢des de armazenamento
podem estar presentes em todos os lugares do mundo (TRENK; BUTZ; CHU, 1971;
KROGH, 1976; OMINSKI et al., 1996; DILKIN, 2002; FAO, 2004).

Especificando mais para os fungos produtores de ocratoxina, como os do género
Penicillium, se desenvolvem em cereais a baixas temperaturas e, portanto, sd0 0S maiores
produtores de ocratoxina nas dreas de baixa temperatura, predominante nos paises de clima
temperado (COOK et al., 1986; OSWEILLER, 1998; PITTET, 1998; WHO, 2001). Como os
cereais s@o amplamente utilizados na alimentacdo animal na Europa, e a ocratoxina A ¢é
relativamente estdvel in vivo, esta micotoxina ¢ também encontrada em alguns produtos de
origem animal naquela regido, especialmente em rins e figados suinos (TRENK; BUTZ;
CHU, 1971; FAO, 2003). J4 o Aspergillus ochraceus €, provavelmente, o mais importante
produtor de ocratoxina em paises de clima tropical e subtropical (FROHLICH;
MARQUARDT; OMINSKI, 1991; OSWEILLER, 1998; PITTET, 1998; DILKIN, 2002).
Considera-se, em geral, uma atividade de dgua 6tima para o crescimento e germinagao do
Aspergillus ochraceus entre 0,95 a 0,99, com limite minimo de 0,79 (MARQUARDT;
FROHLICH, 1992; WHO, 2001; PARDO et al., 2004; FAO, 2001). A temperatura de
crescimento do A. ochraceus varia de 8 a 37°C, com crescimento 6timo em torno de 28°C
(TRENK; BUTZ; CHU, 1971; PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980; MARQUARDT;
FROHLICH, 1992; WHO, 2001; PARDO et al., 2004; FAO, 2001). Essa temperatura 6tima
de crescimento assemelha-se a da formacdo de aflatoxinas. Entretanto, a ocratoxina A
continua apresentando um considerdvel crescimento aos 15°C, diferente das aflatoxinas que
tem uma formag¢do muito baixa nessa faixa. Em relacdo a formagdo de ocratoxina B,
ocratoxina C e um de seus produtos derivados da hidrdlise, o 4cido diidro-isocumarinico, a
quantidade de ocratoxina B formada a 28°C no final de 17 dias de incubacdo foi 25 vezes
menor que a quantidade de ocratoxina A. Nesse periodo ndo foi detectada a formagdo de
ocratoxina C e o 4cido diidro-isocumarinico apresentou-se em muito baixa concentragao
(TRENK; BUTZ; CHU, 1971). Em um experimento realizado no Brasil, a producido e o
crescimento 6timo de A. ochraceus em cevada ocorreu com uma atividade de dgua de 0,82 a
25 e 30°C (RIBEIRO et al., 2006). O Penicilium verrucosum é um fungo de crescimento lento
com capacidade de desenvolvimento em baixa atividade de dgua e a baixas temperaturas.
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Desenvolve-se de forma o6tima em atividade de 4dgua menor que 0,80 (WHO, 2001) e
temperatura 6tima de 20°C, variando de 0 a 30°C (PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980;
COOK et al., 1986; WHO, 2001; FAO, 2001). De forma geral, o crescimento fingico e a
producdo dos seus metabolitos secundarios apresentam um maior desenvolvimento em graos
estocados quando encontram um teor de umidade nos graos maior que 16% e uma umidade do
ar maior que 85% (COOK et al., 1986; FROHLICH; MARQUARDT; OMINSKI, 1991;
MARQUARDT; FROHLICH, 1992; OSWEILLER, 1998; DILKIN, 2002). A espécie
Aspergillus ochraceus cresce lentamente num pH de 2,2 e, em melhor velocidade, com pH
entre trés e dez (WHO, 2001). Uma importante caracteristica da ocratoxina A € sua
estabilidade térmica e sua resisténcia ao tratamento térmico. E altamente estivel em alimentos
contaminados e estocados, podendo ser recuperada da amostra previamente contaminada,
cerca de 45% da toxina apds trés meses de armazenamento. Apesar da ocratoxina A no seu
estado purificado ser foto-sensivel, o efeito da luz sobre as toxinas aderidas aos cereais tem
pouca importancia, apresentando niveis similares em amostras estocadas no escuro ou nao.
Isso indica que a remocao desta toxina de cereais pode ser muito dificil, tendo como melhor
forma de prote¢do, a prevencdo da formacdo de toxina através de procedimentos de
manipulacdo satisfatérios (TRENK; BUTZ; CHU, 1971).

2.3 Ocratoxina em Alimentos

Muitos alimentos podem albergar a ocratoxina sendo que os alimentos vegetais mais
comuns sdo os secos e armazenados, onde geralmente encontram um substrato altamente
nutritivo para o seu desenvolvimento (TRENK; BUTZ; CHU, 1971; HALD, 1991; KUIPER-
GOODMAN, 1991; WHO, 2001; DILKIN, 2002; FAO, 2001). Estudos nos paises
mediterraneos e europeus referenciam a presenga em grande parte dos alimentos produzidos
nestas regides. Entre os produtos alimenticios estdo temperos como a paprica, circuma e
pimentas, além de frutas secas como pistache e amendoins. (SCOTT, 1978; ROSA, 1999;
PETZINGER, WEIDENBACH, 2002; GHALI et al., 2008). Cerca de 57% das 6476 amostras
de alimentos examinados apresentaram OTA acima do limite de 0,01 mg/kg. A legislagcdo
européia permite até 5 mg OTA/kg. Destas, apenas uma apresentou 31,8 mg/kg. Outro estudo
com 2374 amostras de centeio (rye), trigo (wheat), cevada (barley), aveia (oat), milho
(maize), apresentou niveis de 3 ppm de OTA em 1,4% das amostras (PETZINGER,
WEIDENBACH, 2002). Em muitos paises com tecnologia suficiente para evitar a
contaminacdo da toxina em graos, ela tem sido encontrada. Entre os alimentos que sofrem a
acdo espoliadora do fungo e podem apresentar a ocratoxina, temos o milho, trigo, aveia,
amendoim, arroz, cevada, sorgo, semente de algodao, e, ocasionalmente, as silagens de alguns
destes graos e seus produtos derivados (KROGH, 1977; PIER; RICHARD; CYSEWSKI],
1980; COOK et al., 1986; MARQUARDT; FROHLICH, 1992; OSWEILLER, 1998;
JORGENSEN, 1998; WHO, 2001; COSTA; GERMANO; GERMANO, 2006). Um dos
estudos realizados em relagdo ao substrato afirmava que as sementes oleaginosas
proporcionavam melhores condi¢des para o crescimento dos fungos quando comparados a
outros graos (MARQUARDT; FROHLICH, 1992). Um trabalho realizado no Brasil sugere
uma contaminacdo natural de arroz por ocratoxina, indicando ainda a permanéncia desta
toxina mesmo no arroz parboilizado (COELHO, FURLONG, ALMEIDA, 1999). Outros
produtos como queijos, temperos, azeitonas pretas e carnes processadas também jia foram
relacionados com a presenga do Aspergillus ochraceus (WHO, 2001). Devido a falta ou
insuficiéncia de informagdes a respeito das contaminagdes através dos fungos nos alimentos,
algumas estatisticas foram desconsideradas com o passar do tempo de acordo com o
surgimento de conhecimentos mais detalhados sobre a ecologia dos fungos. O avancgo das
pesquisas permitiu que alguns fungos tivessem suas classificacdoes alteradas. Assim, os
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estudos apontaram para o fato de que a contaminagdo por ocratoxina A encontrava-se muito
mais disseminada do que descrito inicialmente (Tabela 6) (WHO, 2001).
Tabela 6 Produtos alimenticios com presenca de ocratoxina A e suas respectivas

referéncias.
Produto Alimenticio Referéncia
Azeite MIRAGLIA, BRERA, 2002; PAPACHRISTOU, MARKAKI,
2004
Cacau, chocolate MIRAGLIA, BRERA, 2002; BONVECHI, 2004; TARUFI et al.,
2004

Café

Cereais e seus derivados

Cerveja

Derivados de carne (fiambres, defumados)

VON STEGEN et al., 1997; LEONI et al., 2000; ROMANI et al.,
2000; OTTENEDER, MAJERUS, 2001; VARGA et al., 2001;
FAZEKAS et al., 2002; LOMBAERT et al., 2002; MIRAGLIA,
BRERA, 2002; PARDO et al., 2004; ALMEIDA et al., 2007
CAMPBELL et al., 2000; VARGA et al., 2001; BERETTA et
al., 2002; CZERWIECK et al., 2002; FAZEKAS et al., 2002,
JORGENSEN, JACOBSEN, 2002; MIRAGLIA, BRERA, 2002;
PALERMO et al., 2002; BLESA et al., 2004

VISCONTI et al., 2000; FILALI et al., 2001; SOLEAS et al.,
2001, MIRAGLIA, BRERA, 2002; ODHAYV, NAICKER, 2002;
TANGNI et al., 2002

CHIAVARO et al., 2002, MIRAGLIA, BRERA, 2002

Especiarias VRABCHEBA, 2000; MIRAGLIA, BRERA, 2002

Figos e frutas secas MIRAGLIA, BRERA, 2002; MACDONALD et al., 2003

Milho MACHINKI et al., 2001; PUNTARIC et al., 2001

Outros MILANEZ, SABINO, 1989; MIRAGLIA, BRERA, 2002;

Tecidos suinos

Uvas e derivados

MAGNOLI et al., 2002; ALMEIDA et al., 2006

DRAGACCI et al., 1999; JORGENSEN, PETERSON, 2002;
MIRAGLIA, BRERA, 2002; CANELA et al., 2008

ZIMMERLI, DICK, 1996; MIRAGLIA, BRERA, 2002; Serra et
al., 2003; ABRUNHOSA et al, 2001; OTTENEDER,

MAIJERUS, 2000; BELLI et al., 2002; BELLI et al., 2004;
SHUNDO et al., 2006

Estas espécies sao muito difundidas em alimentos tropicais, € tem uma importante
caracteristica que € a resisténcia a temperaturas elevadas, ndao sendo eliminados pelos
processos de secagem dos grdos. Um exemplo € o fungo Aspergillus carbonarius, que
constitui uma importante fonte de ocratoxina A em frutas secas de parreiras, vinhos e
provavelmente café (ROSA, 1999; PITT, 2000; RIZZO, 2002; ROSA et al., 2002;
MAGNOLI et al., 2003; DALL"ASTA et al., 2004; MAGNOLI et al., 2004; ROSA et al.,
2004). Esta toxina é particularmente perigosa para a industria avicola e suinicola por que os
monogdstricos ndo tem habilidade para degradar a ocratoxina rapidamente, quando
comparada aos ruminantes. Os plantéis formados por animais monogastricos sdo 0s mais
susceptiveis aos efeitos nefrotdxicos destas toxinas, se comparado com os ruminantes.
(MAGNOLI et al., 1998; SCOTT et al. 1998; OLIVEIRA et al., 2007). Um perigo que esta
inerente a contaminacdo destes animais € que eles fazem parte da cadeia alimentar dos
humanos, e com isso existe a possibilidade real de que residuos da toxina presentes nos
tecidos destes animais possam ser ingeridos pelos homens ao se alimentarem com produtos
derivados destes animais. (SCOTT et al. 1998; VILAR, OLIVEIRA, STAMFORD, 2002). Os
ruminantes sd0 menos susceptiveis que outros animais, tendo como principais efeitos
adversos a diminui¢do da producdo leiteira que adquirem uma caracteristica transitéria e
reversivel. Na Europa, queijos, ovos, carnes, produtos derivados e graos estocados estdo na
lista de produtos que tem sido apreendidos com niveis de ocratoxina A preocupantes. Nesta
regido, a ocratoxina foi encontrada em suinos em grandes niveis como contaminante natural
no sangue destes animais e ja estd sendo a principal preocupacdo dos produtores devido as
perdas elevadas. Estudos em 6rgios como o figado de codornas e aves demonstram a presenca
de micotoxinas e alertam para o envolvimento na cadeia alimentar do homem (DWIVEDI,
BURNS, 1984; DWIVEDI, BURNS, MAXWELL, 1984; VILAR, OLIVEIRA, STAMFORD,
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2002; GATHUMBI et al, 2003; CARDOZO et al., 2009). Em humanos ja detectaram a
presenca da toxina no sangue associada a doenca renal em partes da Europa (SCOTT et al.
1998). O milho é uma das espécies vegetais mais cultivadas no Brasil e é o principal
componente das racdes usadas na suinocultura industrial. A presenca de fungos no milho seja
no campo, seja no armazenamento, constitui uma importante fonte natural para a produgao de
micotoxinas (ASEVEDO et al., 1994; FURLONG et al., 1999). Ragdes para animais de
estimacdo também estdo sujeitos a contaminacdo fingica (DALCERO et al., 2002; ROSA,
2002; CAMPOS et al., 2008).

Os fungos consomem grande parte da energia e proteina armazenada nos graos. Uma
carga de milho severamente afetado pode perder até 10% de sua energia metabolizavel e 5%
de sua proteina. Além disso, as micotoxinas deterioram os graos ou a racdo, reduzindo sua
palatabilidade. A deterioracdo fingica provoca danos no germe dos grdos, descoloragdo,
alteracdo nutricional e perda de matéria seca (NETTO et al., 2002).

As aves que sdo a grande fonte proteica de origem animal da populacdo brasileira e de
muitos paises tem grande interferéncia da ocratoxina A, além de outras toxinas, devido a sua
presenca constante em ragdes. Estudos em vérios paises demonstram que a ocorréncia de
micooxinas, em especial a ocratoxina A, estd presente de forma disseminada, e apesar de
representar menor presenga que outras toxinas como a aflatoxina, sempre estdo presentes,
representando um problema em varias regides (ELLING et al., 1975; DALCERO et al., 1997,
DUARTE, CARVALHO, ROSA, 1997; DALCERO et al.,, 1998; ROSA et al., 2006;
OLIVEIRA et al.,, 2007). Se a micotoxina ja vem presente na ragdo destes animais, a
contaminagdo € inevitdvel pois estes se alimentam exclusivamente desta racdo fornecida
(KROGH et al., 1976).

Apenas para se ter uma idéia do potencial de contaminagdo, os cultivares ocupam
mais de 47 milhdes de hectares do territério brasileiro, produzindo mais de 176 milhdes de
toneladas de graos neste dltimo ano de 2008, sendo que o milho € a segunda maior cultura em
quantidade (CONAB, 2009). As forragens representam 65 a 80% da dieta fornecida a
ruminantes em grande parte do mundo. Assim, a qualidade da forragem afeta de maneira
significativa o rendimento leiteiro, ganho de peso, eficiéncia alimentar e outros aspectos do
desempenho de ruminantes (NETTO et al., 2002).

Como visto, a temperatura influencia diretamente na existéncia ou ndo de
determinados fungos produtores de ocratoxina A (FURLONG et al., 1999). Fungos da espécie
Penicillium produzem ocratoxina A em paises de clima temperado e frio e espécies
Aspergillus sao mais presentes em paises de clima tropical. Quase todos os cereais podem
albergar fungos produtores de OTA, e problemas no manejo pré e pds colheita sdo os
principais fatores de risco para o surgimento desta toxina. Os graos utilizados na alimentagao
animal chegam a ter concentragdes elevadas como os dados apresentados pelo Conselho de
Agricultura dos Estados Unidos da América (RIZZO, 2002). A contamina¢@o por micotoxinas
¢ dificil de se evitar, pois existem inumeros fatores que atuam em conjunto, favorecendo a
contaminacdo da cultura ou da forragem por fungos e a medida que ocorrem alteracdes do
padrdao climdtico mundial, fendmenos do tipo el nifio e la nifia, sdo encontrados fungos
produtores de micotoxinas em 4areas consideradas anteriormente livres destes patdgenos
(NETTO et al., 2002).

2.4 Mecanismos de Acao da Ocratoxina A
A ocratoxina A tem algumas caracteristicas na sua molécula que a levam a um status
de risco sanitdrio elevado. As micotoxinas em geral sdo metabdlitos secundérios, e até hoje

sdo descritas como substancias que nao exercem influéncia sobre o metabolismo e o
crescimento fingico diretamente (PITT, 2000). A maioria apresenta-se com peso molecular
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entre 50 e 500 Dalton e, desta forma, essas pequenas moléculas ndo demonstram propriedades
antigénicas, ndo induzindo assim a resposta do sistema imunolégico humano (ELLING, 1977,
PIER, 1992; PITT, 2000). O principal perigo das micotoxinas na dieta humana reside na sua
inabilidade do nosso organismo para detectd-las biologicamente (PITT, 2000). Algumas
caracteristicas quimicas, fisicas e fisico-quimicas da ocratoxina A estdo representadas no
quadro 1.

Quadro 1: Caracteristicas quimicas, fisicas e fisico-quimicas da ocratoxina A.

Ocratoxina A

¢ Nome (chemical abstract): L-Phenilalanine, N-[(5-chloro-3, 4-dihydro-8-hydroxy-3-methyl-1-oxo-1H-2-
benzopyran-7-yl)-carbonyl]-R-

¢ Nome sistemdtico (IUPAC): N-{[(3R)-5-chloro-8hydroxy-3-methyl-1-oxo-7-isochromanyl]carbonyl }-3-
phenyl-L-alanine

¢ Sinonimia: (-)-N-[(5-chloro-8-hydroxy-3-methyl-1-oxo-7-isochromanyl) carbonyl]-3-phenylalanina

e N°registro no CAS: 303-407-9

Caracteristicas e propriedades fisico-quimicas

e Descricdo: cristais brancos (recristalizados de xileno); intensa fluoresc€ncia em luz ultravioleta, emitindo
fluorescéncia verde e azul, em solucdes dcidas e alcalinas, respectivamente.

e Peso molecular: 403,84 Dalton

¢ Ponto de fusdo: 169°C — recristalizada de xileno e em benzeno como 90°.

e Absorbancia UV maxima (benzeno): 213,332 nm (¢ 36.800, 6.400)

(etanol): 215,333 nm (g 34.000, 2.400)

¢ Emissao de fluorescéncia: maxima a 467 nm em etanol a 96% e de 428 nm em etanol absoluto

e Reacido 6tica: [a]*' -46.8° (c=2,65 mmol/L [1,07 g L] em cloroférmio) e [a]*’; -118° (c=1,1 mmol/L em
cloroférmio.

Solubilidade

¢ A forma de 4cido livre ¢ moderadamente soliivel em solventes organicos como: cloroférmio, etanol, metanol
e xileno.

e Agual mgml'a19°C

e DMSO (dimetilsulféxido): > 100 mg ml" a 19°C
e Etanol 90%: 10 a 50 mg ml™" a 19°C

e Metanol: moderadamente soltivel

e Acetona: 50 a 100 mg ml™" a 19°C

e Tolueno: nio avaliado.

¢ Cloroférmio: nao avaliado.

Fonte: KUIPER-GOODMAN, 1991; WHO, 1993; THE MERCK INDEX, 1976; ROSA,1999.

