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Resumo

Estima-se que 25 % da producdo mundial e 20 % da producao europeia de alimentos
podem estar contaminadas com micotoxinas, originando graves consequéncias tanto a
nivel da seguranca alimentar como a nivel socioecondmico. As micotoxinas
normalmente encontram-se nos cereais, frutos secos, cacau, café, vinhos e carne,
especialmente se a atividade da agua e a temperatura ndo forem devidamente
controladas. Estas sdo um grupo de pequenas moléculas organicas, com reconhecida
atividade toxica, produzidas como metabolitos secundarios por alguns fungos

filamentosos. Por isso torna-se necessario o seu estudo.

Este trabalho centrou-se no desenvolvimento e na validacdo de uma metodologia
analitica, por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa sequencial (LC-
MS/MS), para a detegéo e quantificacdo de aflatoxinas em farinhas de trigo e de aveia
e da zearalenona em farinha de milho, de acordo com os critérios estabelecidos pela
Unido Europeia, no laboratério de Quimica da SGS Portugal. Foi igualmente efetuado
um estudo de estabilidade do composto, de forma a conhecer as condigbes em que
ocorre a sua degradacdo e, a partir dai, caracterizar os principais produtos assim
originados. De forma a garantir fiabilidade dos resultados analiticos obtidos foram
avaliados parametros como a linearidade, os limites de dete¢do e quantificacdo, a

repetibilidade, a preciséo intermédia e a exatidao.

Obtive-se resultados que confirmam a linearidade da gama de trabalho e valores validos
de LQ e LD. Além disso, o método apresentou uma repetibilidade e preciséo intermédia
aceitaveis, uma vez que os respetivos coeficientes de variacdo foram inferiores a 5 %,
exceto para a precisdo intermédia da recuperacdo da aflatoxina B2, na matriz do trigo.
A exatiddo do método foi aferida recorrendo a ensaios de recuperacao, tendo-se obtido
percentagens de recuperacao entre 70-110% para as aflatoxinas nas farinas de trigo e
de aveia e 70 - 120 % para a zearalenona para a farinha de milho. Uma vez que estes
parametros se apresentaram de acordo com 0s critérios estabelecidos para a validagéo

de um método analitico, o objetivo proposto foi cumprido.

Os objetivos propostos foram concretizados, obtendo-se um método validado de

acordo com os requisitos da Unido Europeia.

Palavras-chaves: micotoxinas, aflatoxinas, zearalenona, validacdo, LC-MS/MS
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Abstract

It is estimated that 25% of world production and 20% of European food production may
be contaminated with these toxins, resulting in serious safety and socioeconomic
consequences. As mycotoxins usually in the cereals, nuts, cocoa, coffee, wine and meat,
especially water activity and temperature are not properly controlled. These are a group
of small organic molecules, with toxic medical activity, produced as secondary

metabolites by some filamentous fungi. That is why it is necessary to study it.

This work focused on the development and validity of an analytical methodology, by
liquid chromatography coupled to sequential mass spectrometry (LC-MS / MS), for the
detection and quantification of aflatoxins in wheat and oat flours and zearalenone in
maize flour, according to the criteria established by the European Union, without the
chemical laboratory of SGS Portugal. A study of the stability of the compound was also
carried out, in order to know the conditions in which its degradation occurs and, from
there, to characterize the main products thus originated. In order to guarantee the
reliability of the analytical results obtained as control as a linearity, the limits of detection

and quantification, a repeatability, an intermediate precision and an accuracy.

Results were obtained which confirm a linearity of the working range and valid values of
LQ and LD. In addition, the method has acceptable repeatability and intermediate
accuracy, since the lower coefficients of variation are 5%, except for the intermediate
accuracy of aflatoxin B2 recovery in the wheat matrix. The accuracy of the method was
assessed using recovery assays, with recovery percentages ranging from 70-110% for
aflatoxins in wheat and oat flour and 70-120% for zearalenone for corn flour. Once these
parameters are established according to the established criteria for a validity of an

analytical method, the proposed goal is met.

The proposed objectives were fulfilled, obtaining a validated method according to the

requirements of the European Union.

Keywords: mycotoxins, aflatoxins, zearalenone, validation, LC-MS / MS
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1. Introducao

1.1 Enquadramento

As micotoxinas sdo um grupo de pequenas moléculas organicas, com reconhecida
atividade toxica, produzidas como metabolitos secundarios por alguns fungos
filamentosos. Em produtos agroalimentares podem ser consideradas de origem natural,
sendo tdxicas para os seres humanos e animais quando ingeridas ou inaladas, mesmo

gque em pequenas quantidades.

As micotoxinas sdo uma fonte prevalente de risco para a saude relacionada com
alimentos em colheitas de campo. No entanto, sdo quase ndo reconhecidos
publicamente. Consumo de alimentos contaminados com altos niveis podem ser fatais.
A exposi¢cdo a longo prazo pode, entre outras coisas, aumentar o risco de cancro e

suprimir o sistema imunoldgico. [1]

A sua contaminagao nos alimentos pode ocorrer no campo, durante o transporte e/ou
no armazenamento do produto. E essencial a existéncia de planos de monitorizac&o dos
niveis de contaminacgao, de forma a serem tomadas medidas preventivas para reduzir o

risco de contaminacao.

A principal causa da contaminacdo dos alimentos, por micotoxinas, deve-se a fatores
ambientais e biolégicos. O periodo de 2002 a 2008 apresentou um aumento
consideravel de notificagfes relacionadas com micotoxinas, porém nos anos seguintes,
0 numero de notificagbes diminui. Esta significativa melhoria resultou na redugéo da
frequéncia de controle requerida na importagdo. Estudos da Comissdo Europeia,

datando de 2011, concluem ainda que as aflatoxinas foram as mais relatadas.[2], [3]

As micotoxinas sdo produzidas principalmente por espécies de fungos que pertencem
aos geéneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium e ainda Claviceps e Paelomyces. [4],
[5] Estes podem ser responsaveis pela deterioracdo de alimentos, e pela producéo de
micotoxinas, sendo importante, por isso, possuir métodos convenientes e confiaveis
para medir o seu crescimento. Porém, o crescimento dos fungos é mais dificil de
guantificar comparativamente com as bactérias e leveduras, j4 que estes ndo crescem
como células individuais, mas sim como micélio (hifas filamentosas).[6] A contaminacdo
de um alimento por parte dos fungos tem muitas variaveis, destacando-se entre elas a
atividade de agua, oxigénio, temperatura, tipo de substrato e pressdo osmotica. Pode

haver uma formacao de micotoxinas antes ou depois da colheita, no armazenamento ou
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no seu embalamento, e a identificacdo das micotoxinas e respetiva avaliacdo
gquantitativa requer a preparacdo das amostras, utilizacdo de métodos de extracao e

técnicas de analise quantitativa.[7]

A toxicidade das micotoxinas variam em funcdo das caracteristicas destas, pois as
micotoxinas exercem os seus efeitos de diferentes formas. Além disso, os seus efeitos
no consumidor dependem de varios fatores, como a idade, o peso, a dose e via de
exposicdo. Temos como exemplo as aflatoxinas e as ocratoxinas, as quais interferem

com a formacgéo de proteinas, mas cada uma de diferente forma[8].

Estas substéncias, para além de serem classificadas como cancerigenas, quando
ingeridas em niveis elevados na alimentacao podem levar a problemas agudos e até a
morte. Além disso, podem surgir sinais de debilidade imunitaria, atraso no crescimento
e surgimento de lesBes oncolégicas, mutagénicas, teratogénicas, citotoxicas,
neurotoxicas, nefrotdxicas e estrogénicas. Em termos de exposi¢do e gravidade, as
micotoxinas apresentam um risco elevado como a maior parte dos contaminantes,
incluindo pesticidas e aditivos alimentares. Na sua acdo de decomposicdo dos
alimentos, quase todas séo citotoxicas, provocando a rotura de membranas celulares e

outras estruturas, ou interferindo na sintese proteica.[9]