Existe uma relacdo da farmacocinética da ocratoxina A com suas propriedades de
ligacdo com a albumina e esta varia entre as diferentes espécies animais, inclusive o homem,
devido as diferencas na fisiologia destes (GALTIER, 1991; MARQUARDT; FROHLICH,
1992). Fatores como a constante de dissociacdo, a porcentagem de toxina livre ou ndo ligada e
a meia-vida desta toxina apds inje¢do intravenosa t€m sido avaliadas, embora permaneca
desconhecida a relagdo entre a ligacdo das proteinas, a baixa taxa de depuracdo da toxina
(clearance) para a circulagdo sistémica e a toxicidade da ocratoxina A (MARQUARDT;
FROHLICH, 1992). Quanto a absor¢do e distribui¢do, a ocratoxina A parece ser absorvida de
forma passiva através da membrana lipidica do trato gastrointestinal na sua forma nao
ionizada ou parcialmente ionizada (GALTIER, 1991, MARQUARDT; FROHLICH, 1992;
GODIN et al., 1997, BERGER et al.,, 2003). A ocratoxina A é uma micotoxina com
propriedades de um anion organico e acredita-se que sua entrada nas células tubulares renais
ocorra na por¢cao média e terminal do tubulo proximal através do sistema de transporte
organico (FRIIS; BRINN; HALD, 1988; ; GALTIER, 1991; STORMER, 1992; WHO, 2001).
O grupo hidroxi-fenélico no anel diidro-isocumarinico e o grupo carboxilico em fenilalanina
sd0 os responsaveis primdrios pela absorcdo da ocratoxina A, pois sdo eles que dao as
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propriedades de dcido fraco da molécula (GALTIER, 1991; MARQUARDT; FROHLICH,
1992; GODIN et al., 1997). A maioria dos eletrélitos de propriedade quimica 4cido fraca tem
na difusdo da forma ndo ionizada o principal mecanismo de transferéncia gastrointestinal
(GALTIER, 1991; GODIN et al., 1997). Alguns trabalhos sugerem que na maioria das
espécies animais, a ocratoxina A € absorvida primariamente pelo estdmago. Outros ainda
relatam que a absor¢do méxima ocorre no esodfago e, em menor grau, no jejuno (GALTIER,
1991). No sangue dos animais e dos homens, a toxina estd firmemente ligada as proteinas
plasmadticas, ndo sendo descritas filtracdo glomerular. Segundo estudos esta penetra na célula
através da membrana peritubular (FRIIS; BRINN; HALD, 1988; WHO, 2001). A ligacdo com
as proteinas plasmadticas evitaria sua reabsor¢do pelos enterdcitos através de sua membrana
basolateral (BERGER et al., 2003). A secrecdo tubular renal e a reabsorcdo da micotoxina
poderiam facilitar sua persisténcia residual nos rins (GALTIER, 1991). Outro fator que pode
influenciar na taxa de absor¢do da ocratoxina A pelos animais € o pH da digesta. Com pH
mais 4cidos, a taxa de absor¢@o seria maior nas paredes do trato gastrointestinal. Presume-se
que o baixo pH do rdmen, particularmente nos animais alimentados com dietas com maior
concentracdo de graos e menor concentracdo de silagem poderia facilitar a absor¢do direta da
ocratoxina A do rimen para o sangue (MARQUARDT; FROHLICH, 1992). Residuos de
ocratoxina A geralmente nio sdo encontrados nos ruminantes porque ela € clivada no rimen
por protozodrios e enzimas bacterianas proprios deste ambiente, sendo detectado em menor
escala apenas tracos de ocratoxina o que é um produto nao téxico derivado da degradacdo da
toxina pela flora natural dos ruminantes (GALTIER, 1991; MARQUARDT; FROHLICH,
1992). Como descrito, a alta afinidade de ligacdo entre a ocratoxina A e constituintes do
plasma sdo responsaveis por facilitar a absor¢c@o passiva de formas ndo ionizadas pelo sistema
digestivo. Esta afinidade é um fator importante que afeta a toxidez da ocratoxina A, atuando
também no atraso da sua eliminacdo através da limitacdo da transferéncia da toxina da
corrente sangiiinea para as células hepdticas e renais, contribuindo assim para prolongar sua
meia-vida. Além da albumina do plasma, existem estudos que evidenciam a existéncia de uma
molécula de baixo peso molecular (20.000 Dalton) que se liga mais especificamente a
ocratoxina A, sendo relevante no aspecto da nefrotoxicidade dos efeitos em mamiferos, pois
as suas moléculas poderiam passar facilmente pela membrana glomerular normal,
possibilitando o acimulo de ocratoxina A nos rins, fato que nio acontece na ligacdo com a
albumina (MARQUARDT; FROHLICH, 1992). Dentre algumas espécies estudadas, bovinos,
suinos e humanos possuem uma maior afinidade de ligacdo entre a ocratoxina A e a albumina
sérica do que espécies como aves, ratos e ovinos (GALTIER, 1991; WHO, 2001). Os suinos
tem uma sensibilidade alta se comparado aos animais destinados a alimentacdo humana
produzidos em maior escala. Assim, a taxa de biotransformacao de ocratoxina A em suinos é
baixa, com uma meia-vida apds a ingestdo de cerca de 89 horas (DRAGACCI et al., 1999) e
apds injecdo intravenosa de cerca de 150 horas (MARQUARDT; FROHLICH, 1992). J4 a
meia-vida avaliada para codornas foi de 12 horas, para o rato de 170 horas e para o macaco de
840 horas (35 dias) apds injec@o de ocratoxina A via intravenosa. Esses valores sugerem uma
forte ligacdo entre a molécula de ocratoxina com as proteinas plasmadticas do sangue de
animais, principalmente os suinos, e também uma forte correlacdo positiva devido a meia-
vida desta molécula ser maior e com isso proporcionar um maior tempo de permanéncia no
organismo destes animais, antes de sua eliminacdo (MARQUARDT; FROHLICH, 1992;
GALTIER, 1991; WHO, 2001).

Os metabdlitos secunddrios aparecem a partir de derivados formados pelo
metabolismo primadrio e as cinco principais vias metabodlicas sdo: via dos aminoacidos; via do
acido shikimico para a biossintese de aminoacido aromético; via biossintética dos policetideos
para a acetil-coenzima A (CoA); via do dcido mevaldnico para a CoA e polissacarideos e
peptideopolissacarideos. Segundo Galtier (1991), a hidrélise da ocratoxina A no seu derivado
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isocumarinico (ocratoxina a) € a principal via metabdlica. Essa detoxificacdo ocorre através
da acdo de carboxipeptidases bacterianas presentes no estdmago de ruminantes € no intestino
grosso de outros animais. A 4-hidroxiocratoxina A é o principal metabdlito hepético e a razao
entre esse metabodlito e a ocratoxina A excretada na urina pode estar relacionada com o
potencial carcinogénico da toxina, visto que o metabdlito € um agente imunossupressor quase
tdo efetivo quanto a ocratoxina A.

Os problemas decorrentes da presenca da ocratoxina A no organismo de um animal ou
de uma pessoa sdo cumulativos, afetam a protecdo e o equilibrio natural dos sistemas
imunoldgicos e estdo diretamente ligados ao periodo silencioso da doenga, que € longo, até o
aparecimento repentino dos sintomas (CRUZ, ROSA, 1981; BARISIC et al., 2002). Esta
toxina entra nas células e tem a capacidade de inibir a fosforilagdo oxidativa mitocondrial
(LINDNER, 1990; STORMER, 1992; BARISIC et al., 2002; WHO, 2001), interfere no
acimulo de 4cido p-aminohipurico, que é um parametro para a via de transporte anidnico e
também prejudica a via de transporte cationica (STORMER, 1992; WHO, 2001).

As micotoxinas podem provocar o aumento da glicemia com o acimulo de glicogénio
no figado ao inibir a ativacdo de diferentes enzimas participantes do metabolismo do
glicogénio e da glicose, como a fosforilase-quinase, enzima chave na gliconeogénese renal,
exercendo um efeito negativo neste processo (LINDNER, 1990; MARQUARDT;
FROHLICH, 1992; STORMER, 1992; CERAIN et al., 2000; WHO, 2001). A diminuicdo da
sintese de proteina DNA e RNA ¢ um dos principais efeitos da contaminagdo por ocratoxina
A pois é uma toxina que tem a caracteristica de ser um potente inibidor da fenilalanina-tRNA
ligase apds agregar-se ao grupo L-fenilalanina da ocratoxina A (LINDNER, 1990;
STORMER; 1992; MALAGUTTI et al., 2005). Testes em ratos de laboratério em estado de
avancada gestacdo evidenciam a interferéncia da ocratoxina A sobre o DNA, induzindo a
formacdo de adutos e demonstrando a genotoxicidade desta molécula. Estes diferentes adutos
foram importantes nos rins e no figado dos animais testados e na sua cria, indicando também a
contaminagdo transplacentdria desta micotoxina, constituindo uma séria ameaca quanto a
exposicdo dos individuos (PETKOVA-BOCHAROVA et al., 1998). As lesdes dos rins estdo
relacionadas com a perda de atividade de diversas enzimas do tibulo contornado proximal. A
ocratoxina A provoca a liberacdo de alanina-aminopeptidases e leucina-aminopeptidases,
como resultado da inibicdo do transporte anidnico e, também, inibe a enzima
fosfoenolpiruvatocarboxinase, bloqueando, assim, a gliconeogénese nos rins. A diminui¢ao da
atividade desta enzima é considerada por alguns pesquisadores um indicador especifico e
altamente sensivel de ocratoxina A em suinos (KROGH et al., 1988).

Fatores como a via de introdu¢@o, com o tempo decorrente da entrada da ocratoxina A
no organismo e com a perfusdo sanguinea do 6rgao atingido determinam a distribui¢ao da
ocratoxina A pelos tecidos. Através da via oral, a maior concentracdo de ocratoxina A foi
encontrada apds 24 horas principalmente no trato gastrointestinal seguido de significantes
niveis de ocratoxina A nos rins, figado, cérebro, musculos, pele e gordura (KROGH; HALD;
PEDERSEN, 1973; KROGH, 1976; MADSEN; MORTENSEN; HALD, 1982; GALTIER,
1991). Em ratos, existe maior possibilidade de retencdo de residuos em 6rgdos com menor
perfusdao como a pele, musculos, gordura, olhos e certas glandulas (GALTIER, 1991). Em
alguns animais como ratos e coelhos, bem como nos humanos, a transferéncia da ocratoxina
A para o leite ja foi determinada. Nos ruminantes, apenas foram observados residuos no leite
devido ao metabolismo desta micotoxina pela microflora intestinal (CREPPY, 2002). A
prevencdo contra a toxicidade da ocratoxina A através de aspartame ja foi relatada em
trabalho técnico (CREPPY, BAUDRIMONT, ANNE, 1998). Um trabalho ja apontou para
efeitos imunotdxicos deletérios em ratos apds ingestao via oral (ALVAREZ et al., 2004) e em
bodes (BIRO et al., 2001). Pode ainda ocorrer, experimentalmente, a transferéncia placentaria
da toxina e também a presenga no leite de matrizes de suinos (GALTIER, 1991). Com relagdo
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aos mecanismos de defesa celular,estes sao ativados apds a exposicao da célula a situacdes de
hipertermia, cirurgia, anestesia, dano tecidual, isquemia, diminui¢cdo da reperfusdo sanguinea,
inflamacdo, injdria oxidativa e uma variedade de outros estimulos (BARISIC et al., 2002). A
ocratoxina A interfere em muitos processos ao nivel celular como a sintese protéica e o
metabolismo energético. Observacdes realizadas posteriormente a exposi¢do natural ou
experimental a ocratoxina A demontraram um grande nimero de alteracdes morfoldgicas e
bioquimicas primariamente nos tibulos proximais renais €, em menor extensao, no figado, no
cérebro e em outros tecidos (BARISIC et al., 2002).

Quanto a excre¢ao das micotoxinas, € importante observar as rotas de eliminagao, ja
que através delas consegue-se observar as fases e o tempo de duracdo desde sua entrada no
organismo até sua eliminacdo. A toxina, apds a circulacdo enterohepdtica, € excretada nas
fezes e urina em varios metabdlitos ainda nao totalmente identificados. A toxina ndo atravessa
a placenta em fetos de fémeas suinas. O transporte da toxina nos rins € mediado por um
sistema de transporte organico renal de cariter anidnico, podendo o préprio metabolismo
renal contribuir para a detoxificagdo (GALTIER, 1991; MONACI, PALMISANO, 2004).
Apesar da evolugdao do conhecimento sobre os efeitos da ocratoxina A, o preciso mecanismo
de acdo da toxina € desconhecido (STORMER, 1992; MONACI, PALMISANO, 2004).

2.5 Quadro Clinico e Achados Anatomopatolégicos em Suinos

Os suinos criados em regime intensivo sdo animais altamente sensiveis a alteragdes
seja no manejo, seja no ambiente. Eles necessitam de bons controles na granja para que nao
fiquem expostos a infec¢des microbianas. Além de todo o cuidado com o seu manejo, o
arracoamento deve ser feito para que todo o potencial genético seja aproveitado da melhor
maneira possivel, diminuindo custos e aumentando o aproveitamento dos insumos. Assim, 0
alimento que entra na granja deve ser de boa qualidade para que problemas de origem flngica
ndo estejam presentes para que nao aumentem os custos com perdas como a diminuicdo da
eficiéncia de conversdao alimentar, por exemplo (SOBESTIANSKY et al.,, 1999). A
micotoxicose aguda nos animais ocorre devido a ingestdo de altos niveis de micotoxinas e
resultam em sintomas similares a um envenenamento. Inicialmente comec¢a com vOmito,
diarréia, prostracdo e morte pode ser repentina e drédstica. A micotoxicose aguda pode ser
ocasionalmente confundida com doenga viral ou bacteriana aguda devido a rapidez e
severidade dos sintomas. Quando isso acontece, falhas nos tratamentos terapéuticos indicam o
erro no diagndstico. A recuperacdo da forma aguda € rara devido aos danos causados no
figado e outros o6rgaos vitais (KROGH, 1976; PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980;
OSWEILLER, 1998; DRAGACCI et al., 1999 PITT, 2000; DILKIN, 2002; WILCOX, 2008).
Entretanto, a ocorréncia de micotoxicoses nos animais que mais se percebe é a forma cronica.
Esta se da pela ingestdo de niveis sub-agudos de micotoxinas e a apresentacdo clinica dos
sintomas geralmente estd ausente, ocorrendo no miximo, redu¢do no ganho de peso e perda
de apetite. Pode causar também reduc¢ao da resisténcia natural contra doengas e infeccoes e se
torna assim um fator complicador para o diagndstico e tratamento de doencgas nos animais de
uma forma geral (RUTQVIST et al.,, 1978; KROGH et al.,, 1979; COOK et al., 1986;
OSWEILLER, 1998; CURTUI et al., 2001; DILKIN, 2002; WILCOX, 2008). Animais
contaminados por ocratoxina podem demonstrar de forma lenta e incompleta sinais de
recuperagcdo desta micotoxicose quando arracoados com alimentos livres de micotoxinas
(MADSEN; MORTENSEN; HALD, 1982; HALD, 1991).

Os suinos sdo um dos grupos animais que apresentam maior sensibilidade a acdo da
ocratoxina A. Sua intoxicagdo, assim como da grande parte dos animais, se da através da
ingestdo de grdos contaminados por fungos produtores desta toxina (KROGH, 1976;
HERRMAN, 1991; DRAGACCI et al., 1999; WHO, 2001; MALAGUTTI et al., 2005;
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PFOHL-LESZKOWICK, MANDERVILLE, 2006). Assim como 0s outros animais, o grau de
intoxicacdo vai depender de alguns fatores. Ao ingerir o alimento contaminado, os animais
suscetiveis como os suinos podem iniciar um processo de intoxicagdo que varia da forma
aguda a cronica, dependendo da concentragdo e duracdo da exposicdo a toxina e da idade e
estado nutricional do animal (KROGH, 1976; PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980; WOOD,
1992; DRAGACCI et al., 1999; PITT, 2000; LAWLOR; LYNCH, 2001, KELLER et al.,
2007). A fisiologia e a estrutura dos 6rgdos, principalmente os 6rgaos alvos que sdo os rins e
o figado, podem ser afetados até o ponto de levar a 6bito em casos extremos, além do efeito
deletério nos tecidos musculares (KROGH, 1976; DRAGACCI et al., 1999 PITT, 2000). A
dose letal 50% (DL50) de ocratoxina A para os suinos € de 1,0 a 6,0 mg/kg de peso vivo,
enquanto que para camundongos € de 46 a 58 mg/kg pv e, para os ratos adultos, de 20 a 30
mg/kg pv (MARQUARDT; FROHLICH, 1992).

Os animais podem sofrer de intoxicagdes simultaneas por diferentes micotoxinas.
Algumas interagem sinergicamente e outras antagonicamente. Esta condicao € facilitada pela
possibilidade da ocorréncia de mais de uma micotoxina em um mesmo produto alimenticio
(KROGH; HALD; PEDERSEN, 1973; TAPIA; SEAWRIGHT, 1985; HARVEY et al., 1989;
BRAUNBERG et al.; 1992; SPEIJERS; SPEIJERS, 2004). Alguns estudos apresentam dados
que demonstram efeitos aditivos ou uma leve tendéncia para os efeitos sinérgicos entre a
ocratoxina A e a citrinina (KROGH; HALD; PEDERSEN, 1973; MANNING et al., 1985;
BRAUNBERG et al., 1994; SPEIJERS; SPEIJERS, 2004), entre a ocratoxina A e a aflatoxina
(PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980; TAPIA; SEAWRIGHT, 1985), entre a ocratoxina A e
a toxina T-2 (tricoteceno) (HARVEY et al., 1994) e entre a ocratoxina A e o 4cido penicilico
(STOEV et al., 2001) entre outros, enquanto outros estudos ndo encontraram evidéncias para
qualquer tipo de efeito significativo (MANNING et al., 1985). No Brasil, a nefropatia
micotéxica suina aguda ja foi diagnosticada em Santa Catarina quando 400 suinos morreram
em um intervalo de sete dias devido a ingestdo de milho contaminado por Aspergillus
ochraceus (CRUZ et al., 1984). Esta mesma patologia causada por citrinina também ja foi
observada no estado do Rio de Janeiro devido a ingestdo de restos de cervejaria compostos
por cevada contaminada por Penicilium citrinum (ROSA et al., 1985). Também no Sul do
pais pesquisadores determinaram quantidades de ocratoxina A em sangue de suinos
(SANTURIO, MALLMANN, 1993; MALLMANN et al., 1994).

Os sinais clinicos mais comuns em suinos com ocratoxicose sdo: polidipsia, politria,
anorexia, vomito, diarréia, enterite, desidratacdo, depressdo, diminui¢do da taxa de ganho de
peso e diminuicdo na ingestdo de racdo. Outros exames podem constatar alteracdes como
proteindria, glicosuria, reducdo da fung¢do imunoldgica e alteragdes nos niveis bioquimicos
séricos, além de rins pdlidos e aumentados, degeneracdo tubular e fibrose cortical.
(SZCZECH et al., 1973; KROGH, 1976; THACKER; CARLTON, 1977; PIER; RICHARD;
CYSEWSKI, 1980; WHO, 1984; TAPIA; SEAWRIGHT, 1985; MANNING et al., 1985;
COOK et al., 1986; MARQUARDT et al., 1988; PIER, 1992; STORMER, 1992; HARVEY
et al., 1994; OSWEILLER, 1998). Nota-se que estes sinais clinicos podem ser confundidos
com inimeras outras patologias, devendo assim, o médico veterindrio atentar-se para oS
fatores ambientais e para um bom histérico durante o questionamento na anamsese.

A conseqiiéncia de alimentar suinos com cereais contaminados por micotoxinas
como a ocratoxina A é, primariamente, o desenvolvimento de nefropatia resultando na
baixa producao e possivel morte dos animais e, secundariamente, a presenca de residuos
(ocratoxina A) em orgaos e tecidos nos animais produtores de carne, representando
assim um problema de Satde publica (KROGH, HALD E PEDERSEN 1973; PIER;
RICHARD; CYSEWSKI, 1980; MORTENSEN et al., 1983; WHO, 1984).

O estudo dos Orgdos alterados macroscopicamente por laboratérios de anatomia
patoldgica € uma importante ferramenta no diagndstico da OTA. Nao se constitui, porém,
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num fator determinante para fechar um diagnéstico (KROGH et al., 1976; KROGH, 1977,
RUTQVIST et al., 1978; KROGH et al., 1979; GOLINSKI et al., 1984; ELLING et al., 1985;
COOK et al.,, 1986; HARVEY et al., 1989, HARVEY et al., 1994; STOEV et al., 2001;
BARISIC et al., 2002). E muito vélido para o dimensionamento das lesdes e, muitas vezes,
para indicar os casos suspeitos de determinadas patologias (ELLING et al., 1985; COOK et
al., 1986; STOEV et al., 2001; BARISIC et al., 2002). Lesdes nos rins de suinos abatidos em
matadouros inspecionados no Brasil dificilmente sdo examinados no aspecto microscopico
posteriormente a condenagdo do O6rgdo. Desde 1978 a Dinamarca tem indiretamente
controlado através do exame macroscOpico o nivel de ocratoxina A em suinos apds o abate.
Ao constatarem alteracOes sugestivas, os rins examinados sdo testados quimicamente para
ocratoxina A e se tiverem niveis iguais ou superiores a 25 pg/kg de rim suino, suas carcagas
sao condenadas (KROGH, 1976; JORGENSEN, 1998). Observou-se que a meia-vida dos
residuos de ocratoxina A variava conforme o tecido estudado, sendo que o rim apresentou a
maior meia-vida, seguido pelo figado, musculo e gordura, propondo-se entdo que o rim possa
ser utilizado como um indicador na inspecdo de carnes (KROGH et al., 1976). Para o
diagndstico definitivo deve-se correlacionar os achados anatomopatolégicos, o exame clinico
e a detecg¢do da toxina no alimento ou no animal através de métodos analiticos, o que em geral
nao ¢é avaliado (COOK et al., 1986; MILICEVIC et al., 2007, 2008). Sao relacionadas
alteracdes renais como a degeneracdo e atrofia tubular, fibrose periglomerular e fibrose
intersticial, descamacdo e necrose das células epiteliais dos tibulos contornados proximais,
estendendo-se para os néfrons, dilatacdo dos tibulos contornados e coletores, reducdo das
bordas em escova. Essas alteracdes sdo varidveis, ndo sendo, portanto, condi¢do especifica
para a presenca da ocratoxina A (KROGH; HASSELAGER; FRIIS, 1970; SZCZECH et al.,
1973; ELLING, 1977; RUTQVIST et al., 1978; KROGH et al., 1979; GOLINSKI et al.,
1984; TAPIA; SEAWRIGHT, 1985; ELLING et al., 1985; COOK et al., 1986; ROUSSEAU
et al., 1987; GALTIER, 1991; HALD, 1991; MARQUARDT; FROHLICH, 1992; HARVEY
et al., 1994; DRAGACCI et al., 1999; STOEV et al., 2001). Macroscopicamente, pode-se
visualizar com maior freqii€ncia o aumento de tamanho, cor alterada de leve a
pronunciadamente palida e com pontos esbranquicados, superficie lisa ou com vesiculas, e ao
corte, grandes quantidades de tecido conectivo no cértex, com cistos entre eles (ELLING;
MOLLER, 1973; RUTQVIST et al., 1978; PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980; HALD,
1991; STOEV; HALD; MANTLE, 1998). A anélise sanguinea quanto a presenca de residuos
de ocratoxina A tem sido muito estudada e correlacionada aos achados histopatolégicos
(RUTQVIST et al., 1978; KROGH et al., 1979; MORTENSEN, HALD, MADSEN, 1983;
GOLINSKI et al., 1984). Demonstrou-se em um estudo que as concentracdes de ocratoxina A
no sangue e no plasma foram, respectivamente, cinco e treze vezes maior que as
concentracdes nos rins (RUTQVIST et al., 1978; HULT et al., 1979).

2.6 Métodos Analiticos para Detec¢ao da Ocratoxina A

A ocratoxina A pode ser identificada em diferentes tecidos, principalmente o renal e o
hepatico e também no sangue e urina. Portanto, o diagnéstico definitivo € realizado através da
analise da presenga da micotoxina no alimento dos animais intoxicados ou ainda sobre os dos
tecidos dos animais suspeitos de contaminacdo por micotoxinas (CHU, 1992; WHO, 2001;
DILKIN, 2002; BLESA et al., 2004; PATERSON, VENANCIO, LIMA, 2004). Existe uma
tecnologia crescente dos métodos analiticos, o que possibilita a realizacdo de exames cada vez
mais especificos e sensiveis (NGILORITI; KROLL, 1990; DILKIN, 2002). Ja foram
desenvolvidos diversos protocolos usando as técnicas de cromatografia em camada delgada -
CCD (GATENBECK; HULT; RUTQVIST, 1977; HULT et al., 1979; HULT et al, 1980;
NGILORITT; KROLL, 1990; OMINSKI et al., 1996), cromatografia liquida de alta eficiéncia
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— CLAE (HUNT; PHILP; CROSBY, 1979; MARQUARDT et al., 1988; MALLMANN et al.,
1994; OMINSKI et al., 1996; ENTWISLE et al., 1997; VALENTA, 1998; CURTUI et al.,
2001; BIRO et al., 2002; FILALI et al., 2002; DOMIJAN et al., 2003; BLESA et al., 2004;
KOLLER et al., 2004; MONACI et al., 2004 TARIN; ROSELL; GUARDINO, 2004;
CECCI et al., 2007), radioimunoensaio - RIA (ROUSSEAU et al, 1987; FUKAL, 1990) e
ELISA (MORGAN et al., 1986; BIRO et al., 2002; MATRELLA et al., 2006). A Organizacao
Mundial de Satide considera a técnica de cromatografia liquida como a mais indicadas para a
analise da ocratoxina A (WHO 2001; MATRELLA et al., 2006). Os detectores mais usados
na CLAE sao os fotométricos, baseados na absorbancia, no ultravioleta e no visivel. Os
detectores de fluorescéncia, utilizados como método de detec¢do especifico, sdo sensiveis
para substancias que fluorescem. Este tipo de detector pode detectar quantidades de ordem
picograma. Também sdo utilizados detectores por indice de refracdo, os quais acompanham
continuamente a diferenca no indice de refracdo entre a fase mével pura e o efluente que sai
da coluna contendo os componentes da amostra. A resposta deste detector é moderada,
geralmente de ordem micrograma (ZIMMERLI, DICK, 1995; PERES, 2002; BLESA et al.,
2004). O método fluoroespectrofotométrico é baseado na diferenca entre o espectro
fluorescente de excitagdo da ocratoxina A e da ocratoxina a, utilizando carboxipeptidase A
para clivar ocratoxina A em ocratoxina o e fenilalanina. A quantificacdo da ocratoxina A ¢é
feita a partir da perda de intensidade fluorescente a 380nm, que é o pico de excitacdo maxima
da ocratoxina A (GATENBECK; HULT; RUTQVIST, 1977; HULT et al., 1979; HULT et al.,
1980). Pode-se utilizar acoplada a técnica de CLAE, um espectrometro de massa para
confirmar a presenca da ocratoxina (JORGENSEN; VAHL, 1999). Algumas técnicas utilizam
colunas de imunoafinidade para melhorar a qualidade das amostras e diminuir interferentes
(UENO et al., 1991; SHARMAN, MACDONALD, GILBERT, 1992; ZIMMERLI, DICK,
1995; SCOTT, TRUCKSESS, 1997; PASCALE, VISCONTI, 2000).

2.7 Legislaciao

O impacto das micotoxinas na saude humana e animal € atualmente reconhecido e se
estima que as mesmas causem graves perdas econdmicas , estimadas em milhdes de ddlares
em todo o mundo (VAN EGMOND, 1995; PERAICA et al.,, 1999). Frequentemente
mudancas de atitudes frente questdes de cunho legislativo sdo motivadas por pressoes
econdmicas no nosso pais e em muitos outros. O aumento da concorréncia e a alta
produtividade de paises emergentes como o Brasil tem motivado o surgimento de barreiras
estritamente econdmicas disfarcadas por motivos de ordem sanitaria.

Fatores que tem influenciado as decisdes tomadas pelas autoridades sanitdrias para
estabelecer os limites aceitdveis para certas micotoxinas ndo tem sido embasados
necessariamente por conhecimentos cientificos (VAN EGMOND, 1995; CALDAS; SILVA;
OLIVEIRA, 2002; BENNETT; KLICH, 2003; PATERSON; VENANCIO; LIMA, 2004).
Alguns destes fatores podem estar relacionados com a disponibilidade de dados toxicoldgicos,
a disponibilidade de dados analiticos de inspecdes nos produtos, a distribuicdo das
micotoxinas sobre os géneros alimenticios, a disponibilidade de métodos para a andlise, a
existéncia de legislacdo em paises com os quais se relacionam comercialmente, o suprimento
suficiente de alimentos, entre outros (VAN EGMOND, 1995).

Através de um sistema integrado € que o controle do risco associado com a contaminagao
das micotoxinas seria possivel para garantir a seguranca dos alimentos processados, que, sem
a aplicacdo das boas praticas de manufatura, prevencio e controle da qualidade em todos os
pontos da produ¢@o ndo se torna adequado qualquer tipo de controle. Deve-se ainda respeitar
um modelo de controle para cada tipo de toxina especifica. Um programa adequado para
assegurar um alimento livre de micotoxinas deve considerar os seguintes passos:
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1- Estabelecer limites regulatorios.

2- Estabelecer programas de monitoramento.
3- Adotar um plano de amostragem adequado.
4- Controle na etapa do processamento.

a) Boas praticas de manufatura.
b) Controle de qualidade.
5- Descontamina¢do mediante tratamentos especificos
a) Avaliacdo do produto final.
b) Aceitacao do uso do produto tratado.

A avaliagdo de risco da ocratoxina A em alimentos ocorre oficialmente através de uma
junta de especialistas da Organizacdo das Nacgdes Unidas para Agricultura e Alimentagao
(FAO) e Organizacdo Mundial da Saide (OMS) que se reline regularmente para as
reavaliagdes pertinentes. Desde 1970 os contaminantes de alimentos t€ém sido avaliados pelos
comités dos 6rgaos mundiais, entre eles, o0 Codex Alimentarius. Sao as resolucdes tomadas a
partir destes encontros que estabelecem os niveis a serem seguidos pela comunidade
internacional para o comércio dos seus produtos (HERRMAN, 1991; WHO, 2001). A
Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo estima que um quarto de
todos os graos destinados a alimentos produzidos no mundo esteja contaminado em alguma
propor¢dao por micotoxinas. Isso se traduz em aumento dos custos para os produtores de
graos: menor rendimento, valor nutritivo e incremento nos custos de transporte; para os
pecuaristas: menor rendimento dos animais, problemas na reproducao, aumento na incidéncia
de enfermidades, gastos com pessoal veterinario, aumento dos custos de descontaminacdo e
perdas nos mercados; para os distribuidores: aumento nos custos de processos como de
secagem, detoxificacdo e capacidade de armazenamento; e para as industrias: perdas do
produto, custos de supervisdao e andlise de micotoxinas nos produtos (POSTUPOLSKI et. al,
1999; FINK-GREMMELS, 1999; OSWEILER, 2000; HUSSEIN E BRASEL, 2001;
BENNETT; KLICH, 2003).

Em relacdo a ocratoxina A, tem-se dado atencdo especial desde 1993, quando a
Agéncia Internacional para Pesquisa do Cancer (IARC) classificou esta toxina como um
carcinégeno humano do grupo 2B, baseado em suficientes evidéncias para carcinogenicidade
em estudos em animais de laboratério (WHO, 1993; PITTET, 1998, DRAGACCI et al.,
1999). O comité para aditivos alimentares da Organizacdo Mundial da Sadde estabeleceu em
1991 que para uma taxa de ingestdo toleravel de ocratoxina A, poderia ser aplicado um nivel
mais baixo de efeito observado de 0,008 mg/kg de peso corporal por dia. Baseado neste dado
foi estabelecido uma ingestdo tolerdvel semanal provisdria de 112 ng/kg de peso corporal
(HERRMAN, 1991). Em 2001, o limite da ingestdo tolerdvel semanal proviséria passou para
100 ng/kg de peso corporal (WHO, 2002).

Apesar da grande importancia econdmica, poucos sdo 0S paises que possuem uma
legislacdo que aborde os limites de tolerancia para micotoxinas em alimentos. O
estabelecimento de limites regulatérios varia de um pais a outro, dependendo da exposigao,
fatores politicos, sociais e econdmicos. Devido ao aumento na exportacdo de produtos
alimenticios se faz necessdrio estabelecer limites regulatérios nacionais e internacionais
(Marquardt et al., 1988). Em 1995, cerca de 60 paises enquadravam-se nesse grupo, embora a
maioria regulasse apenas os niveis para aflatoxinas, deixando de estabelecer doses maximas
para outros tipos de micotoxinas como a ocratoxina A, por exemplo (VAN EGMOND, 1995).
Atualmente o quadro ndo se alterou muito. Cerca de 90 paises possuem regulamentacdo ou
propostas sobre limites de micotoxinas em seus alimentos; 77 paises tem algumas
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regulamentacdes, embora 13 ndo possuam nenhuma regulamentacdo vigente (FAO, 1997;
BOUTRIF, CANET, 1998; KOE, 1999).

A presenca de aflatoxinas em alimentos foi regulamentada no Brasil, em 1976, pela
Resolucdo n® 34/76 da Comissdo Nacional de Normas e Padrdes para Alimentos (BRASIL,
1977), que prevé o maximo de 30 pug/kg (SILVA et. al., 1996). No MERCOSUL, apenas o
Uruguai possui limite para ocratoxina A em arroz, cevada, café e milho que é de 50ug/kg
(FONSECA, 2009). A legislacdo sobre aflatoxina refere-se aos produtos naturais e nao
contempla as demais micotoxinas. Porém, vdarios governos ja instituiram limites
regulamentares para micotoxinas em alimentos e ra¢des animais para venda ou importagao.
Os paises do MERCOSUL estabeleceram a Resolu¢do n°56/94, que foi internalizada pela
Portaria n°183 (de 21/3/96) do Ministério de Agricultura e Abastecimento. A Resolugdo n°
56/94 do MERCOSUL determina o méximo de 20 pg/kg para o somatdrio das aflatoxinas B1
+ B2 + GI + G2, desde que a aflatoxina B1 seja inferior a 15 pg/kg. Para o leite permite
limite méximo de 0,5 pg/L (ppb) (fluido) e 5,0 ug/L (em po) para aflatoxina M1; para o milho
e farinhas de s€émola, amendoim e pasta de amendoim o limite € de 20 pug/kg para aflatoxinas
B1+B2+G1+G2 (BRASIL, 1996; 2002). Em alimentos infantis aflatoxinas ndao devem ser
detectadas, e nas ragdes animais é permitido no maximo 100 ug/kg (SILVA et. al., 1996).
Esses limites estabelecidos no ambito do MERCOSUL sdo compativeis com outros paises e
sd0 compardveis aos estabelecidos por outros paises e recomendado pela Organizacdo
Mundial de Satde - OMS e pela Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e
Alimentacdao — FAO (WHO, 2002).. Quanto as outras micotoxinas, existem discussdes sobre a
zearalenona, a ocratoxina A e a patulina. Os tricotecenos constam da lista de prioridades e
para fumonisina ainda nao ha dados suficientes (VILAR, OLIVEIRA, STAMFORD, 2002).

Na legislacdo comum a todos os membros da Unido Européia, a ocratoxina A tem
limites para cereais crus (Sug/kg), produtos derivados de cereais para consumo direto
(Bug/kg) e frutas secas (10ug/kg) (CEE, 2002). Entretanto, alguns paises da Unido Européia
possuem legislacdes mais restritivas e especificas como o caso da Grécia que especifica
limites para café cru, suco e produtos de maca (20 pug/kg), a Itdlia para café cru (8 pug/kg),
café torrado e moido (4ug/kg), cacau e produtos derivados (0,5 pg/kg), carne de suino e
derivados (1ug/kg) e cerveja (0,2 pg/kg), a Dinamarca para rins suinos (25 pg/kg ou ng/g) e a
Suécia para racOes para aves (200ug/kg) e para suinos (100ug/kg) (FONSECA, 2009). Em
relac@o a regulacdo na Dinamarca, o limite maximo permitido de concentracdo de ocratoxina
A no rim foi alterado em 1980 para 25 ng/g, o que corresponde a 125 ng/ml de sangue ou 219
ng/ml de soro (MADSEN; MORTENSEN; HALD, 1982).

Os dados sobre as pesquisas realizadas no mundo sobre a ocratoxina A foram
revisados pelo comité da FAO entre 1996 e 2001. O continente que mais produziu material
cientifico sobre a ocratoxina A foi a Europa com 85% do total, seguido pela América do Sul
(7%), América do Norte (6%), Africa (1%) e Asia (1%). Entre as pesquisas levantadas, as
concentracdes de ocratoxina A em diferentes géneros alimenticios foram altamente varidveis
(FAO, 2001).

A necessidade de regulamentos que estabelecam limites maximos de tolerdncia de
micotoxinas em alimentos e racdes € geralmente, reconhecida nos paises desenvolvidos
enquanto muitos paises em desenvolvimento ndo possuem nenhuma legislacdo (Tabela 7).
Freqiientemente, paises que possuem uma legislacdo sobre determinado produto costumam
estabelecer barreiras comerciais em relagdo a paises que ndo possuem tais leis, para que sejam
minimizados os problemas com este tipo de contaminacao (WOOD, 1992; VAN EGMOND,
1995; SABINO, 1999, ABIPECS, 2009). Alguns paises como os Estados Unidos ja vem
impondo limites para alguns produtos em relacdo a determinadas micotoxinas (PATERSON;
VENANCIO; LIMA, 2004).
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Atualmente estd em consulta piblica uma nova proposta para adequac¢ido das normas
promovida pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (Consulta Pablica n° 100, de 21
de dezembro de 2009). As regras dispdem sobre limites méximos tolerados (LMT) de
micotoxinas em alimentos que para ocratoxina A tem os seguintes produtos comtemplados e
respectivos niveis (em pg/kg): Cereais e produtos a base de cereais, Café torrado, Café
solivel , Vinho, Condimento e especiarias (10,0); Alimentos infantis a base de cereais (2,0);
Produtos de cacau e chocolate (5,0) e Frutas secas e desidratadas (10,0).

Tabela 7: Niveis maximos de micotoxinas tolerados nos cereais e em alimentos a base de
milho para consumo animal (continua).

Pais Produtos Micotoxinas (ng/kg)
Dinamarca Cereais e subprodutos Ocratoxina A: 5
Franca Todos os alimentos AFB;: 10
Cereais ZEA: 200
Ocratoxina A: 5
Paises Baixos Cereais e subprodutos Todas as micotoxinas: 0
Roménia Todos os alimentos AFB;: 0 - ZEA: 30
Patulina:30
Ocratoxina A: 5
Suica Milho e cereais AFB;: 2
AFB, AFG, AFG,: 5
Produtos a base de cereal Ocratoxina A: 2
Produtos a base de milho FB, y FB,: 1000
Uruguai Cereais e milho Ocratoxina A: 50
Milho e aveia ZEA: 200

Fonte: BOUTRIF E CANET, (1998).

Dentre as recomendagles praticas para controle de micotoxinas (aflatoxinas,
ocratoxinas, zearalenona, toxina T-2, vomitoxina, fumonisina) estd o monitoramento
constante de grdos ou da propria planta, por meio de andlises laboratoriais. Este
monitoramento é o ponto fundamental num programa de controle de micotoxinas (WOOD,
1992; SABINO, 1999). Entretanto, é necessario que os laboratdrios estejam qualificados para
examinar lotes de graos que sdo importados ou exportados entre os paises (PIER; RICHARD;
CYSEWSKI, 1980). Sem informagdes toxicoldgicas ndo se pode determinar se a substancia
em questdo induz perigo ou ndo e para isso, € necessario monitorar os niveis de contaminac¢ao
por micotoxinas dos produtos, subprodutos e derivados de origem vegetal e colaborar com as
acOes de assisténcia técnica visando a prevencdo e controle de micotoxinas nas fases de
cultivo, colheita e pds-colheita (SABINO, 1999). Um efetivo programa de controle pode
reduzir as quantidades de ocratoxina A consumidas através de produtos derivados de suinos
(BUCHMANN; HALD, 1985) e evitar problemas de ordem judicial no que se refere a
presenca de micotoxinas nos alimentos (PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980; BENNETT;
KLICH, 2003).

Ainda hoje, apesar de todo o desenvolvimento tecnoldgico, continua sendo necessario
o estabelecimento de padrdoes de monitoramento e que sejam aplicadas medidas para o
controle especifico das diferentes micotoxinas nos diversos tipos de alimentos, desde cereais
até produtos industrializados de origem animal. Eliminar por completo o risco da presenca de
micotoxinas nos alimentos € improvavel, mas a minimizacdo de sua presenca deve ser
buscada o mais rdpido possivel.

2.8 Prevencao

Na industria animal, a redu¢do nas taxas de crescimento e na conversao alimentar
devido a contaminacdo da dieta de suinos por ocratoxina A tem resultado em perda financeira
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significativa para os produtores (MADSEN, 1982). Na suinocultura em especifico, faz-se
necessario a conscientizacdo do suinocultor em utilizar ra¢cdes de boa qualidade e livres de
ocratoxina A e outras micotoxinas (JORGENSEN; PETERSEN, 2002), ja que as micotoxinas
sdo consideradas contaminantes naturais de alimentos e sua formagdo € frequentemente
inevitdvel (BENNETT; KLICH, 2003). As racdes dos animais podem estar contaminadas
devido a microbiota ja existentes nos grdos que as compdem, levando a possibilidade da
intoxicagdo cronica destes (KELLER, et al., 2007). Muitas micotoxinas, como a ocratoxina
A, sdo altamente estdveis em condi¢Oes de alta temperatura (cozimento) e processamento,
podendo persistir em um produto por muito tempo apds os fungos terem desaparecido
(TRENK; BUTZ; CHU, 1971; PITTET, 1998). Alguns fatores que provavelmente afetam a
formacdo das micotoxinas sdo: umidade, temperatura, tempo, danos no grao, concentracao de
oxigénio e gés carbdnico, composi¢do do substrato, quantidade de fungos, prevaléncia de
cepas toxigénicas, interagdes microbioldgicas e presenca de vetores invertebrados
(MARQUARDT; FROHLICH, 1992; GODIN et al., 1997).

As medidas de preveng¢do podem ser usadas na pré-colheita, na pds-colheita ou
durante a estocagem (FAO, 2001). O uso de boas técnicas de manejo certamente auxilia na
minimizacdo do problema, mas ndo € totalmente como soluc¢do definitiva (OMINSKI et al.,
1996; PITTET, 1998; DILKIN, 2002; FAO, 2001). A reduciao da umidade dos cereais através
da secagem e o adequado armazenamento destes graos sdo de fundamental importancia para
reduzir os niveis de contaminacdo (TRENK; BUTZ; CHU, 1971; PIER; RICHARD;
CYSEWSKI, 1980; DILKIN, 2002; JORGENSEN; PETERSEN, 2002; FAO, 2001). Um teor
de umidade na estocagem abaixo de 15% pode controlar efetivamente a producido de
ocratoxina A nos graos (MARQUARDT; FROHLICH, 1992). O ideal é que a A, nos graos
esteja abaixo de 0,8 (MARQUARDT; FROHLICH, 1992; FAO, 2001).