De acordo com a Organizacdo das Nagfes Unidas para a Agricultura e Alimentagéo,
cerca de 25% de todas as colheitas mundiais de cereais estdo, de alguma forma,

contaminadas. [10]

Nos ultimos anos tem havido uma intensa investigacdo com o propoésito de detetar e
prevenir a existéncia destas substancias nos alimentos. Sendo que apenas algumas
micotoxinas sdo regularmente encontradas em alimentos e ra¢cdes animais como graos
e sementes, leite, legumes e frutas.[11], [12] Por outro lado, os animais também podem
estar sujeitos a contaminagéo, e a ingestdo da carne e do leite destes animais levar a

contaminagao humana e por em causa a saude publica. [13]

Entre os milhares de metabdlitos secundarios de fungos atualmente conhecidos, apenas
alguns grupos de micotoxinas sao importantes dos pontos de vista econémicos e saude,
nomeadamente: as aflatoxinas (AF), produzidas principalmente por espécies de
Aspergillus; ocratoxina A (OTA), produzida por espécies de Aspergillus e Penicillium, e
zearalenona (ZEA), fumonisinas (FUM) e tricotecenos (TCTs) (especialmente

deoxinivalenol (DON)), produzidas principalmente por muitas espécies de Fusarium.

[14]-[16]

15



FCUP
Validacédo do método de quantificacdo de micotoxinas por LC-MS/MS em farinhas de trigo, aveia e
milho

Como apresentam uma grande estabilidade térmica, as micotoxinas ndo sao destruidas

pelo calor, sobrevivendo as principais etapas do processamento térmico alimentar [17]

Portanto, a distribuicdo de micotoxinas nos procedimentos de processamento de cereais
€ um tema de interesse mundial devido aos altos impactos econémicos e na saude e é
uma ferramenta importante na gestédo de riscos para estabelecer limites para garantir
produtos alimentares seguros para uso alimentar.[18] Como os niveis destas toxinas
nos alimentos podem nao ser completamente removidos no fornecimento de alimentos,

muitos paises definiram regulamentos para os limites maximos toleraveis das mesmas.

Os resultados de uma validacdo servem para garantir a qualidade, fiabilidade e precisdo
dos resultados analiticos obtidos. Para a validacdo do método, o processo utilizado
consistiu em confirmar se o procedimento analitico realizado era adequado para a
finalidade pretendida. Segundo o Guia Relacre n°13, os requisitos minimos a serem
considerados para uma analise quantitativa so a curva de calibragdo (gama de trabalho
e linearidade), os limiares analiticos (limite de detecdo e limite de quantificacéo), a
precisdo (repetibilidade e precisdo intermédia) e a exatiddo através de ensaios de

recuperacao.

1.1.1. Objetivos

O presente trabalho de tese foi realizado com o objetivo de desenvolvimento e validacao
de um método analitico para a sua quantificacéo através de cromatografia liquida com
espectometria de massa em tandem (LC-MS/MS) de micotoxinas, na empresa SGS
Portugal, nomeadamente das seguintes micotoxinas: AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 e da

ZEA, em alimentos como trigo e aveia.
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2. A Empresa

2.1 SGS — Société Générale de Surveillance,
S.A

Estabelecida em 1878, a SGS transformou o comércio de gréos na Europa, oferecendo
servicos inovadores de inspec¢do agricola. A Empresa foi registrada em Genebra como
Société Générale de Surveillance em 1919. As ac¢6es foram listadas pela primeira vez
na Bolsa de Valores Suigca (SWX) em 1985.