O desenvolvimento de tecnologias na area dos produtos quimicos e na biogenética tem
trazido importantes beneficios para a industria de alimentos e para o consumidor ao
desenvolverem plantas mais resistentes aos fungos e pragas e substincias quimicas mais
eficazes no controle destes (BIGELIS, 1992; BENNETT; KLICH, 2003; FAO, 2001). Ainda,
com a conscientiza¢do ecoldgica, o aumento do interesse por antifingicos de origem biolégica
em detrimento dos produtos quimicos vem crescendo e alguns produtos tém sido
desenvolvidos com esta finalidade (TUPINAMBA et al., 2004). Monitoramento dos graos
através de técnicas de amostragem adequadas, andlises micotoxicoldgicas, uso de extratos
naturais de plantas medicinais como antimicrobianos, irradiacdo gama ou por feixe de
elétrons, adsorventes quimicos ou organicos, métodos fisicos (secagem dos graos, fumigacao,
aeragdo, refrigeracdo, estocagem hermética e uso de atmosfera modificada) fazem parte das
boas praticas para evitar ou controlar a proliferacio de fungos e também de micotoxinas
(PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980; MADSEN, 1982; PASTER et al., 1988S;
MARQUARDT; FROHLICH, 1992; GODIN et al.,, 1997; PITTET, 1998; FAO, 2001;
CREPPY, 2002; DILKIN 2002).E importante notar que nem todos 0s processos sao
aprovados ou permitem resultados consideraveis (FAO, 2001).

Se alimentos de qualidade inferior com presenca de ocratoxina A forem usados
durante o periodo de produgdo dos suinos, eles apresentardao menor ganho de peso e conversao
alimentar se comparados com animais alimentados com produtos de melhor qualidade e livres
desta micotoxinas. Entretanto, para reduzir a concentracdo da ocratoxina A na carne suina no
momento do abate os suinocultores podem utilizar um artificio de manejo que € alimentar
esses animais nas semanas que antecedem com racdes de boa qualidade (MADSEN, 1982;
MARQUARDT; FROHLICH, 1992; WOOD, 1992; JORGENSEN; PETERSEN, 2002).

2.9 Micotoxicoses em Humanos Transmitidas por Alimentos de Origem Animal
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As doencas transmitidas/veiculadas por alimentos de origem animal contaminados
constituem um grande problema para a Satde Publica dos diversos paises do Mundo. Os
microorganismos presentes nos alimentos podem causar diversos maleficios para os
consumidores, com agravantes que podem levar até a morte. As doengas de origem alimentar
causadas por bactérias concentram atualmente a maioria dos estudos em saide humana.
Avaliagdes indicam que o nimero total de pessoas afetadas por fungos é menor que o nimero
total de afetados por infec¢cdes bacterianas, virais e por protozodrios. Entretanto, as doengas
fingicas constituem um importante problema de satide quando abordado pelo lado cronico
das doengas. As contaminagdes alimentares pelas toxinas produzidas por fungos nos
alimentos sdo responsaveis por um grande nimero de mortes e € o maior problema quando se
fala em doengas cronicas (PITT, 2000; BENNETT; KLICH, 2003). A falta de informagdes e o
entendimento da ecologia de muitos fungos e da producdo de suas micotoxinas é um
agravante para o estudo da micotoxicologia (PATERSON; VENANCIO: LIMA, 2004). Com
isso, o levantamento estatistico do nimero de pessoas afetadas por micotoxicoses ainda é
precario e desconhecido (BENNETT; KLICH, 2003). Os efeitos téxicos das micotoxinas sao
mais conhecidos na prética da medicina veterindria. Micotoxicoses resultam de uma maneira
geral da contaminacdo dos alimentos, obtidos na regido ou importados, o que leva a notar a
possibilidade do grande espalhamento do problema caso haja contaminacdo do produto
alimenticio pelas micotoxinas. Assim, paises desenvolvidos ou ndo podem sofrer com as
micotoxinas. Uma coisa € certa no estudo das micotoxinas, elas costumam ser negligenciadas
nos livros-texto de medicina humana e ndo sdo adequadamente cobertas nos curriculos das
muitas escolas de medicina (PERAICA et al., 1999).

As micotoxicoses sdo adquiridas pelos homens principalmente via alimentar, mas
pode em menor escala ser transmitida respiratdria e dérmica, entre outras. Elas sdo exemplos
de intoxica¢do por via natural, assemelhando-se as patologias causadas pela exposicdo a
residuos de pesticidas ou metais pesados (BENNETT; KLICH, 2003). Alimentos como o
arroz que sdao consumidos numa faixa de mais de 70 kg /habitante/ano no Brasil podem
albergar uma ou mais toxinas (PERAICA et al.,, 1999; DESJARDINS et al., 2000;
REICHARDT et al., 2001). A maior parte das micotoxicoses tem cardter cronico, resultados
da exposi¢ao por um longo periodo de tempo e da ingestdo de pequenas quantidades de
toxina, induzindo doencas como o cancer de figado e de rim (PETKOVA-BOCHAROVA et
al.,1988; PITTET, 1998). Os sintomas de micotoxicoses dependem de muitos fatores como o
tipo de micotoxinas, quantidade e duracdo da exposi¢do, idade, saude, e sexo do individuo
exposto, entre outras em menor grau de importancia. As micotoxicoses podem aumentar a
vulnerabilidade para doencas microbianas, piorar os efeitos da desnutricio e interagir
sinergicamente com outras toxinas (BENNETT; KLICH, 2003). Por estes fatores pode-se
notar que as populacdes das nacOes menos desenvolvidas estdo mais sujeitas ao
desenvolvimento das micotoxicoses, agravado ainda pelas condicdes climdticas favoraveis e
problemas de manejo desde a producdo até o armazenamento e distribuicio dos graos
(BENNETT; KLICH, 2003; PATERSON; VENANCIO; LIMA, 2004).

Os programas de monitoramento dos niveis de contaminacao de alimentos por
micotoxinas revelam que a ingestio de carne e subprodutos de suinos contaminados
contribui para a exposicio humana, sendo importante que se estabelecam acoes de
vigilancia sanitdaria com vistas a seguranca dos alimentos (KROGH, 1976; RUTQVIST et
al., 1978; FROHLICH; MARQUARDT; OMINSKI, 1991; DRAGACCI et al., 1999;
CALDAS; SILVA; OLIVEIRA, 2002;). Estudos epidemiol6gicos foram realizados também
sobre as doencas ocupacionais, pois podem ser causadas também por micotoxinas. Ambientes
como fébricas processadoras ou distribuidoras de café, trigo, milho, ou outro grdo em que as
micotoxinas possam se desenvolver possibilita a exposicdo dos trabalhadores a grandes
quantidades de particulas suspensas no ar (HALSTENSEN et al., 2004; TARIN; ROSELL;
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GUARDINO, 2004). Outros estudos ja detectaram a presenca de fungos e bactérias em
sistemas de circulagdo de ar de prédios e casas, constituindo uma fonte de intoxica¢do, mesmo
que incomum (HENDRY; COLE, 1993; SKAUG; EDUARD; STORMER, 2000; TARIN;
ROSELL; GUARDINO, 2004; PORTNOQY et al., 2005).

Ao examinar os dados estatisticos sobre a ocratoxina A e outras micotoxinas de uma
maneira geral, nota-se que os paises mais desenvolvidos possuem maior ocorréncia
(JIMENEZ et al., 1999). Esta incongruéncia de situacdo deve-se ao fato de que nestes paises,
prioritariamente de clima temperados a frio, do nordeste até a regido central da Europa e o
Canadd, existe uma maior quantidade de dados estatisticos, devido a maior quantidade de
pesquisa realizada na drea, o que faz com que a ocorréncia seja virtualmente maior (BOZIC et
al., 1995; WHO, 2002).

A ocratoxina A foi descrita pela primeira vez nos Estados Unidos da América como
contaminante natural de alimentos em 1969 em amostras de milho (SHOTWELL;
HESSELTINE; GOULDEN, 1969). A exposicio do homem a ocratoxina A pode ocorrer
diretamente pelo consumo de graos contaminados ou indiretamente pelo consumo de tecidos
de animais expostos a toxina (FUKAL, 1990). Produtos como cereais, sementes oleaginosas e
frutas (trigo, cevada, aveia, milho, café, frutas secas, uvas, condimentos e ervas) e derivados
(farinha, paes e produtos de padaria, cerveja, vinho) e produtos de origem animais ou
derivados contaminados sdo os principais alimentos consumidos pelos homens que podem
servir de porta de entrada para a ocratoxina A (FROHLICH; MARQUARDT; OMINSKI,
1991; BOZIC et al., 1995; DRAGACCI et al., 1999; VRABCHEVA et al., 2000).

Os produtos derivados de carne suina sio considerados rotas provaveis de
exposicao e contaminacdo humana por micotoxinas (KROGH, 1976; FROHLICH;
MARQUARDT; OMINSKI, 1991; DRAGACCI et al., 1999). Um dos primeiros relatos da
presenca de ocratoxina A no sangue humano levantou como hipdteses para a entrada desta
toxina na cadeia alimentar os graos contaminados e os produtos suinos no final da década de
80 (FROHLICH; MARQUARDT; OMINSKI, 1991).

Devido a ocorréncia da ocratoxina A em uma ampla variedade de alimentos, a sua
presenca no sangue humano tem sido sugerida como um indicador para avaliar indiretamente
sua exposicdo (PITTET, 1998; VRABCHEVA et al., 2000). Pelo fato da ocratoxina A ser
solivel em gordura e ndo excretada rapidamente, ela acumula-se nos depdsitos de gordura dos
animais afetados, e € transferida para as pessoas que irdo ingerir este suino contaminado
(PITT, 2000).

Na Alemanha, 57% das amostras de sangue humano testadas foram positivas para
ocratoxina A; na Franca, 20%; na Tunisia, 82%; na Suica, 100% das amostras testadas
demonstraram concentracdes mensurdveis de ocratoxina A (com o menor limite de detec¢ao);
na Algéria 62%; no Canada, 40%; enquanto que no Marrocos, os exames revelaram que 60%
das amostras testadas foram positivas para ocratoxina A, sendo que destas, 61,5% eram
homens e 56% eram mulheres. Estes dados revelam que em muitos paises o sangue de
pessoas sauddveis freqiientemente contém ocratoxina A, confirmando uma difundida e
continuada exposi¢do. (KUIPER-GOODMAN, 1991; FILALI et al., 2002).

De acordo com pesquisas, a presenga de ocratoxina A na Europa central deve-se a
presenca constante desta toxina em muitos géneros alimenticios europeus, especialmente paes
e alimentos baseados em farinha de trigo e, por sua vez, a presenca da toxina nos animais que
tem sua dieta baseada nos cereais. (WHO, 2001).

Suspeita-se que a ocratoxicose esteja relacionada com a nefropatia endémica dos
Béalcas (NEB), pois sdo notadas muitas semelhancas nas alteragdes histopatolégicas e
funcionais nos rins tanto de humanos acometidos pela doenga, quanto de animais acometidos
pela nefropatia induzida por ocratoxina A, notadamente os suinos (KROGH, 1976; PERAICA
et al., 1999; MIDIO, MARTINS, 2000; WHO, 2001; FAO, 2001).
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Em alguns paises dos Balcas, a incidéncia de tumores no trato urindrio chega a ser
mais de 100 vezes maior que em dreas ndo afetadas por doengas renais (GODIN et al., 1997).
Desde a metade da década de 50 que se conhece esta sindrome, sendo a regido a pioneira na
descoberta e nos estudos sobre a mesma. (KROGH et al., 1976; GODIN et al., 1997; PFOHL-
LESZKOWICZ et al., 2002; BRANCO, 2006). As mulheres sao mais afetadas que os homens
e também possuem maior indice de mortalidade decorrente dessa patologia (STUDER-
ROHR, SCHLATTER, DIETRICH, 2000; WHO, 2001). Estas d4reas apresentam
contaminacdo freqiiente dos cereais com a ocratoxina A e também uma grande presencga desta
toxina no sangue da populacdo (WHO, 2001; FAO, 2001). Um estudo revelou que a
populacdo daquela regido encontrava-se exposta cronicamente aos riscos de contaminagdo
pela OTA. A totalidade das amostras de sangue analisadas em um grupo de voluntarios
apresentou quantidades significativas de OTA, variando de 0,2 a 10,4 pg de ocratoxina A por
litro de soro sanguineo, com uma média de 1,59ug/LL (PETKOVA-BOCHAROVA et al.,
2003).

O risco de exposi¢ao e a contaminacdo dos homens com a ocratoxina A sio elevados,
mas os estudos ndo descartam a possibilidade de uma etiologia multifatorial para o
surgimento da NEB (VRABCHEVA et al., 2000; WHO, 2001; FAO, 2001).

A nefropatia endémica dos Bdlcas € caracterizada pelo aparecimento tardio dos sinais
e sintomas clinicos e resulta de exposi¢do continua a ocratoxina A, sendo comum a co-
ocorréncia de outras doencgas. O estdgio inicial da nefropatia humana é caracterizado por
alteracdes no epitélio tubular, semelhante a que ocorre na nefropatia dos suinos (ELLING;
MOLLER, 1973; KROGH, 1976; WHO, 2001). Também se observaram achados como
degeneracao tubular, fibrose intersticial e hialinizacdo do glomérulo junto com a enzimuria
(PFOHL-LESZKOWICZ et al., 2002), aumento da uremia € anemia como primeiros sintomas
clinicos, lenta e progressiva faléncia renal, posterior manifestacdo clinica da injdria renal
(GODIN et al., 1997; WHO, 2001), episédios freqiientes de dor de cabeca, dor lombar e perda
de peso (PFOHL-LESZKOWICZ et al., 2002). E interessante notar que a maioria dos
pacientes encontrava-se na faixa etdria média de 50 anos, caracterizando-se mais uma vez
como uma doenga de carater cronico (WHO, 2001; PFOHL-LESZKOWICZ et al., 2002).

Cerca de um terco das pessoas que morreram com NEB apresentam papilomas e/ou
carcinomas de pelve renal, ureter ou bexiga. Afeta principalmente os tdbulos renais,
provocando uma lesdo bilateral nao-inflamatéria nos rins (KROGH et al., 1976; GODIN et
al., 1997; PFOHL-LESZKOWICZ et al., 2002).

Cada pais estabelece suas proprias normas sanitdrias. No Canadé, a exposicdo humana
a ocratoxina A apresenta um nivel de contaminacdo menor que 1,5 ng/kg de peso corporal por
dia, sendo de baixo risco de exposi¢ao a esta toxina (KUIPER-GOODMAN, 1991). Na Itdlia,
andlises revelaram que 78% das amostras de rins de suinos apresentaram ocratoxina A em
niveis maiores que 0,05 ng/g. Entretanto, nenhuma das concentragdes excedeu o limite das
normas da Itdlia, que estabelecelng de ocratoxina A/g em carne suina e produtos derivados,
que corresponde a 25 ng/g em rins suinos (MATRELLA et al., 2006).

Um monitoramento da contaminacdo de diversas espécies de fungos em diferentes
fases do processamento do café realizado no Brasil mostrou que todas elas apresentavam
algum grau de contaminacio por Aspergillus ochraceus (PEREIRA et al., 2004). O comité
das Nag¢des Unidas para a alimentacao concluiu que a ingestdo tolerdvel de ocratoxina A para
um nivel mais baixo de efeito observado deve ser de 100ng/kg de peso corpdreo por semana
(WHO, 2002). Micotoxicoses agudas podem causar problemas graves e algumas vezes fatais.
A possibilidade da intoxicagdo deveria ser considerada sempre que uma doenga aguda ocorre
em muitas pessoas sem presencga de infeccdes por um agente etioldgico conhecido, e quando
seu quadro clinico ndo responde a uma terapia medicamentosa. Muitas das micotoxicoses
descritas sao consequéncias da ingestdo de alimentos contaminados por micotoxinas e apenas
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o controle adequado dos alimentos industrializados pode evitar o aparecimento de problemas
relacionados a estas toxinas (PERAICA et al., 1999)

Tabela 8 Ocorréncia de ocratoxina A em amostras de sangue humano *

PAIS ANO Incidéncia de Média de faixa de concentracio das
amostras concentracao (ng/ml) amostras positivas
positivas (ng/ml)

Bulgéria 1984-90 9/125 (7)° 1,0-10,0
Canadi 1994 144/144 (100) 0,88 0,29 - 2,37
Croécia 1997
Zagreb 29/50 (58) 0,26 0,20-1,28
Rijeka 18/50 (36) 0,17 0,20 - 0,82
Osijek 50/50 (100) 0,68 0,20-1,65
Split 27/49 (55) 0,25 0,20 - 1,39
Varazdin 24/50 (48) 0,59 0,20-15,9
Tchecoslovaquia 1990 35/143 (24) 0,14 0,10-12,6
Republica tcheca 1994 7347809 (91) 0,23 0,10 - 13,7
1995 404/413 (98) 0,24 0,10-1,9
Dinamarca 1986-88 78/144 (54) 1,8 0,10-13,2
Franca 1991 -92
Assdcia 97/500 (19) 0,10-12
Aquitaine 385/2055 (19) 0,10 - 160
Rhone-Alpes 75/515 (15) 0,10-4
Alemanha 1977 84/164 (51) 0,4 0,10-4
1985 89/141 (63 ) 0,3 0,10-2
1988 142/208 (68 ) 0,75 0,10-8
Hungria 1995 291/355 (82) 0,20-10
1997 213/277 (77 ) 0,1-14
Itdlia 1992 65/65 (100 ) 0,5 0,1-2
Japao 1992-96 156/184 (85 ) 0,068° 0,004 - 0,278
Pol6nia 1983-84 25/397 (6) 0,2 1-13
1984-85 52/668 (8) 0,3 1-40
Serra Leoa 1996 12/36 (33 ) 1,5-18
Suécia 1989
Visby 29/99 (29) 0,26 03-7
Uppsala 3/99 (3) 0,02 0,3-0,8
Ostersund 6/99 (6) 0,03 0,3-0,8
Suiga 1992 - 93
Norte dos Alpes 251/252 (100) 0,06 -0,75
Sul dos Alpes 116/ 116( 100) 0,11-0,75
Tunisia 1993-95 73/140 (52) 0,1-8,8
* - média de valores foram calculados para todas as amostras analisadas, incluindo aquelas com concentrqagdes abaixo do
detectdvel (consideradas zero) ® _ figuras nos parénteses sio percentagens ¢ Média das positivas
4 Bebés ndo amamentados (acima dos 5 anos de idade) Fonte: PETKOVA-BOCHAROVA et al., 2003

2.10 Fatores Epidemiologicos da producao de alimentos envolvidos com micotoxinas no
Brasil

O Brasil é um pafs de grande extensio territorial e grande populacio também. E o
quinto maior pais do mundo em extensao territorial, ocupando uma édrea de 8.547.403 km2 no
planeta Terra. Os paises maiores que ele sdo: Estados Unidos, China, Canadd e Russia. A
populacdo estimada atualmente no Brasil € de 191.796.025 de pessoas (IBGE, 2009). Isso
denota uma importancia tdo grande quanto seu tamanho em relacdo a producdo de alimentos.
Seu clima propicia o surgimento de muitas doengas tropicais e também o desenvolvimento de
muitas espécies fungicas. A maior biodiversidade destes fungos ocorrem nos tropicos
(latitudes de aproximadamente 23° norte e 23° sul). Em grande parte do nosso pais
predominam as dreas tropicais que sdo quentes e Umidas e, na maioria, as condicdes
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climéticas sdo bastante favordveis (de 70 a 100% de umidade e mais de 25°C) para a rdpida
proliferacdo de fungo. Verifica-se que os cuidados contra a contaminacdo € o crescimento de
espécies toxigenas nos produtos agricolas destas regides devem ser redobrados devido ao
maior risco de produ¢do de micotoxinas (ALMEIDA et al., 2000; SABINO et al., 1988).

E importante notar alguns dados estatisticos da producio de alimentos no Brasil, pois
alguns deles sdo a base da alimentacdo de suinos na confeccdo de ragdes e por isso,
importantes na cadeia epidemioldgica da ocratoxina, pois como se sabe, a intoxicacdo dos
animais se da via ingestdo de alimentos contaminados por esta micotoxina. Segue uma
descritiva de dados compilados do IBGE em relagdo a alimentos, animais e populacdo no
campo, que serdao discutidos em seguida.

Em relacdo ao milho em graos, a produgao nacional em 2009, para ambas as safras,
totaliza 50.098.557 toneladas indicando, em agosto, um decréscimo de 1,1% sobre a
estimativa de julho e estd assim distribuida: 33.770.649 toneladas da 1* safra (67,0% do total)
e 16.327.908 toneladas da 2* safra (33,0% do total), que registram reducdes na producdo de
0,4% e 2,4%, respectivamente, na comparagao com a avaliac@o anterior. Para o milho 2° safra,
que apresenta a maior variacao, as redugdes absolutas foram verificadas nos estados de Goids
(226.040 t) e do Mato Grosso do Sul (143.901 t), em funcido, principalmente, de reducdo no
rendimento médio (figura 3)
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Figura 2 Areae Producio de Cereais, leguminosas e oleaginosas no Brasil de 1981 até
2009 (Fonte: IBGE, 2009).

Entre as Grandes Regides, esse volume da producdo de cereais, leguminosas e
oleaginosas esperado para 2009, em relacdo a safra anterior, acha-se assim distribuido: Regidao
Sul, 53,4 milhdes de toneladas (-13,0%); Centro-Oeste, 47,7 milhdes de toneladas (-6,1%);
Sudeste, 17,0 milhdes de toneladas (-3,6%); Nordeste, 11,7 milhdes de toneladas (-6,3%) e
Norte, 3,7 milhdes de toneladas (- 1,9%). Observa-se, na figura a seguir, que o Mato Grosso
suplanta, em 1,7 pontos percentuais, o Estado do Parand, alcangando, nesse ano, a posicao de
maior produtor nacional de graos (figura 4)
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Figura 3: Participacao na producao de cereais, leguminosas e oleaginosas divididos por
Regioes e por Estados brasileiros no ano de 2009 ( Fonte: IBGE, 2009)

MILHO (em grio) — E o principal ingrediente nas ra¢des de suinos dentro da suinocultura
industrial brasileira. A produ¢do nacional de milho em grdo em 2009, para ambas as safras,
totaliza 50.098.557 toneladas indicando, neste més, um decréscimo de 1,1% sobre a
estimativa de julho e estd assim distribuida: 33.770.649 toneladas da 1* safra (67,0% do total)
e 16.327.908 toneladas da 2* safra (33,0% do total), que registram reducdes na producdo de
0,4% e 2,4%, respectivamente, na comparagao com a avaliac@o anterior. Para o milho 2° safra,
que apresenta a maior variacao, as redugdes absolutas foram verificadas nos estados de Goids
(226.040 t) e do Mato Grosso do Sul (143.901 t), em funcido, principalmente, de redu¢do no
rendimento médio.

A abertura de novos mercados para os derivados da cana-de-agicar e do arroz
incentivaram os acréscimos das dreas destinadas ao cultivo destes produtos agricolas que
tiveram variagdo positiva, quando comparadas a safra anterior, de 6,6% e 0,7%,
respectivamente. A ampliacdo dos canaviais € um processo que se intensificou, nos dltimos
cinco anos, devido a necessidade de se ter uma alternativa ao petréleo que atingiu elevados
precos até 2008. Para se ter um bom exemplo desta expansdo dos canavais pelo Brasil, basta
observarmos as caracteristicas de vdarias regides do Brasil, que antes eram basicamente de
pecudria extensiva e que hoje se transformaram em grandes dreas de plantacdo de cana de
acucar. Em viagens pelo interior paulista e matogrossense, pode-se observar que a cana vem
substituindo de forma bem rdpida os pastos para os animais.

Pela figura 5, percebe-se que milho, para ambas as safras, e soja foram as culturas que
apresentaram maior retracdo da producdo, em termos absolutos, quando comparadas as
respectivas produgdes alcancadas em 2008. No caso do milho ocorreu decréscimo na éarea
plantada em 2009 (-4,8%) que pode ser creditado, em parte, aos grandes estoques nacionais
observados em 31/dez/2008, superior em 118,2% ao de 31/dez/2007, resultados divulgados
pela Pesquisa de Estoques, como também aos baixos pregos praticados na época do plantio e
incertezas sobre a demanda futura do produto. No caso da soja a drea plantada foi 2,0% maior
que a de 2008, mas os altos precos dos insumos na época do plantio fizeram com que os
produtores investissem menos em tecnologia, o que associado a condicdes climéticas
irregulares, determinaram um decréscimo de 7,1% no rendimento médio da cultura, passando
de 2.817 kg/ha alcangados na safra de 2008 para 2.618 kg/ha na presente estimativa para
2009. A crise de crédito afetou os contratos futuros da cultura do algodao, que teve sua drea
de plantio reduzida em 22,0% quando comparadas a 2008. Salienta-se que o elevado custo de
producdo e a mé distribui¢do das chuvas, também foram comuns para a safra 2009 de milho e
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algodao, determinando declinio no rendimento médio destas culturas em comparacdo a safra
de 2008 em, respectivamente, -10,8% e —4,7%.

Variacao absoluta da produgao - comparagao 2009 / 2008 - BRASIL
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Figura 4: Variacao absoluta da producio — comparacao 2009 / 2008 (Fonte: IBGE, 2009)

O Brasil, maior poténcia mundial na produ¢do de alimentos, celeiro mundial, precisa
cuidar nao s6 de produzir bem, mas também de ter bons servigos de armazenagem para que se
tenha perdas minimas na qualidade nutricional, sendo um dos principais objetivos dos paises
produtores de graos. Nao adianta que vastas dreas sejam cultivadas se, no momento da
colheita e pds-colheita, estes graos nao recebam os devidos cuidados. As corretas praticas de
manejo dos produtos consistem em: secar os graos com sistemas eficientes de ventilacdo,
constru¢do de estruturas de armazenamento em ambientes controlados criando uma
concentracdo adequada de gases e/ou praguicidas, entre outras técnicas. Porém, no Brasil ndo
se tem conseguido a exceléncia no armazenamento de seus produtos (DUNKEL, 1992;
DIONELLO et al., 2000; BUENO et al., 2004; FONSECA, 2009). Uma regulagem que esta
em vias finais para tentar ajustar o problema de armazenamento no Brasil sdo as condic¢des
estabelecidas pelo Sistema Nacional de Certificagdo de Unidades Armazenadoras (SNCUA),
do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), que deu um prazo para as
unidades armazenadoras se adequarem até o dia 31 de dezembro. Poderado ser feitos servicos
remunerados de armazenamento de produtos agropecudrios, emissdao de titulos de crédito e
comercializacdo somente pelas unidades com a documentagdo correta. A diretoria do
Departamento de Infraestrutura e Logistica do MAPA informa que a certificagdo garante a
competéncia técnica das unidades, j4 que fica claro que a modernizagdo e profissionalizacdo
dard mais credibilidade ao setor armazenador e, além disso, permite que se reduza as perdas
de graos na safra.

Os resultados da Pesquisa de Estoques do segundo semestre de 2008 indicam que a
rede armazenadora de produtos agricolas em operag@o no pais apresentou um decréscimo de
0,4% no numero de estabelecimentos ativos, comparativamente ao primeiro semestre de 2008.
No final do segundo semestre de 2008 esta rede contava com 8 941 estabelecimentos ativos,
dos quais 43,1% encontravam-se na regido Sul, 23,1% na regiao Sudeste, 22,1% na Centro-
Oeste, 8,3% na Nordeste e 3,4% na regido Norte (Figura 6). Quanto a capacidade ttil das
unidades armazenadoras, constatou-se que as dos tipos armazéns convencionais, estruturais
e inflaveis somaram 78 393 222 metros cubicos, sendo que, deste total, um pouco mais de
70,0% estava concentrado nas regides Sudeste e Sul (Figura 7).
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TOTAL DE ESTABELECIMENTOS
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Figura 5: Total de estabelecimentos armazenadores de graos no Brasil em 2008 (Fonte:
IBGE, 2009)
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Figura 6: Capacidade ttil dos armazéns existentes no Brasil do tipo convencionais,
estruturais e inflaveis em 2008 (Fonte: IBGE, 2009)

As unidades armazenadoras dos tipos armazéns graneleiros e granelizados
totalizaram 52 898 658 toneladas de capacidade titil, sendo que a regido Centro- Oeste deteve
49,4% desta capacidade de armazenamento e a Sul 34,1%. Os silos para graos apresentaram
43701 611 toneladas de capacidade util total no pais, detendo a regido Sul 54,9% deste total e
as regides Centro-Oeste e Sudeste 26,5% e 13,5%,respectivamente (Figura 8).

ARMAZENS GRANELEIROS E GRANELIZADOS
- CAPACIDADE UTIL

34,1% 49,4%
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0O CENTRO-OESTE

9,7%

57% 1,1%

Figura 7: Capacidade til dos armazéns graneleiros e granelizados existentes no Brasil
em 2008 (Fonte: IBGE, 2009)

Os maiores estoques registrados em 31 de dezembro de 2008 foram os de milho em
grao(8 768 606 t), de trigo em grao (5 259 534 t), de soja em grao (3 463 087 t), de arroz em
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casca (2 122 259 t)e os de café em grao (1 015 400 t). Quando comparados os estoques dos
principais produtos com os existentes em 31 de dezembro de 2007, os estoques de milho,
trigo, café e soja apresentaram variacdes positivas de 118,2%, 46,9%, 12,9% e 2,0%,
respectivamente, enquanto o estoque de arroz em casca apresentou queda de 7,3%.

+118,2%
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7.500 +46,9%

+2,0%
5.000 - -7.3%

o
2,500 e

0 . . . .
MILHO  TRIGO SOJA  ARROZ CAFE

|l2°SEM 2007 O 2°SEM 2008 |

Figura 8 Maiores estoques de graos em 2008 no Brasil (Fonte: IBGE, 2009)

Os produtos investigados pela pesquisa do IBGE e seus respectivos estoques em 31 de
dezembro de 2008 encontram-se na Tabela 9 abaixo.

Tabela 9: Estoque de griaos e sementes no Brasil totalizados no ano de 2008.

Produto Estoque em 31/12/2008 (ton.)
Algodao (em pluma) 274.274
Algodao em caroco 6.851
Caroco de algodao 293.268
Semente de algodao 1.081
Arroz em casca 2.122.259
Arroz beneficiado 134.334
Semente de arroz 12.639
Café em coco 16.247
Café em grao 1.015.400
Feijao preto em grao 16.382
Feijao de cor em grao 33.361
Milho em grao 8.768.606
Semente de milho 148.407
Soja em grao 3.463.087
Semente de soja 72.115
Trigo em grao 5.259.534
Semente de trigo 181.149

Fonte: IBGE, 2009

Pelos resultados verificados acima, segundo dados do IBGE, a capacidade de
armazenamento brasileira estd aquem do volume total de producao anual. Esta € uma andlise
direta, sem levar em conta armazéns nao cadastrados pela CONAB. Mesmo assim, podemos
ter idéia da situagdo critica de armazenagem dos nossos produtos em graos. Se formos
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analisar a situacdo em que se encontram estes depdsitos de alimentos, podemos ter revelagdes
ainda piores, pois como se sabe, nem todos os armazéns, silos e depdsitos em geral permitem
uma correta armazenagem dos graos em relacdo a teores de umidade e temperatura correta de
armazenamento.

Em outro aspecto, vale a pena analisarmos e compararmos os resultados apresentados
sobre a pecudria como um todo nas trés grandes cadeias de animais existentes no pais para se
ter uma maior idéia do que ocorre quando um problema, mesmo que aparentemente pequeno
(diga-se de valor percentual baixo), pode apresentar implicagdes bastante relevantes. Abaixo
segue o quadro 3 que apresenta os animais abatidos no Brasil no 1° trimentre de 2009.

Quadro 2: Animais abatidos e peso total das carcacas,segundo os meses - Brasil no 1°
Trimestre de 2009

Bovinos Suinos Frangos

Meses Numero de Peso total cNal;::e:SO de Peso total l:;:::e;: de Peso total das

cabecas abatidas das < . das carcacas < .

(mil cabecas) carcacas(t) abatidas (mil t) abatidas (mil carcacas (t)

cabecas) cabecas)

Total 6 446 1507082 7332 696 819 1121768 2326724
Janeiro 2 195 515 406 2410 229 196 378 546 792 684
Fevereiro 2 027 473 332 2 338 222 244 347777 723 135
Mar¢o 2223 518 344 2574 245 378 395 445 810 904

Fonte - IBGE/DPE/COAGRO - Pesquisa Trimestral do Abate de Animais

Nota - 1) Os dados divulgados sdo oriundos de estabelecimentos que estdo sob inspegdo federal, estadual ou municipal.
2) Resultados preliminares

Este quadro nos mostra que a criacdo de suinos ainda é pequena se comparada as
criacdes de bovinos e aves. Porém, muito se pode crescer ainda no Brasil, visto que mercados
mundiais clamam por alimentos de origem animal e os suinos sdo uma grande for¢ca em paises
que te por tradi¢do seu consumo. A carne suina € a mais consumida no Mundo, mas no Brasil
alguns preconceitos culturais ainda impedem uma maior expansao desse mercado. Os suinos,
que chegaram ao Brasil através das maos dos colonizadores portugueses no ano de 1532,
tiveram sua producdo voltada a producdo de gorduea animal. Em 1950, as grandes industrias
de 6leo vegetal tornaram a producdo de suinos tipo banha obsoleta e sem mercado a
curtissimo prazo. A partir disso, os produtores de suinos voltaram sua produgdo para a
obtencdo de carne, trazendo novas racas ao Brasil, novas técnicas de manejo, maior controle
sanitdrio, melhores instalagdes, melhor nutricio dos animais e claro, melhor genética.
Criaram-se associagcdes para fortalecer os suinocultores, distanciando-se a cada dia dos
antiquados criadores de porcos. Atualmente o Brasil exporta carne suina para a Ruassia, Hong
Kong, Ucrania, Angola, Argentina e Cingapura. Alguns outros grandes mercados encontram-
se em negociacdo, por motivos de barreiras sanitdrias muitas vezes injustificaveis tecnica e
sanitariamente. Em relacdo a maio, o volume de vendas cresceu 4,2%, e a receita, 0,6%.
Parece claro, diante desses numeros, que a disseminacdo global da gripe A (HIN1) ndo
prejudicou significativamente o mercado. Na comparacdo com junho de 2008, o volume
registrou salto também de 4,2%, mas a receita recuou 30%. Em junho dltimo, o preco médio
dos embarques foi 3,4% menor que o de maio e ficou 32,9% abaixo de junho de 2008. A
queda dos precos no mercado internacional, de maneira geral, e em particular na Russia,
principal destino das exportacdes brasileiras de carne suina tem desanimado os exportadores.
Segundo a ABIPECS, os baixos precos, aliados a valorizacdo cambial, tém significado
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prejuizo para todos. A crise global provocou uma queda abrupta de precos que ndo vem sendo
corrigida com o tempo. Ainda assim, as empresas ja acreditam que os embarques poderdo
alcancgar 600 mil toneladas em 2009, ante as 529.418 do ano passado e as 606.513 de 2007.
No primeiro semestre, foram 294.478 toneladas, 8,8% acima de igual intervalo do ano
passado, mas a receita caiu 17,6%, para US$ 583,1 milhdes.

Saindo das estatisticas, e voltando a falar especificamente da ocratoxicose, estes
dados sao relevantes de serem discutidos nesta tese devido ao fato de que com o aumento do
consumo, maior a produ¢do e com isso maior € a necessidade de se produzir alimento de
qualidade e maior € a necessidade de se ter controles efetivos sobre as doengas relacionadas a
ingestdao do consumo de suinos, direta ou indiretamente através de seus subprodutos. Assim, a
atencdo voltada para doencas como as micotoxinas vem assumindo um papel relevante no
cendrio de prevencdo de doencas de longa duragdo, pois com o aumento do consumo no
Brasil de carne suina que hoje estd na faixa dos 13 kg por ano por pessoa, com tendéncia a
aumentar, é importante observar que doencas como a ocratoxina A pode causar tendem =
aumentar também se medidas de controle nao forem deflagradas.

Apenas para se ter uma no¢ao, milhares de pessoas podem estar envolvidas uuo
processos de contaminacgdo flingica e no processo de producdo de alimentos no Brasil. Este
dado é importante para se ter no¢do de que o alimento que ingerimos ndo estd em nossas
mesas por magica, o que, incrivelmente algumas pessoas acreditam por ignorar os processos
produtivos. Assim como criangas acham que o leite vem da padaria. Mais de 16 milhdes de
pessoas estdo envolvidas diretamente em atividades agricolas em nosso pais, o que se distribui
por um pouco mais de 5 milhdes de propriedades. E um nimero bastante grande e denota a
necessidade tdo grande quanto de se fornecer a este pessoal adequada informacgdo para que o
produto final que chega a mesa do consumidor tenha uma qualidade adequada para o
consumo.

No anexo 1 pode-se observar as variacdes de nimero de pessoas envolvidas na
agricultura divididos por Estados da Federacgdo e por regioes.

3 MATERIAL E METODOS

A pesquisa na drea da micotoxicologia abrange diversas modalidades de conhecimento
e para tanto, responde por uma vasta e intensa correlacdo destes diferentes conhecimentos.
Em especifico nesta tese, estdo os estudos na parte de cromatografia e na correlacdo estatistica
dos achados com a parte da microbiologia que trata das micotoxinas.

A pesquisa foi realizada nos laboratérios do Nicleo de Pesquisas Micoldgicas e
Micotoxicoldgicas da UFRRJ, contando com o apoio financeiro do Curso de Pés-Graduagao
em Ciéncias Veterindrias da UFRRIJ e de bolsa-auxilio da CAPES.

3 Material
3.1.1 Amostras

As amostras foram coletadas com a colaboracdo essencial dos médicos veterinarios
dos servigos de inspe¢do veterindria do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA). A extensdo da pesquisa acabou por inviabilizar algumas coletas, mas, mesmo assim,
foram obtidas um total de 400 amostras, coletadas em 4 estados brasileiros, cada um com 100
amostras. Os estados onde foram coletadas as amostras de sangue de suinos foram: Santa
Catarina (Regido Sul), Mato Grosso (Regido Centro-Oeste), Rio de Janeiro (Regido Sudeste)
e Bahia (regiao Nordeste), comtemplando assim quatro regides geograficas brasileiras. Cabe
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relatar que nos matadouros em que foram retiradas as amostras, o sexo dos animais nao foi
classificado de maneira individual, e pelos documentos que eu tive acesso, principalmente as
guias de transito animal (GTA) emitida para a movimentagdo dos animais no territério
brasileiro, existe uma tendéncia de se estabelecer dentro de um lote uma quantidade igual de
machos e fémeas, isto é, 50% machos e outros 50% fémeas. Isto impossibilitou uma divisao
mais fidedigna entre os sexos para efeito de comparacdo de resultados na discussido deste
trabalho.

3.1.2 Equipamentos

Para os procedimentos tanto no laboratério quanto nos locais de coleta das amostras,

foram utilizados os seguintes materiais:

Luvas de latex para procedimento tamanho G;

Ponteiras de micropipeta 1 ml e 2ml;

Tubo de vidro de 10 ml;

Tubos com tampa (Eppendorf) de 1,5 ml e 2 ml.

Estantes para tubos

Estante para eppendorfs

Os equipamentos utilizados envolvidos neste projeto foram os seguintes:

¢ Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (Waters Associates, Inc., Miliford, M.A. — EUA)
equipado com uma bomba Waters (modelo 510, solvent delivery system, 50/60Hz),
injetor Rheodyne (Rheodyne®, Cotati, Califérnia — EUA) com “loop” fixo de 20uL e
detector de fluorescéncia Agilent (modelo 1100 series), equipado com workstation com
software Varian e Chemstation Plus (Agilent - Alemanha).

e (Coluna analitica de fase reversa Microsorb MV C18, G8 (Variam™, Wallnut Crek, CA —
EUA) de 15 X 4,6 mm, de particula esférica Sy de diametro.

e Espectrofotdmetro Shimadzu modelo 2001 (Shimadzu Co. ®, Kyoto, Japan).

Agitador de tubos tipo vortex certomart® MV (B.Braun Biotech International GmbH,

Melsurgen — Alemanha)

Autoclave

Freezer

Aquecedor com temperatura controlada (banho-maria)

Centrifuga modelo n° 5403 com rotor de 24 cm e velocidade mdxima de 11.000 rpm

(Netheler —- GmbH — Hamburg — Alemanha)

e (Centrifuga para tubos de ensaio com velocidade de 3.000 g

3.1.3 Padrao

O padrao de ocratoxina (OTA) proveniente da SIGMA Co. (St. Louis, USA) foi
analisado espectrofotometricamente e quantificado segundo metodologia preconizada pela
AOAC (AOAC, 1995) através da absorvancia. A solu¢do estoque permaneceu armazenada em
metanol (MeOH) a temperatura de -18°C em frasco ambar. Esta solucdo foi preparada no
laboratério de acordo com procedimentos de seguranca dentro de uma capela com fluxo
continuo de ar para evitar contaminagao do padrao.

40



3.1.4 Reagentes e Solucoes

a) Os reagentes utilizados foram: dcido acético (grau HPLC), metanol (grau HPLC Merck,
Brasil), acetonitrila (grau HPLC) e diclorometano (grau HPLC - Ominisolv Merck) e dcido
tricloroacético(PA).

b) Fase mével

A fase movel foi preparada seguindo a metodologia descrita por Curtui, Gareis (2001).
Era formada por acetonitrila, dgua Milique e 4cido acético na proporcdo 57:41:2;
volume/volume.

3.2 METODOS
3.2.1 Coleta do material

O animal pesquisado foi o suino comercial obtido de granjas integradas com grandes
empresas e abatidos em matadouros sob fiscalizacdo do Servi¢o de Inspecdo Federal. As
amostras foram retiradas durante o abate desses animais nos matadouros de suinos de quatro
Estados, compondo quatro diferentes regides do territério brasileiro. Foram coletadas
amostras de sangue de cada animal individualmente. O sangue foi coletado no momento da
sangria, apds a insensibilizacdo, diretamente no tubo de ensaio sem anticoagulante e colocado
em seguida em estantes apropriadas para que permanecessem em repouso. Este repouso foi de
no maximo 12 horas em temperatura ambiente para a separacdo do soro dos elementos
constitutivos do sangue. A obtencdo do soro poderia ser feita apenas por decantacdo natural
ou também com o auxilio de centrifugacao para agilizar o processo de acordo com a estrutura
e possibilidade de utilizacdo de uma centrifuga. As amostras de soro foram enviadas via
correios dos matadouros de origem no sitema sedex para diminuir o tempo de permanéncia
em caixa isotérmica. As amostras recebidas passaram todas por uma triagem para verificar as
condi¢des de conservacdo e armazenamento € sO depois eram registradas para serem
processadas. A grande maioria ndo apresentou incomformidades no momento da chegada ao
laboratorio. As que apresentaram alteragdes foram devido a falhas no armazenamento e estas
foram descartadas.