O Grupo SGS esta estabelecido como um simbolo de referéncia na prestacdo de
servigos de exceléncia e esta associado a valores como a independéncia, a qualidade,
a integridade, a confidencialidade e a inovagdo. De modo a garantir uma formacao
consistente, eficaz e de alta qualidade aos colaboradores do Grupo assim como a outras
empresas foi criado a SGS Academy., conseguindo uma cobertura multidisciplinar e
mundial para qualquer tipo de produto: alimentares, cosméticos, quimicos e
petroquimicos, gases, materiais de construgdo, maquinas, vestuario e téxteis-lar,
ceramicas, brinquedos, eletrodomésticos e outros aparelhos eletrénicos, surgindo assim
0 SGS MULTILAB. Neste Grupo esta englobada a SGS Portugal que se encontra
atualmente sediada no Pélo Tecnoldgico de Lisboa, e apresenta uma rede de escritorios
de norte a sul do pais como também nos arquipélagos dos Acores e da Madeira e
laboratérios em Lisboa, Trafaria e Sines. Inicialmente, afiliada com sede na baixa
Lisboeta, foi criada para se dedicar ao controlo de operacfes de carga e descarga de
cereais a granel, sendo posteriormente alargada a sua atividade para outros setores. A
SGS Portugal detém diversas competéncias, inclusive na area da Gestao da Qualidade,
assim por uma questdo de maior eficiéncia estas foram agrupadas no SGS MULTILAB
que é composto pelo Laboratério de Analises Fisico-Quimicas, Microbiolégicas e
Amostragem, atuando na &rea alimentar, cosmética, aguas de consumo e residuos;
Laboratério de Ensaios de Ambiente e Segurancga, Laboratorio de Ensaios Nao

Destrutivos e Laboratdrios de OGC (oil, gas and chemical) [19].

17



FCUP | 18
Validacédo do método de quantificacdo de micotoxinas por LC-MS/MS em farinhas de trigo, aveia e
milho

Na Figura 1. Apresenta-se o logotipo atual do Grupo da SGS, estabelecidos em 2002.

SGS

Figura 1.Logdtipo do Grupo SGS

2.1.1 Enquadramento historico

A SGS surgiu em 1878 na cidade de Rouen em Franga, sob o nome “Goldstlck e Hainze
& C# e tinha como atividade inicial a inspec¢éo e verificacdo da qualidade e quantidade
do grao a granel que chegava ao porto de Rouen. Ao fim do primeiro ano a companhia
ja tinha aberto trés escritorios nos maiores portos de Franca e em 1913 tornou-se lider
no negacio de inspecado de grao a granel na Europa. Em 1919, j4 sediada em Genebra
na Suica, a empresa adotou 0 nome cuja sigla ostenta até hoje, SGS - Société Générale
de Surveillance. A SGS Portugal foi fundada em 1922 fazendo-se representar pela mao
de Ronald Garland Jayne, em nome da empresa Garland Laidley, ainda hoje uma
referéncia na logistica e navegacéo. Devido a instabilidade politica que se fez sentir pela
instauracéo da Ditadura Militar e fim da Primeira Republica Portuguesa, a gestdo da
empresa foi delegada a René Aberlé (1926) pela sua experiéncia de trabalho com
transagdes de trigo. Em 1928, o Grupo SGS cresceu internacionalmente, com oficiais e
afiliadas em 21 paises ao redor do mundo. Em 1938, o primeiro portugués a ser
contratado pela companhia Portuguesa foi Fernando Pereira, que se tornou numa figura
marcante durante os seus 50 anos de servico, por ser o responsavel pela continuidade
da SGS Portugal na lideranca do mercado como também por ter sido o primeiro gerente
portugués nomeado em 1960. Em 1939 a SGS expandiu-se para a inspecao e analise
de matérias-primas, minerais e metais através da aquisi¢cdo de laboratérios na Europa
e inicia a sua atividade na América do Sul, com escritérios na Argentina e Brasil,
prestando servicos de inspecédo agricola. Na década de 60 a SGS iniciou a supervisao
a produtos petroliferos ao adquirir empresas na Bélgica, ja no final dos anos 60 obteve
a Redwood, empresa com referéncia mundial no setor petroquimico, nascendo assim a
area da supervisdo de produtos petroquimicos também em Portugal. A partir dai a
companhia Portuguesa comecou a ter a sua propria identidade e deixou de ser
simplesmente uma representacdo de Genebra. A SGS Portugal ao longo dos anos
estabeleceu contratos governamentais que permitiram o crescimento da empresa e lhe