As amostras foram recebidas no laboratério do Nucleo de Pesquisas Micoldgicas e
Micotoxicolégicas da UFRRIJ, onde foram, apds a triagem, armazenadas em freezer para o
registro e o preparo do material de andlise. Todo o registro foi feito em livro proprio e a
ordem de andlises seguiu de acordo com a disponibilidade do laboratério. Apds os
procedimentos iniciais de registro, foi iniciado o processo de extracao da ocratoxina. Apds a
obtencdo do extrato, este seguia para o laboratério de cromatografia para andlise através da
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Cabe notar que a coleta inicial do sangue
nos matadouros foi realizada de maneira aleatéria ao acaso, isto €, sem distin¢gdo da presenca
ou ndo de lesdes macroscdpicas em 6rgaos como os rins e figado. Isto foi conduzido desta
maneira para evitar uma prevaléncia dirigida ja que estudos indicam que as lesdes sugestivas
de ocratoxina A quando presentes nos tecidos renais e hepaticos principalmente caracterizam
a presenga de ocratoxina no sangue também.

3.2.2 Procedimentos para cromatografia

O procedimento analitico utilizado para a detec¢do de OTA se realizou segundo Curtui
e Gareis (2001), o qual baseou-se na extracdo da micotoxina sem a utilizagdo de coluna de
imunoafinidade (Fig.2). O método descrito consistia nos seguintes passos:
I) Coleta de 50 ml de sangue por pun¢ao jugular
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IT) Repouso de 10 a 12 horas em temperatura ambiente

IIT) Centrifugacdo a 3000 g/ 15 min

IV)Soro estocado a -20° C

V) Colocar uma aliquota de 0,8 ml de soro, 0,2 ml TCA 15% e 1 ml diclorometano em um
microtubo de 2 ml. Em seguida era homogeneizado no vortex (agitador) por 30 segundos e
deixar em repouso, em temperatura ambiente de 4 a 48 horas (Figura 3).

VI) Centrifugar a 16060 g/5 min. Entao, trés camadas sdo formadas.

VII) Retirar com cuidado a camada inferior (diclorometano), colocar num tubo de 1,5 ml e
reservar (Fig.3). Submeter a camada formada entre as duas fases (compacta) com a
camada superior (4cida) a uma nova extragdo, adicionando 0,5 ml de diclorometano.

VIII) Homogeneizar por 30 segundos esta nova mistura e centrifugar a 16060 g/3 min.
Novamente eram formadas trés camadas. A camada inferior era adicionada ao extrato de
diclorometano e as outras duas eram desprezadas.

IX)Evaporar o diclorometano até a secagem em evaporador a temperatura de 40° C sob baixo
fluxo de nitrogénio.

X) Segue para cromatografia realizada com fase mével de acetonitrila, d4gua e acido acético
(57:41:2; v/v) e taxa de fluxo de 1 ml min™' com passagem de 20 min/ amostra a 25°C.

Quadro 3 Fluxograma de extracio de ocratoxina A de soro sanguineo de suino

FLUXOGRAMA .
PROCEDIMENTO PARA EXTRACAO DE OCRATOXINA DE SORO SUINO

1° DIA
¢ o
Cl - (I: = C:/
ca OH
0,8 mL DE SORO > 0,2 mL TCA + 1 mL DICLOROMETANO (CH,Cl,) -
-
AGITAR 30s -  Repouso 4 a 48h

2° DIA

CENTRIFUGAR 5min. - SEPARAR FASE INFERIOR e reserva> RE-EXTRAIR O QUE
SOBROU COM 0,5mL DE DICLOROMETANO > VORTEX 30s
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CENTRIFUGAR 3min. > COLETA A FASE INFERIOR E JUNTA COM A OUTRA ->

HPLC

DISSOLVE O RESIDUO >
EM 80 uL DE METANOL

A fase movel foi preparada imediatamente antes do inicio das andlises. Para seu
preparo foram usados acetonitrila (Grau Lichosorlv), 4gua (Milique) e dcido acético (57:41:2;
v/v), sendo misturados dentro de uma capela de fluxo continuo e homogeneizados em banho
de ultra-som. Apesar da metodologia original ter uma taxa de fluxo e tempo de passagem da
amostra, bem como um tempo de reten¢do e uma proporcao de fase movel especifico, estes
fatores podem ser alterados de acordo com o equipamento utilizado e as condi¢des do
laboratério de uma forma geral. E foi o que ocorreu no caso desta tese. A taxa de fluxo
utilizada foi de 0,5 ml/min, com duracdo de passagem de 15 minutos por amostra. Foi
injetado, de cada amostra, um volume de 20 pl e o mesmo volume para o padrdo pois € o
volume total do loop utilizado. O padrao foi injetado antes, durante e depois de cada dia de
andlises para garantir a calibracdo das leituras. O detector de fluorescéncia foi calibrado em
niveis de excita¢do e emissdo de fluorescéncia de ondas de 330 e 460 nm, respectivamente.
Os tempos de retengdo registrados para a OTA em nossas condi¢des de laboratério foi cerca
de 5,37 minutos. Para a quantificacdo da toxina, foram considerados os tamanhos dos picos
formados pelas amostras (altura) dentro do tempo de retencdo obtido do padrdo, quando
comparados com o valor de altura médio dos padrdes. A obtencdo da curva de calibra¢io para
o padrao foi obtida a partir da dilui¢do de 1 ppb do padrao em diferentes concentracdes, o que
resultou na curva de calibracdo utilizada pelo sistema integrador computadorizado para
obtenc@o das concentragdes das amostras. Ja o teste de recuperagdo foi realizado a partir de
uso de amostras de padrdo externo, injetando em amostras de soro sanguineo previamente
analisados e livres de OTA e que seguiram entdo para o procedimento padrdao de extracdo
desta toxina. Assim, de acordo com a diferenca entre o que foi injetado na amostra e do
resultado obtido apds a cromatografia € que se obteve os indices de recuperagao desta andlise.

3.2.3 Calculo da concentraciao de ocratoxina A em amostras de soro suino

OTA ng ml! = h; x Vi x M
Vi X Va X hz

Onde:
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h; = altura (mm) do pico de ocratoxina A na amostra

V¢ = volume final do diluente do extrato (ul)

M = massa de ocratoxina A contida no volume de padrio injetado

Vi = volume injetado da amostra em pl

V. = volume inicial da amostra em ml

h, = altura (mm) do pico do padrio injetado

O valor da massa do padrao foi calculado por espectrofotometria e foi de 0,0737 ug
ml.

A comparacdo de andlises realizadas por diferentes laboratdrios para a presenca de
ocratoxina A mostrou a dificuldade de se padronizar uma metodologia, visto que houve uma
diferenca de resultados devido aos limites de detec¢do, a sensibilidade e os modelos
matematicos para o cdlculo dos valores encontrados (KUIPER-GOODMAN, 1991; CREPPY,
2002). Mesmo assim, resultados encontrados mostraram que houve pouca variagcdo entre os
laboratdrios avaliados (KUIPER-GOODMAN, 1991).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Agora que ja foram discutidos os fatores epidemioldgicos da producdo de alimentos e
da produgdo brasileira de grdos e carnes, serdo discutidos os aspectos relativos a esta
pesquisa, que ganha agora mais importincia apds enterdermos que quaisquer fatores que
corroborem para a quebra da produgdo tem que ser avaliados. Assim, a ocratoxina presente
nos tecidos de suinos pode ser um problema de acordo com o que foi encontrado nesta
pesquisa. Vejamos. Procurou-se coletar amostras diferenciadas em matadouros oficiais em
quatro estados brasileiros que possuem importancia geoecondmica dentro da Federagdo. Estas
amostras nao puderam ser acompanhadas de seus respectivos 6rgdos de eleicdo para a a¢do da
ocratoxina A devido ao fato de que ndo se pode ter um acompanhamento das a¢des de coleta e
envio do material por diversos motivos externos a nossa vontade. Assim, tivemos que nos
contentar em examinar o sangue dos animais abatidos, o que ndo chegou a empobrecer o
trabalho que se 1€, porém, deixou de enriquecer ainda mais a andlise epidemioldgica que se
gostaria mais completa. Todos os matadouros pediram sigilo das informacdes resultantes
desta andlise, e como tivemos apenas um matadouro por Estado para ser avaliado ndo se
colocou nesta tese a origem das amostras. Os resultados foram repassados para os médicos
veterindrios oficiais de cada matadouro como contrapartida ao auxilio desde a coleta até o
envio do material coletado. Ficaram de analisar os resultados e nos fornecer alguma
informacdo de medida adotada, porém até o presente momento ndo se obteve resposta. O
pedido para auxilio na coleta do material foi requisitada de forma oficial para uma série de
estabelecimentos com servigo de inspecdo federal e aqueles que se prontificaram a ajudar
receberam o protocolo de coleta do sangue que foi enviada por correio eletronico e um
resumo do que seriam os objetivos deste trabalho. Esta parceria foi fundamental para a
realizacdo desta pesquisa. Assim que as amostras chegavam ao laboratério eram
imediatamente analisadas quanto ao seu aspecto de conservagdo e se estavam aptas ou nao
para serem processadas. Era realizada a identificacdo dos eppendorfs e entravam na fila para
serem processadas. Neste interim, eram conservadas congeladas conforme protocolo que foi
seguido para a andlise. Apds a etapa de extracdo, as amostras eram devidamente armazenadas
congeladas em um freezer especifico para elas, o qual era mantido lacrado por cadeado para
evitar algum tipo de problema como mistura de amostras ou abertura frequente com
consequente perda de temperatura. De uma forma geral, o processamento nesta primeira parte
foi bem sucedido, pois nao foram observadas perdas significativas de amostras nesta etapa.
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Algumas amostras chegaram ao laboratério sem condi¢des de andlise, com o vial rompido e o
contetido perdido. Porém, como se trabalhou com um nimero acima do descrito neste
trabalho, pode-se ter este descarte por perdas, totalizando as cem amostras de cada coleta. As
amostras que porventura sobraram foram descartadas para efeito de cdlculos estatisticos.
Assim que todas as amostras foram extraidas, a segunda fase do processamento teve inicio.
As amostras seguiram para a andlise cromatogrifica no laboratério de micotoxicologia do
prédio de Sanidade Animal da UFRRIJ. Este laboratério, exclusivo para as andlises
cromatogréficas, dispunha de um aparelho de HPLC com uma bomba continua de fluxo
ajustavel e um detector de fluorescéncia que permitiu a leitura das andlises numa estacdo
central de andlise de dados (chem station) por meio de um software expecifico e devidamente
registrado (original).

Antes de se explanar sobre esta etapa, € importante observar-se alguns conceitos de o
que € e como se proceder a uma anélise cromatogréfica.

Cromatografia € um processo fisico de separacdo, no qual os componentes a serem
separados distribuem-se em duas fases: fase estaciondria e fase mével. A fase estaciondria
pode ser um sélido ou um liquido colocado sobre um suporte sélido com grande &rea
superficial. A fase mével, que pode ser gasosa, liquida ou ainda um fluido supercritico, e
passa sobre a fase estaciondria, arrastando consigo os diversos componentes da mistura.
Existem quatro tipos principais de cromatografia: cromatografia em papel, cromatografia de
camada delgada, cromatografia gasosa e cromatografia liquida de alta eficiéncia. A selecao do
tipo de cromatografia adequada depende do material a ser isolado e, freqiientemente, diversos
métodos cromatograficos podem ser usados seqiiencialmente para que seja obtido um
composto na forma pura.

A cromatografia em papel (CP) € uma das técnicas mais simples e que requer menos
instrumentos para sua realizacdo, porém € a que apresenta as maiores restrices para sua
utilizacdo em termos analiticos. Atualmente encontra-se com uso muito restrito devido a
outras tecnologias mais modernas. A cromatografia em camada delgada (TLC) tem como fase
estaciondria uma camada fina formada por um sélido granulado (silica, alumina, poliamida,
etc.) depositado sobre uma placa de vidro, aluminio ou outro suporte inerte. Pequenas
quantidades de solucdo das amostras sdo suficientes para a andlise nesta técnica. E importante
notar que a polaridade do solvente deverd ser de acordo com a substancia que se deseja
separar. Como somente a base da placa fica submersa, o solvente come¢a a molhar a fase
estaciondria e sobe por capilaridade. A revelacdo da placa é feita com a aplicagdo de um
reativo que de cor as substincias de interesse. E uma técnica muito utilizada como triagem.
No caso desta tese nao se utilzou esta técnica como triagem pois o objetivo foi de passar todas
as amostras em HPLC, porém em uma rotina ela é bastante usada ainda. A cromatografia
gasosa (CG) € uma técnica com poder de resolucdo excelente, possibilitando a andlise de
vdrias substincias em uma mesma amostra. Dependendo do tipo de substincia a ser analisada
e do detector empregado, consegue-se detectar cerca de 10-12g do composto por mL de
solucdo. Essa sensibilidade permite que pequenas quantidades de amostra possam ser
analisadas. A fase estaciondria da cromatografia gasosa € um material, liquido ou sélido, que
propicia a separagdo da mistura através de processos fisicos e quimicos. A fase estaciondria
liquida é um liquido pouco volétil que recobre um suporte sélido, separando as substancias
presentes na amostra através das diferencas de solubilidade e volatilidade. Como fase mével é
utilizado um gds, denominado gis de arraste, que transporta a amostra através da coluna de
separacdo até o detector, onde os compostos separados sdo detectados. Os gases mais
utilizados sao o hélio (He), hidrogénio (H), nitrogénio (N) e argénio (Ar). A pureza do gis de
arraste interfere no resultado, acusando impurezas na ordem de partes por milhdo (ppm) ou
partes por bilhdo (ppb). As colunas cromatogréficas utilizadas podem ser de niquel, aco inox
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ou de vidro. O comprimento e o didmetro da coluna a ser usada irdo depender do material a
ser analisado. As colunas recheadas analiticas possuem diametro interno (d.i.) de cerca de 1,0
a 4,0 mm e comprimento de 1,0 a 3,0 m, enquanto que as colunas recheadas preparativas
apresentam d.i. de 5,0 a 100,0 mm, possibilitando a injecdo de maior volume de amostra. J4,
as colunas capilares tém d.i. variando de 0,15 a 0,75 mm e comprimento de 10,0 a 100,0 m,
sendo as mais utilizadas as de silica fundida, pois esta € altamente inerte e flexivel. J& os
detectores de CG podem ser: detector de condutividade térmica (DCT), usado para compostos
organicos, inorganicos, derivados de petrdleo etc.; detector de ioniza¢do de chama (DIC),
utilizados apenas para compostos organicos com baixa sensibilidade para formaldeido e dcido
formico; detector de captura de elétrons (DCE), usado principalmente na deteccdo de
pesticidas e drogas e; detector fotométrico de chama (DFC) apresenta alta estabilidade para
compostos sulfurados e fosforados.Existe um aparelho de cromatografia gasosa no laboratério
utilizado para esta pesquisa, porém para o tipo de amostra analisada ele ndo € o indicado
devido a sua estrutura quimica e fisica.

Finalmente, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) se desenvolveu muito
nos ultimos anos, recebendo o nome de cromatografia liquida por que a sua fase mével é um
solvente. Os componentes de um cromatdgrafo liquido sdo: bomba, coluna cromatografica,
detector e o registrador. E um método utilizado para separacio de espécies idnicas ou
macromoléculas e compostos termoldbeis. A fase mével da CLAE deve ser um solvente que
respeite algumas caracteristicas impostas por esse método analitico. A principal caracteristica
€ que a fase mével dissolva a amostra sem qualquer interacdo quimica entre ambas. Esta fase
deve ter alto grau de pureza ou ser de fécil purificacdo, para que se possa fazer andlises de alta
sensibilidade, pois as impurezas podem interferir na deteccao do analito por ultravioleta (UV).
A fase moével deve ser compativel com o detector empregado e, também possuir polaridade
adequada para permitir uma separacdo conveniente dos componentes da amostra. Embora
existam vérios solventes, trés deles sdo mais utilizados: dgua, metanol e acetonitrila. Nesta
pesquisa utilizou-se agua, acetonitrila e acido acético como solventes da fase movel.
Como fase estaciondria utiliza-se sélidos ou semirigidos, cujas particulas porosas esféricas ou
irregulares apresentam diferentes diametros e suportam pressdo até 350 bar. A coluna
cromatografica € feita de um material inerte que resiste a todas as pressdes em que ela vai ser
usada. A capacidade da coluna € determinada pelo comprimento, didmetro e pelo material de
recheio. As colunas geralmente utilizadas sdo: octadecil (C18, RP18, ODS), octil (C8, RPS),
CN (cianopropil) e NH2 (amina). A coluna usada neste experimento foi uma C18. Quanto
aos detectores, sua sensibilidade é determinada a partir da relagdo entre o sinal produzido e a
quantidade de amostra que gera este sinal. A linearidade € a faixa linear do sistema, onde o
sinal do detector € diretamente proporcional a concentracdo do soluto. Os detectores mais
usados na CLAE sao os fotométricos, baseados na absorvancia no ultravioleta no visivel. Os
detectores de fluorescéncia, utilizados como método de detec¢ao especifica, sao sensiveis para
substancias que fluorescem. Este tipo de detector pode detectar quantidades de ordem
picograma. Também sdo utilizados detectores por indice de refracio (COLLINS et al., 1995;
CIOLA, 1998). Como ja citado anteriormente, o detector utilizado nesta pesquisa foi o de
fluorescéncia. A cromatografia liquida de alta eficiéncia com a deteccdo fluorimétrica é o
método mais utilizado para a quantificagdo de ocratoxina A e a separacdo desta substincia
comunente ocorre através do uso de uma coluna de fase reversa C18 juntamente com uma
fase movel eluida de forma isocritica com a presenca de acetonitrila. Desta maneira foi
realizada também neste trabalho. Neste processo a fase de limpeza da amostra é importante
para que se gerem picos no cromatograma claros o suficiente para a leitura fidedigna. Deste
fato, muitas das extragdes sdo precedidas por uma coluna denominada coluna de
imunoafinidade. Estas colunas auxiliam nesta limpeza da amostra, possibilitando uma
qualidade de andlise muito mais préxima a realidade. A cromatografia de imunoafinidade, em
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que as colunas contém anticorpos seletivos imobilizados para ocratoxina, tem uma
metodologia simplificada para sua utilizacdo na limpeza das amostras de uma forma geral.
Assim, observamos que o uso da coluna apresenta muitas vantagens pois a OTA se liga
especificamente ao anticorpo e a matriz interferente pode ser removida quase que
completamente. Os cromatogramas de duas amostras foram colocados nos anexos desta tese
para se visualizar a diferenca entre amostra em que se utilizou IAC e amostra que nao foi
usada a coluna (ANEXO 3). E importante notar que o uso da coluna de imunoafinidade pode
ser mais ou menos importante de acordo com o processo de extragdo utilizado na técnica
aplicada e também com o material de origem de onde serd extraida a OTA (JIMENEZ et al.,
1999; CASTELLARI et al.,, 2000; LIZAZID et al., 2007; MILICEVIC et al., 2007). A
cromatografia de imunoafinidade fundamenta-se na interacdo fraca que envolve apenas
ligacOes covalentes principalmente de Van der Walls e eletrostaticas, entre um anticorpo € um
antigeno. Depois de serem produzidos, os anticorpos sao purificados pelo processo classico de
precipitacio com sulfato de amodnio, que por sua vez € removido por didlise, por
cromatografia de troca idnica ou permeacdo em gel. Os anticorpos usados podem ser
monoclonais ou policlonais e sdo considerados como reagentes ou como grupos funcionais
ligados a um suporte sélido com caracteristicas préoprias e singulares, ndo causando problemas
diferentes dos de outros grupos funcionais quimicos. Os anticorpos monoclonais resultam,
como ja foi referido, de um unico clone de linfocitos. Sdo de pureza elevada e mais sensiveis
as condi¢des de ligacdo do que os anticorpos policlonais. Aqueles anticorpos podem
apresentar reaccoes cruzadas com outras moléculas, pelo que a sua especificidade devera ser
comprovada. A caracteristica mais importante exigida para os anticorpos a utilizar nas colunas
de imunoafinidade, é a sua especificidade, afinidade, estabilidade face as condi¢des de
lavagem, e reversibilidade. E também essencial que o complexo aflatoxina-anticorpo possa
ser dissociado para libertar a toxina. O suporte inerte sélido onde os anticorpos sao
imobilizados na coluna por uma ligacdo covalente, é constituido por agarose gel, trisacril,
poliacrilamida ou celulose, previamente activados por uma reagdo com brometo de
cianogénio ou com carbonildiimidazol, formando-se o imunoadsorvente. Na ativacdo do
suporte sdo introduzidas liga¢des do tipo isoureia, pelo brometo de cianogénio, ou do tipo
uretano, quando o reagente é o carbonildiimidazol. Este € considerado melhor reagente de
ativacdo do suporte uma vez que a ligacdo uretano, ao contrdrio da ligacdo isoureia, ndo se
encontra ionozada e € de grande estabilidade. O imunoadsorvente € entdo transferido para
uma coluna, a qual € aplicada a amostra ou o extrato aquoso a analisar. Por um processo de
interacdo imunoquimica, as moléculas do analito (hapteno) vao ser fixadas aos anticorpos
imobilizados, enquanto os componentes interferentes ndo ligados ao suporte, que possam
encontrar-se na coluna, sdo eliminados por lavagem da coluna com uma solucdo salina de
tampao fosfato. A quantidade de analito que € retido por um processo de imunoafinidade é
sempre inferior 4 quantidade maxima calculada. A especificidade do anticorpo para o analito
faz diminuir os interferentes eluidos da coluna, sendo o eluato isolado praticamente puro. As
colunas podem ser reutilizadas regenerando-as por varios processos entre os quais podemos
referir a lavagem com tampao fosfato 0,IM, pH 7,2, contendo 0,02% de azida de sddio.
Embora o IAC, seja uma técnica quer de extragdo quer de purificacdo da amostra considerada
por vérios investigadores superior a muitas outras, € necessario ndo esquecer a fragilidade das
colunas e o perigo de contaminacdo de uma extracdo/purificacdo para outra (no caso das
colunas serem reutilizadas) e, por outro lado, o nimero de moléculas que podem ser
controladas, dado este sistema ser restrito, devido a falta de anticorpos disponiveis no
comércio. Uma outra desvantagem € o custo elevado dos kits.

De acordo com o que foi colocado anteriormente, para este trabalho com soro
sanguineo suino as colunas de imunoafinidade foram utilizadas em algumas amostras apenas,
pois a técnica apresentou-se como suficiente para extrair a OTA sem o uso da coluna de
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imunoafinidade, com prejuizos na quantificacdo perfeitamente aceitdveis. Apesar disso,
algumas amostras foram submetidas a estas colunas de limpeza e utilizadas para uma
comparacao dos resultados na utilizagdo ou ndo da coluna de imunoafinidade. Os resultados
podem ser observados na tabela 10.

Tabela 10: Concentracio de amostras de soro suino divididos por faixas de concentracio
demonstrando a taxa de recuperacio entre analise utilizando e nao utilizando a Coluna
de Imunoafinidade (IAC)

FAIXAS AMOSTRAS ANALISE SEM IAC ANALISE COM IAC RECUPERACAO (%)
FAIXA ID Concentra¢do HPLC Concentragio IAC Variacdo (%)
<1 96 MT 0,160 0,130 81,25
66 RJ 0,446 0,278 62,33
7RJ 0,707 0,586 82,88
54 MT 0,911 0,800 87,81
81 RJ 0,934 0,760 81,37
>1<5 21 SC 2,111 2,100 99,47
91 MT 1,217 1,050 86,28
07 BA 3,079 2,560 83,14
02 BA 4,512 3,100 68,71
85 BA 2,390 1,886 78,91
>5<25 43 SC 9,317 7,876 84,53
43 MT 10,037 8,232 82,02
01 BA 13,153 10,302 78,32
73 BA 15,685 10,786 68,77
92 RJ 20,556 16,934 82,38
>25<75 16 SC 28,558 25,992 90,92
85 SC 31,807 33,943 106,71
50 MT 45,149 38,980 86,34
61 BA 54,320 42,493 78,23
50RJ 63,748 48,329 75,81
>75 73 SC 90,281 83,671 92,68
38 MT 78,207 66,392 84,89
40 SC 274,560 285,982 104,16
89 SC 145,710 128,395 88,12
70 RJ 118,689 106,987 90,14
Média = 84,25
Desvio Padrao = 10,16738524

Através desta tabela pode-se observar que os indices de recuperagdo estdo dentro do
esperado em niveis aceitdveis acima de 80%. Isto estd de acordo com a metodologia aplicada
por CUTUI, GAREIS (2001). Todas as amostras foram utilizadas e examinadas em triplicata
e os resultados descritos acima sao as médias destas triplicatas. Ainda, o teste de
imunoafinidade nesta tese usou “kits” que foram previamente testados com padrdes para
verificar se estavam ou ndo degradados por armazenamento prolongado ou por terem sido
submetidos a temperaturas inadequadas. E necessdrio também testar o comportamento do
“kit” diante de cada tipo diferente de matriz para verificar se nesta ndo existem substancias
capazes de interferir nos resultados, o que foi realizado com alimentos para cdes, aves e
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também vinho. Toda a metodologia do funcionamento dos kits de imunoafinidade podem ser
observados nos manuais que seguem com os kits. De uma forma geral, existem absorvantes
no gel da coluna que se ligam com a toxina testada e o retém. Assim, no momento da
passagem de uma amostra contaminada, a toxina especifica para o kit serd retida e os outros
elementos serdo eluidos. Em seguida, utilizando metanol, esta coluna serd submetida ao
desligamento desta adsorsdo e a toxina serd eluida juntamente com o solvente para um vial
apropriado para posterior andlise.

O método utilizado para obter resultados confidveis deve ser muito bem avaliado,
pois muitas vezes os resultados obtidos através da andlise a partir destes métodos podem
implicar em punicdes para algum 6rgdao ou empresa do setor alimenticio ou mesmo para a
tomada de medidas punitivas contra alguém. As pericias legais e forenses, por exemplo,
precisam ter uma acurdcia na sua metodologia que nio deixe didvidas nos seus resultados
(MAURER, 1998). A razdo de ser de um laboratério € produzir resultados analiticos
confidveis. A andlise deve estar voltada a obter resultados com exatiddo e precisdo adequada
para a finalidade a que se destinam. Um bom programa de controle e seguranca de qualidade
analitica abrange: uso de métodos analiticos validados, confirmacdo da identidade do
composto de interesse, escolha de métodos de quantificacdo adequados, emprego de amostras
de referéncia e testes de recuperacdo na rotina de controle de qualidade e participagdo em
testes de proficiéncia. A validacdo do método analitico escolhido pode ser executado
intralaboratorialmente ou interlaboratorialmente. No caso desta tese, o método foi validado no
proprio laboratério, através de testes de recuperagdo com a comparacdo com um método
independente (CURTUI, GAREIS, 2001). O teste de recuperacdo foi realizado fazendo-se a
adicdo do componente de interesse a matriz (OTA) seguida da execu¢dao do método sendo
avaliado. O teor medido do componente adicionado foi dividido pelo valor efetivamente
adicionado e multiplicado por 100, obtendo-se assim a percentagem de recuperagdo. Este
resultado e metodologia do teste de recuperacdo podem sofrer criticas, pois o analito (composto
de interesse sendo analisado) ndo sendo parte integrante da amostra, pode ter sua extracio
facilitada que se comparado a uma amostra que o contenha naturalmente, por ter sido nela
produzido ou ainda, com ela produzido. Porém, os resultados deste tipo de teste de recuperacao
podem fornecer um panorama do comportamento do método com relagdo ao composto de
interesse no tipo de matriz usado no teste.

Para a andlise nesta tese procurou-se conhecer ainda algumas outras propriedades do
método analitico empregado. O limite de detec¢do foi analisado e encontrou-se dentro de um
limite desejavel de acordo com trabalhos na drea. Existem diversas definicdes para limite de
detecc@o. Pode ser a menor concentragdo do analito da qual podemos estar confiantes na sua
medicdo, ou é a menor concentracdo do analito da qual temos 95% de confianga que serd
detectada pelo método. Outra defini¢@o € ainda fornecida pelo Codex Alimentarius, que declara
ser o limite de deteccdo convencionalmente aceito como trés vezes o desvio padrao do branco da
amostra. Aplicando ainda uma convengao, o limite de quantificacio foi obtido também para esta
andlise como sendo cinco vezes o limite de detecgao.

A confirmacdo da identidade da OTA nesta tese foi obtida através de alguns
parametros. Cabe colocar a importancia da cromatografia como sendo um poderoso método de
separacdo de compostos, mas ndo de identificacdo. A cromatografia apenas fornece dados
auxiliares na identificacdo de compostos. Existem algumas técnicas que auxiliam na
identificacdo dos compostos pesquisados e sdo decisivas em casos negativos, isto €, para
comprovar que um composto com certo tempo de reten¢do (cromatografia liquida ou gasosa) ou
distancia de retencdo (cromatografia em camada delgada ou em papel) ndo € o que se julgava ser.
Foi utilizada nesta tese a comparacdo do tempo de retencdo ou distancia de retencdo do
composto com o dos padrdes (uma coincidéncia de tempos de reten¢d@o entre o analito e o padrao
significa que o analito talvez seja o mesmo composto que o padrao. Caso negativo pode-se
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afirmar que nao €; e a co-cromatografia onde foi adicionado uma quantidade de OTA padrdo na
amostra e depois verificou-se o pico aumentar aumentar ou surgir outro pico. No primeiro caso,
temos um ‘“‘presuntivo positivo” e a andlise merece progredir para uma etapa de confirmacgao de
identidade. No segundo caso, é negativo. Como ja colocado anteriormente, algumas amostras
passaram por colunas de imunoafinidade, o que € uma prova comprobatdria que a reagao é
mesmo com a substincia analisada. As amostras positivas apds esta etapa foram todas
confirmadas pela deteccao de fluorescéncia, fornecendo a confirmagao de identidade através da
razdo entre as absorvancias ou fluorescéncias na cromatografia liquida.

Seguindo a metodologia, a etapa de quantificacdo requereu a elaboragdo de uma
curva de calibracdo, onde foi estabelecida a correlacdo entre o sinal do detector e quantidade
do componente de interesse. Os sistemas usados para quantificacdo sdo: (a) normalizacao, (b)
padronizacdo externa, (c) padronizacdo interna e (d) método de adi¢cdes. (COLLINS et al., 1995).
O sistema utilizado neste trabalho foi o de padronizacdo externa, pois apenas um composto nos
interessava. O padrdo foi cromatografado separadamente em quantidades conhecidas para
possibilitar o tragado de uma curva padrao que relacionou a drea com o peso do composto. Para
se obter uma melhor precisdo foram mantidas as mesmas condi¢des cromatograficas durante a
andlise, amostras e padrdo foram alternados, o volume de inje¢do para os padrdes e para a
amostra foram os mesmos (para evitar distor¢cdes dos picos) e foi utilizado padrio de alta pureza.
Alguns fatores foram corrigidos no decorrer do experimento, pois a0 montar a curva observou-se
que, inicialmente, ela ndo passava pelo zero, o que poderia ser presenca de impurezas, adsor¢ao
irreversivel, degradacdo no injetor ou na coluna. Estes fatores eram indesejdveis e conseguiu-se
eliminé-los apds alguns acertos.

Pode-se parecer de certa forma simples elaborar uma curva de calibra¢do. No entanto,
a exatiddo dos resultados repousam na confiabilidade da curva elaborada. Preparacdo e
diluicdo das solucdes padrio e das amostras sdo geralmente as maiores causas de erros.
Durante a calibragdo podem aparecer: (a) erros sistemdticos (determinados); (b) erros
aleatdrios (indeterminados); (c) erros devidos ao uso de uma matriz para o padrao diferente da
matriz das amostras (erros determinados ou indeterminados). Um ponto freqiientemente
discutido € o nimero de pontos necessdrio em uma curva de calibragdo. Andlises estatisticas
demonstraram que um nimero maior que seis pontos € desnecessario. Isto porque a faixa de
confiabilidade ou invélucro de seguranca em nivel de 95% de confianga de uma curva de
calibragdo nao diminui de maneira vantajosa para o analista quando este toma mais que seis
pontos. No entanto, o alargamento do invélucro de confianca aumenta acentuadamente
quando menos de seis pontos sdo usados para a curva de calibragdo (VALENTE SOARES
2001).

O resultado da aplicagdo e ajuste desta metodologia pode-se observar no anexo 2 e na
tabela 11. Antes, para reafirmar, o limite de deteccdo foi definido como sendo de 0,062 pg/L e
o limite de quantificagdo ( 3x maior ) foi de 0,186 pug/L.
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Tabela 11: Niveis de ocratoxina A em amostras de soro suino obtidas em quatro Estados
brasileiros divididos por nimero de amostras.

Faixa de Ocratoxina A em soro suino (ug/L)
Concentra¢do Estados Brasileiros *
(ng/L) SC MT BA RJ
N. Média N. amostras Média N. Média N. amostras Média
amostras + DP + DP amostras + DP + DP
<LQ 40 - 29 - 64 - 32 -
0,17 0,16
+ +
LD-<LQ zero - 2 0.02 zZero - 3 0.02
0,62 0,59
+ =+
LQ<1 zero - 5 028 zero - 28 024
4,01 3,20 2,73 1,74
+ + + +
1-<5 8 0.89 13 139 20 0,94 10 0.89
9,87 11,14 11,10 5,89
+ + + +
5-<25 23 477 44 5,69 14 435 17 5,89
44,24 46,79 51,39 42,59
25-<75 17 + 6 + 2 + 8 +
16,71 15,02 4,13 11,14
75,45 115,39
>175 12 + 1 -- Zero - 2 +
53,61 4,65

E importante esclarecer novamente que as amostras foram coletadas de forma
aleatdria, sem interferéncia de alteracOes visuais no exame ante mortem ou no pds mortem ao
exmae das visceras e 6rgdos. Isso credita ainda mais o carater investigativo do trabalho e
consolida o fator ndo vinculado da pesquisa, sem a presenca de amostras direcionadas por
alteracdes sugestivas de doencas.

Nota-se ainda que os Estados amostrados possuem caracteristicas climéticas diferentes
entre si. O Estado de Santa Catarina é naturalmente mais frio e seu clima favorece em muito a
presenca de fungos nos grdos e com isso, a maior oportunidade destes em produzirem
micotoxinas. Nao é por menos que ao analisar os dados encontrados podemos observar que a
maior quantidade de amostras positivas em niveis acima de 5 pg/L foi este Estado. Entretanto,
nao se pode afirmar que o clima mais frio proporcionou a maior presenga de OTA nas
amostras, até por que os principais fungos produtores de OTA em nosso pais ¢ do género
Aspergillus e o de clima temperado € do género Penicillium.

Ja o Estado do Mato Grosso apresentou a segunda maior quantidade de positivos. Este
¢ um Estado dos mais quentes do Brasil, porém sua infraestrutura de armazenamento ainda
sofre devido a grande producdo e produtividade frente ao nimero insuficiente de armazéns
para estocagem dos graos. Assim, o surgimento de fungos e micotoxinas na pds-colheita é um
fator importante para ser observado neste Estado e € um fator de risco para a producdo de
alimentos para alimentacao de suinos.

O Estado da Bahia com seu clima quente e imido nas regides da coleta foram fatores
que tiveram pequena influéncia nos resultados, podendo concluir que no momento das coletas
o clima ndo interferiu de forma significativa nos resultados. Os animais abatidos e amostrados
nesta oportunidade apresentaram o maior grau de negatividade para a presenca de ocratoxina
A entre todos os outros Estados amostrados. As amostras com detec¢do desta micotoxina nao
representam risco ao consumo no Estado da Bahia.
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O Estado do Rio de Janeiro, grande centro consumidor de alimentos em geral, tem por
caracteristica propria uma baixa concentracdo de rebanhos no seu territdrio. Fatores como
falta de incentivos fiscais, presenca de matadouros oficiais, pequena 4rea para plantio de graos
para racoes, e custos de producdo mais altos que nos Estados vizinhos fazem com que o Rio
de Janeiro nao tenha uma grande 4rea suinicola no Estado, estdo entre os fatores a serem
observados quanto aos indices de presenca de ocratoxina A em tecido suino abatidos no
Estado. Assim, por ter menor quantidade de animais no plantel e pela proximidade dos
produtores aos orgdos fiscalizadores e reguladores, existe menores chances de distribuicdo de
fungos e suas toxinas nas racdes destes animais.

No Estado de Santa Catarina, das 100 amostras analisadas: 40 amostras
apresentaram niveis abaixo do limite detectivel, Nenhuma amostra entre o LD e o LQ,
Nenhuma amostra acima do limite de quantificacdo e abaixo de 1 pg/L, 8 amostras estavam
na faixade 1 a 5 ug/L, 23 amostras na faixa de 5 a 25 ug/L, 17 amostras na faixa de 25 a 75
pug/L, 12 amostras na faixa maior de 75 pg/L.

No Estado de Mato Grosso, das 100 amostras analisadas, 29 amostras
apresentaram niveis abaixo do limite detectavel.2 amostras entre o LD e o LQ, 5 acima do
limite de quantificacdo e abaixo de 1 ug/LL13 amostras na faixa de 1 a 5 ug/L, 44 amostras
estavam na faixa de 5 a 25 pg/L, 6 amostras na faixa de 25 a 75 pg/L, 1 amostra na faixa
maior de 75 pug/L.

No Estado da Bahia, das 100 amostras analisadas, 64 amostras apresentaram niveis
abaixo do limite detectiavel.Nenhuma amostra entre o LD e o LQ, Nenhuma amostra entre o
limite de quantificagdo e 1 pg/L, 20 amostras estavam na faixa de 1 a 5 ug/L, 14 amostras na
faixa de 5 a 25 pg/L, 2 amostras na faixa de 25 a 75 pg/L, Nenhuma amostra na faixa maior
de 75 ng/L.

No Estado do Rio de Janeiro, das 100 ameostras analisadas, 32 amostras tiveram
niveis abaixo do minimo detectdvel, 3 amostras entre o LD e o LQ, 28 amostras estavam na
faixa acima do limite de deteccdo e abaixo de 1 pg/L 10 amostras estavam na faixade 1 a 5
pg/L, 17 amostras na faixa de 5 a 25 ug/L, 8 amostras na faixa de 25 a 75 pg/L, 2 amostras na
faixa maior de 75 pg/L.

Das amostras analisadas, 165 amostras apresentaram niveis abaixo do limite detectavel
(41,25%), 5 amostras entre o LD e o LQ ( 1,25%), 33 amostras entre o limite de quantificacdo
e lug/L ( 8,25%), 51 amostras estavam na faixa de 1 a 5 ug/L (12,75%), 98 amostras na faixa
de 5 a 25 pg/L ( 24,5%), 33 amostras na faixa de 25 a 75 pg/L (8,25%) e 15 amostras na faixa
maior de 75 ug/L ( 3,75%).

A concentracdo média das amostras acima do limite de deteccao foi de 23,729 ug/L.
Se forem considerados apenas os valores acima do limite de quantificacdo temos a média das
médias em 26,673 pug/L.

Para realizar comparacdes dos dados obtidos nesta tese com alimentos destinados a
suinos, buscou-se levantar trabalhos realizados no Brasil e especificamente nos Estados
estudados sobre a ocorréncia de OTA nestes produtos. Na busca dentro deste periodo
determinado da tese constatou-se que ainda sdo escassos os trabalhos em cima destes
materiais e até mesmo inexistentes em alguns locais. Porém ja existem dados interessantes
relativos a esta micotoxina. E importante o estudo mais aprofundado de sua ocorréncia tanto
no sangue dos suinos quanto em alimentos que estio sujeitos a seu risco de exposi¢ao.
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Tabela 12: Niveis de ocratoxina A em alimentos destinados ao consumo de suinos
provenientes de literatura e suas relacoes com os niveis de ocratoxina A encontrados em
soro em quatro Estados brasileiros.

Estados Alimento Niveis de Literatura Niveis de OTA em
brasileiros OTA em soro de suino no
alimentos presente estudo (ug/L)
(ng/L) Faixas Média +
DP
SC ragdo para suinos 1,73% Santurio et al.,
1992
produtos derivados  2/79 — 101 Furlong et al., 1999 0 -274,56 24,78 +
do trigo Furlong et al., 1999 43,83
produtos derivados ~ 2/47 - 27 Vieira et al., 1999
do arroz
farinha de milho 3/54 - 12
MT milho 0/36 -0 Henningen e Dick, 0 - 78,21 8,94 +
1995 13,99
BA **café em grao 33/47-1,75 Prado et al., 2000 0-54,32 3,12+
torrado 8,07
RJ trigo 1/18 - 40 Duarte, Carvalho,
Rosa, 1997
alimento para aves  1,3a 80 Rosa et al., 2006 0-118,69 7,91+
alimento para aves 17 a 197 Fraga et al., 2006 19,69
alimento para 36-120 Rosa et al., 2009
suinos

* soro suino - 13,8% - 0,06 a 0,46 - Santurio e Mallmann, 1993

Os resultados obtidos neste estudo estdo relacionados com os dados relatados por
outros autores quanto aos niveis de OTA encontrada em alimentos destinados a alimentag@o
animal estudado em diferentes Estados brasileiros. Segundo esses estudos, as amostras de
Santa Catarina variaram de niveis de 2-101 ug Kg' OTA em alimentos como racdes para
suinos, farinha de milho, trigo e arroz e subprodutos (SANTURIO et al., 1992, FURLONG et
al. 1999 , VIEIRA et al.,, 1999). Rosa et al (2009) informaram os niveis de OTA da
alimentacio de suinos no Estado do Rio de Janeiro, que variou entre 36 y 120 ug Kg™. Por
outro lado, relataram niveis de OTA em milho no Estado de Mato Grosso ndo excedeu 36 ug
Kg'. (Henningen e Dick, 1995) enquanto que no Estado da Bahia ndo hd relatos de
contaminacdo por OTA em alimentos destinados aos suinos como também nao foram
relatados sintomas relacionados a estes animais para predizer a presenga de OTA em
alimentos. Um dos primeiros trabalhos realizados com a colaboracdo de pesquisadores
brasileiros foi o de Mallman et al (1994) que determinaram a presenca de OTA em soro suino
através de cromatografia de camada delgada com uma taxa de recuperacao de 92,5%, maior
que a encontrada neste trabalho de tese que foi de 82%. Das 444 amostras estudadas pelos
autores referidos, 32,21% apresentaram concentragdes de OTA acima de 0,6ng/ml. Estas
amostras foram coletadas no Norte da Alemanha entre 236 propriedades. O método de
extracdo usado foi descrito por Mortensen et al., (1983) e modificado por Hasert (1988) e o
método de identificacdo e quantificacdo foram descritos por Nesheim et al. (1973). A
concentracdo média entre os positivos foi de 4,69 ng/ml, variando de 0,6 a 37 ng/ml. A
observacdo na placa de cromatografia ndo permitiu diferenciacdo em amostras positivas acima
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de 30 ng/ml e abaixo de 0,6 ng/ml. Nao realizaram nenhum outro tipo de teste para
comprovagdo da substincia, como cromatografia em camada delgada.

Em um estudo na Sérvia, a taxa de contaminagao por OTA em soro suino foi de 31%
(28/90). As concentragdes nos positivos variou bastante indo de 0,22 a 220,8 ng/ml com um
nivel médio de 3,70 £+ 23,59 ng/ml. O sangue foi coletado de trés diferentes regidoes do pais,
mostrando grande variacdo entre estas. A média de uma regido foi de 0,19 ng/ml, enquanto a
das outras duas foi de 2,33 ng/ml e 8,58 ng/ml, esta ultima apresentando o maior nivel de
OTA de 220,8 ng/ml. Do total de 90 amostras, 62 estiveram abaixo do limite de detec¢do
(sinal/ruido: 3/1) que foi estimado em 0,1 ng OTA/ml, e a taxa de recuperagdo foi de 95%. Ao
analisar as amostras, quarenta (16, 6%) continham OTA a baixos niveis (0,01 — 0,1 ng/g). Em
oito amostras (8,8%) houve variagdo entre 1 — 5 ng/g, enquanto o resto das amostras positivas
(6,6%) continham mais de 5 ng/g. Neste trabalho também foram analisados rins e figados.
Nas amostras de figado, OTA foi detectada em 24 de um total de 90 (26,6%). sendo a maior
concentracdo de 14,5 ng/g. Ja nos rins, a frequéncia de contaminacdo foi maior que no soro e
no figado, variando entre as trés regides estudadas em 26,6%, 36,6% e 33,3%. com uma
concentracdo méaxima de 52,5 ng/g (MILICEVIC et al., 2008). A metodologia utilizada neste
trabalho foi a mesma utilizada na tese, excetuando que foi utilizado um HPLC com
espectrofotometro de massa.

Além de existirem muitos trabalhos na &4rea animal, a cromatografia em
micotoxicologia aponta muitos aspectos da contaminacdo em humanos. Um método para
determinagdo de ocratoxina A em plasma humano foi desenvolvido por Jimenez et al. (1999)
com o uso da técnica de HPLC. Este foi inicialmente desenvolvido por Creppy et al.(1991) e
modificado quanto as dimensdes de coluna, fase mével e ondas de deteccao e emissdo para a
deteccao fluorométrica. Usaram pré-coluna e a fase mével foi 30:30:40 (v/v) de
metanol:acetonitrila:acetato de sédio com injecdo de 25 ul e velocidade de fluxo de 1,5
ml/min e com a andlise realizada a 40° C. O tempo de retencdo foi de 5,2 min, o que se
assemelhou ao tempo de retencdo médio desta tese. Os limites de detec¢do e quantificacao do
método para o padrdo foi de 0,4 e 0,6 ng/ml e para o plasma foi de 0,52 e 0,78 ng OTA/ml,
respectivamente. Foi um valor acima do encontrado para esta tese que foi de 0,062 pg/L para
o limite de deteccdo e o de 0,186 ug/L para o limite de quantificacdo. Esta metodologia foi
utilizada para analisar plasma de pacientes saudaveis e de pacientes que faziam hemodidlise.
Os resultados mostraram que existe perigo de exposi¢cdo humana no Norte da Espanha para a
OTA, com um percentual de 53,3% de amostras positivas ( 0,5-4,0 ng/ml) entre os pacientes
saudaveis e de 77,8% (0,5-11,7 ng/ml) nos pacientes que faziam hemodidlise (JIMENEZ et
al.; 1999).

Um trabalho experimental avaliou os efeitos da OTA adicionada a dieta de 64 suinos
em crescimento e procurou relacionar estes efeitos sobre parametros como ganho de peso
final e didrio, eficiéncia do alimento, alteracdes hematoldgicas, histopatolégicas e no sistema
imune. Apds 119 dias, os suinos foram abatidos e coletaram rim, figado, musculo
semimembranoso e urina, além de separarem a carne de alguns animais de cada grupo para
prepararem linguica que foram analisadas posteriormente. A OTA no rim, figado e musculo
foi detectada através do método de Jorgensen e Petersen (2002) e as amostras de urina através
do método de Pascale e Visconti (2000). Os resultados demonstraram diminui¢do na
eficiéncia alimentar, provavelmente conectada a alteracdo da sintese proteica causada pela
OTA, determinando a redu¢do no crescimento. Também demonstraram alteracdes nos rins e
figados reafirmando a preferéncia por estes 6rgdos como seus alvos principais. Também
demonstraram a preferéncia peo tecido muscular ao adiposo ao compararem a concentragao
de OTA entre musculo e linguica crua. A presenca de OTA na urina demonstrou a correlacio
entre a ingestdo de OTA e sua concentra¢cdo na urina, sugerindo que este método nao invasivo
possa ser utilizado de forma mais rdpida e direta nos animais ao invés da andlise dos
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alimentos que estes suinos ingerem (MALAGUTTI et al., 2005). Em comparacao a esta tese,
nao foram realizadas coletas oficiais de 6rgdos e visceras com fins de estudo epidemiolégico e
nem a coleta de urina, o que pode ser muito eficiente em granjas, antes do abate.

Outro estudo realizado na Sérvia, em uma regido de importancia para a industria suina
durante trés meses de investigacdo com um total de 60 amostras de suinos de diferentes
pontos desta regido demonstrou que 34 amostras (56,6%) foram positivas com niveis de OTA
chegando aos 33,3ng/ml. A média de concentragdo foi de 2,91 + 4,91 ng/ml. A andlise
realizada para identificacdo de OTA foi um método espectrofluorimétrico que utilizou soro
retirado de amostras de sangue com anticoagulante citrato de sddio e teve um limite de
deteccao de 2 ng/ml de OTA e taxa de recuperacdo de 78% (MILICEVIC et al., 2007). Foi
realizada uma pesquisa no Sul da Itdlia numa cidade de nome Apulia para investigar a
presenca de OTA na cadeia produtiva da carne suina. Um total de 20 amostras de ra¢do para
suinos foram obtidas de 10 propriedades diferentes em Apulia. Estas amostras foram
analisadas em HPLC e dentre as que apresentaram maior concentracdo de OTA, foram
escolhidos cinco animais no momento do abate e retiradas amostras de rim, figado, bexiga,
intestino, estdmago, linfonodos e musculo para serem analisadas. Foi usado um HPLC com
injetor de 100ul de capacidade, colunas C18 e fase mdvel com 4gua, acetonitrila e acido
acético (49,5:49,5:1) e fluxo de 0,9 ml/min com detector de fluorescéncia calibrado para
niveis de excita¢do e emissdo de fluorescéncia de ondas de 333 e 477 nm, respectivamente.
Foi também utilizada colunas de imunoafinidade para limpeza dos extratos. OTA foi
encontrada nos rins ( 23,9-27,5 ng/g), bexiga (9,8-11,5 ng/g) e figado (3,2-5,3 ng/g). A OTA
na ra¢cdo dos suinos apresentou concentracdo variando de 149 a 327 ug/kg de peso seco com
limite de deteccdo e quantificacao de 0,1 ug/kg e 0,3 ug/kg, respectivamente. A taxa de
recuperagdo para a metodologia em HPLC com detec¢do por fluorescéncia foi de 85%. A
coluna utilizada, a fase mdvel e a taxa de recuperacdo deste trabalho sdo semelhantes aos
utilizados nesta tese (CECCl et al., 2007).

Observa-se até agora que a grande maioria dos estudos é proveniente do continente
europeu. La existem legislacdes especificas para a ocratoxina A e as pesquisas andam em
ritmo acelerado. Através destas pesquisas sabe-se que a Europa apresenta alimentos
contaminados por OTA de forma disseminada, quase que como uma epidemia; na verdade ja
uma endemia. A diferenca para o Brasil talvez seja simplesmente relacionada ao fato de que
ndo se procura pesquisar esta micotoxina. Talvez com o incremento das pesquisas tenham-se
mais dados em nosso pais sobre sua ocorréncia. Cerca de 57% dos alimentos amostrados em
uma pesquisa continham OTA acima do nivel de detec¢do de 0,01 ug/kg. Apesar disso, muito
poucas amostras excederam o limite considerado satisfatorio e aceitdvel na Unido Européia
que € de 5 ug de OTA/kg de alimento. Dos alimentos estudados, 2374 eram de cereais e
derivados e apenas 1,4% das amostras apresentaram niveis acima de 3 ppm de OTA. Em
relacdo ao café torrado, 50-75% das 240 amostras continham entre 0,3 e 0,6 ug de OTA / litro
de café. Cerca de 70% das cervejas alemdes continham concentra¢cdes acima de 0,03 pg/l
devido ao uso de trigo contaminado (PETZINGER, WEIDENBACH, 2002).

Outra vertente dos estudos sobre micotoxinas € relacionar secrecoes dos animais com
as concentragdes destas no sangue e 6rgaos e tentar chegar a correlagdes ou influéncias da sua
presenca. Um estudo para determinar os parametros espermatolégicos em reprodutores suinos
também avaliou o tecido sanguineo e constatou que no periodo estudado de 5 semanas os
niveis plasméticos da OTA ficou abaixo dos 0,2 ng/ml nos grupos controle e experimental. Os
reprodutores pesavam cerca de 250 kg e receberam 20 pg por dia de OTA durante 6 semanas
e depois durante mais 9 semanas foram coletadas amostras semanais de sangue, além das
amostras de s€émen e das andlises clinicas. Foram coletados 2 ml de sangue que passaram por
uma fase de preparacdo e limpeza com adi¢do de 4cido citrico, diclorometano, solu¢do tampao
de bicarbonato de sédio e depois de centrifugacdo foram direto para as andlises com ELISA
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que teve um limite de detec¢do de 0,042 ng/ml de OTA em solug¢do tampao (BIRO et al.,
2001). Um levantamento na Roménia baseou-se na coleta de sangue, rim, figado e musculo de
52 suinos durante o abate comercial para levantamento de micotoxinas, entre elas a OTA. As
coletas foram divididas em 3 regides distintas com uma significativa industria suinicola.
Coletaram 50 ml de sangue e utilizaram a mesma técnica deste experimento. A taxa total para
OTA foi de 86,8% com o coeficiente de variacdo de 9,6% e o limite de deteccao (sinal/ruido:
3/1) foi estimado em 0,1 ng OTA/ml. Das amostras estudadas, 98% foram positivas no nivel
de 0,05 — 13,4 ng OTA/ml e 92% foram positivas acima ou igual a 0,1 ng/ml. A média de
concentracdo encontrada neste levantamento foi de 2,43 ng/ml. Nos rins a incidéncia foi de
79% das amostras com média de 0,54 ng de OTA/g. No figado, 75% continham tracos de
OTA, com uma média de 0,16 ng/g. A incidéncia em musculo foi bem mais baixa, totalizando
17% com média de 0,15 ng/g. Apesar destes valores parecerem elevados, estd dentro do
encontrado na Unido Européia, em outros estudos. E ainda, nenhuma das amostras ultrapassou
o limite maximo permitido na legislacdo européia de 5 ng de OTA /g. A distribuicao entre os
tecidos seguiu um padrao pré-estabelecido que é soro > rim > figado > miusculo conforme
publicacdes de KROGH et al.(1974; 1976) e Patterson et al. (1976) (CURTUI et al., 2001).
Um outro trabalho para determinagdo de OTA em rim e miusculo de suinos mostrou-se
eficiente, rdpido, simples e sensivel, necessitando apenas de 2,5 g de amostra e 15 ml de
solvente nao-organico. Usaram CLAE com detector de fluorescéncia, extracdo com pré-
coluna SPE e absorcao por imunoafinidade com colunas ochraprep (MONACT et al., 2004).

A OTA pode ser frequentemente encontrada em sangue humano e leite na Europa e Canadé, o
que indica uma continuada e disseminada exposicao a esta micotoxina. Porém, esta ndo é
uniforme, variando significativamente entre individuos e regides. Os niveis de OTA sdo
maiores em amostras de leite humano de mulheres que vivem em dreas rurais que se
comparadas as mulheres que vivem em 4reas urbanas ou com pouca agricultura. A exposi¢ao
a OTA pode ocorrer potencialmente também pela inalagdo de conidios de fungos ou de poeira
na agicultura, representando assim uma adicional fonte de exposi¢do a trabalhadores do
campo. Estas afirmagdes podem ser dadas a partir dos resultados de um estudo que procurou
investigar os niveis de OTA em amostras de sangue de 106 trabalhadores de fazendas e
compara-los com 104 trabalhadores urbanos (controles) e também correlacionar a exposi¢ao
com a inalacdo de conidios de Penicillium verrucosum numa cidade da Noruega. Para o
estudo do soro, usaram a técnica que € bastante usada descrita por Zimmeri e Dick (1995),
com o uso de colunas de imunoafinidade para limpeza do extrato e cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detecgao por fluorescéncia. Todas as amostras foram positivas quanto a
presenca de OTA, com uma média desta toxina no soro de 397 ng/l. Nao houve diferenca
significatica entre os trabalhadores rurais e da cidade, e também nenhuma diferenca quanto a
idade, sexo e se fumantes ou ndo. Este indice de 100 % corobora para a indicacdo do grande
espalhamento da OTA em paises como a Noruega (SKAUG, 2003). Um outro grupo de
pesquisadores também da Noruega estudou a exposicao em trabalhadores de fazendas quanto
ao risco de contaminacdo por OTA durante a manipulacdo e a estocagem de grios e a
importancia das praticas na agricultura e a influéncia do clima neste risco. Todas as amostras
de graos examinados continham OTA com uma média de concentracao de 4 pg/kg, sendo que
30 % das amostras apresentaram niveis de 3 a 30 vezes maiores que a média. Eles afirmaram
que o risco de contaminagdo de trabalhadores estd ligado principalmente na fase da secagem e
armazenagem dos grdos e que o fungo ndo péra de crescer quando estocado, e ainda que o
principal risco de contaminacdo ocorreu em épocas de chuva e frio naquela
regidlo(HALSTENSEN et al., 2004).

A importancia desta tese tem relacdo direta entre a qualidade dos alimentos e a Saide
das pessoas que o ingerem. Assim estd altamente envolvido com a Seguranga Alimentar, tema
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tdo abordado e discutido atualmente. A presenca de uma toxina tdo poderosa e que produz
efeitos tdo importantes quanto a ocratoxina A € um fator relevante e suficiente para justificar e
estimular o Estudo realizado e também trazer novas perspectivas em relacdo a esta toxina no
territorio brasileiro. Os prejuizos econdmicos da presenga desta toxina no plantel de suinos do
Brasil deve ser estudado pois a preseng¢a na maioria das amostras analisadas nos faz pensar
que se mais amostras forem estudadas, novos desafios serdo mostrados. Apesar de muitas
amostras, ainda sdo insuficientes os dados obtidos para uma andlise mais aprofundada do
tema. Entretanto, se pode ter nocdo de que o problema existe e que esforcos devem ser
realizados em conjunto de Orgdos oficiais e empresas privadas para viabilizarem uma
vigilancia mais constante nos produtos susceptiveis a presenca de ocratoxina.

57



5 CONCLUSOES

Esta pesquisa relaciona a contaminacdo em soro suino em quatro Estados de
diferentes regioes do Brasil;

Pode-se confirmar a presenca da ocratoxina A em suinos criados no Brasil;

A utilizagdo ou ndo de colunas de imunoafinidade apresentaram diferenca na retengdo da
ocratoxina A;

O limite de detec¢do foi de 0,062 pg/L e o limite de quantificagdo foi de 0,186 pg/L;

Foi encontrada uma relacao direta entre os altos niveis de OTA em soro sanguineo
encontrados em Santa Catarina e Rio de Janeiro com os maiores niveis de OTA em
alimentos destinados a suinos nos mesmos estados;

O maior nivel de amostras positivas com limites acima de 5 pg/L. ocorreu no Estado de
Santa Catarina (52%);

O Estado de Mato Grosso apresentou o maior nimero de amostras positivas para
ocratoxina A acima do limite detectdvel pela técnica utilizada (69%);

O Estado da Bahia foi o que apresentou maior quantidade de amostras abaixo do limite
detectavel (64%);

A concentragdo média de ocratoxina A no soro sanguineo suino das amostras com niveis
acima do limite de detec¢do foi de 23,729 pug/L. Se forem considerados apenas os valores
acima do limite de quantificacdo temos a média das médias em 26,673ug/L.
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7.2 ANEXO 1

Tabela Al: Niveis de ocratoxina A em amostras de soro suino obtidas em quatro Estados brasileiros

Faixa de

Ocratoxina A em soro suino (ug/L)

Concentragdo

Estados Brasileiros *

(ug/L) SC

MT BA

RJ

Faixa Média Faixa

Média + Faixa Média
DP +DP

Faixa

Média
= DP

<LD -

0,185

LD-< zero - 0,159

LQ

0,172

+

0,(;18 Zero -

0,159
0,153
0,184

0,165

0,016

0,911
0,234
0,942
0,625
0,726

LQ-<1 Zero -

0,624

0,285 zero -

0,426
0,706
0,757
0,655
0,752
0,676
0,289
0,926
0,949
0,955
0,395
0,809
0,693
0,705
0,189
0,259
0,445
0,495
0,202
0,535
0,433
0,588
0,934
0,409

0,591

0,236

75



5-<25

3,455
4,141
2,111
4,915
4,048
4,468
4,241
4,736

11,315
6,594
7594
7,876
5,586
9,249
8,484
8,649
16,281
6,529
5,364
6,1630
19,230
11,452
14,701
9,317
6,550

4,014

0,889

9,868

4,772

4,439
4,907
2,890
3,338
4,526
3,827
3,313
4,135
4,699
1,479
1,216
1,314
1,515

13,960
5,246
6,141
5,820
5,793
5,740
5,231
7,768
5,845
6,313
5,184
17,799
14,139
24,486
6,324
17,083
12,186

3,200

1,388

11,137

5,694

4,512
3,691
3,078
3,571
1,680
1,817
3,427
2,112
1,839
2,460
2,171
4,076
1,831
2,861
3,886
3,732
1,829
1,515
2,390
2,041

13,152
7,330
13,090
8,534
14,655
5,879
17,279
6,245
13,899
15,684
10,749
16,887
5,337
6,686

2,726
+

0,939

11,100

4,348

0,211
0,7481
0,759
0,662

1,100
1,351
1,649
1,066
1,050
3,954
2,355
1,183
1,904
1,789

23,749
6,104
8,543
5,478
14,631
14,552
5,924
7,452
14,594
19,052
5,576
6,513
7,017
8,458
5,677
10,748
20,556

1,740

0,889

5,895

5,805
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25-<75

5,745
7,632
5,812
6,159
23,495
12,807
11,975

38,007
32,608
41,583
28,558
36,657
42,045
72,267
64,134
30,294
68,080
27,212
29,383
74,762
27,866

44,236

16,712

16,882
6,666
10,037
11,376
9,596
6,712
18,578
9,469
7,483
9,846
18,229
7,256
24,433
11,269
7,303
21,634
18,404
20,250
12,740
20,012
5,941
5,512
7,999
8,970
8,992
10,346
9,019

67,466
27,427
60,452
45,149
35,256
45,033

46,797

+

15,019

54,319
48,474

51,397

4,133

43,376
35,977
33,675
36,378
29,829
63,748
51,819
45,979

42,598

11,145
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52,042
31,806
54,713
121,357
115,383
80,801
274,560
77,522
114,558
153,066
108,907
90,281
84,685
100,327
145,709

o 78.206

53,611

zero

zero

118,689
112,106

115,397

+

4,654

* SC = Santa Catarina; MT = Mato Grosso; BA = Bahia; RJ = Rio de Janeiro

DP = Desvio Padrao
ND = Nio Detectavel
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7.3 ANEXO 3

Figura 9: Cromatograma da amostra 53 sem passagem pela IAC.
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Figura 10: Cromatograma da amostra 53 com passagem por IAC.
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Figura 11: Cromatograma da amostra 372 sem passagem por IAC.
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Figura 12: Cromatograma da amostra 372 com passagem por IAC.
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