impulsionaram diversas competéncias, passando a atuar ndo sO na area da inspecao
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como também na producédo de produtos agroalimentares e téxteis. No inicio da década
de 80 a empresa tomou a deciséo de abrir uma filial no Porto, sendo nesta altura que a
Garland a deixou de representar, ficando sob a chefia de Eugénio Costa, um inspetor
com grande experiéncia em Angola e que pretendia fazer carreira em Portugal. Eugénio
Costa chefiou as areas da supervisdo agroalimentar e minérios no norte, durante o resto
da sua carreira. A importancia da inddstria téxtil no norte levou a expansao da filial
levando ndo apenas a abertura de um laboratério, como a aquisi¢cdo do entreposto de
algoddo em rama na Maia. O laboratério téxtil foi o primeiro em Portugal a ter
implementado o Sistema de Gestdo da Qualidade. Devido a dificuldade na capacidade
de resposta dos laboratérios externos subcontratados a SGS decidiu, no final dos anos
80, abrir um laboratério agroalimentar em Lisboa pela m&o de Joaquim Martinho,
engenheiro quimico que entrou na companhia em 1975, o Unico licenciado dos quadros,
e que em 1992 se tornou no primeiro laboratério privado deste setor a ser acreditado.
Nessa altura, a SGS tem 113 escritorios, 57 laboratérios e 9500 funcionarios atuando

em mais de 140 paises.

A SGS conta ja com mais de 200 colaboradores diretos em Portugal e uma extensa

bolsa de especialistas externos com total cobertura geogréfica nacional.

Em 1996, surgiu um servico completamente inovador em Portugal: as peritagens
automoveis. Face as necessidades de eficiéncia na resolugéo dos sinistros automoveis
as seguradoras procuravam uma solucéo que oferecesse confianga aos consumidores,
assim o Bernhard Paul, administrador da SGS Portugal desde 1995, langou um desafio
para o desenvolvimento de um servico em outsourcing da gestdo dos sinistros
automaoveis, servigo esse que ja existia no Grupo na Bélgica e que nasceu oficialmente
em Portugal no ano 1997. Com a ajuda financeira do Programa Estratégico de
Dinamizacao da Industria Portuguesa (PEDIP) foi possivel um grande salto tecnolégico,
em 1997, transferindo-se a sede da SGS Portugal para o Cacém, ap0s a construcao de
raiz de novas instalagfes e da aquisi¢cdo de equipamentos mais modernos. Em 1998, a
Certificacao de Organizac¢des adquiriu uma estrutura propria na SGS em Portugal (SGS
ICS), sendo o primeiro a obter a acreditacdo para a Certificacdo de Sistemas de Gestéo
da Qualidade (ISO 9001), também nesse ano a companhia criou o organismo de
Ensaios ndo destrutivos. Um ano depois foi lancado o servico do cliente mistério —
Mystery Shopping — com a aquisi¢cdo da empresa Lodge service. No final da década de
90 e inicio do novo milénio a SGS Portugal chegou as ilhas sob a direcdo de Rui
Cordeiro e em 2003 nasceu a SGS Academy, entidade formadora da SGS. A sede
situada no Cacém foi transferida em 2005 para o Lumiar onde se encontra atualmente

instalada e reune todos os servicos (escritérios e SGS MULTILAB) Atualmente, a SGS
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opera numa grande variedade de setores industriais empregando mais de 80000
pessoas em todos 0s seus escritorios e laboratorios existentes em quase todos os
paises do mundo. O Grupo tem crescido constantemente para se tornar o lider da
industria que é hoje, resultado da melhoria continua na inovagéo, reducéo dos riscos,

produtividade e eficiéncia das suas operacdes. [19]

2.1.2 Organizacao administrativa

Numa empresa, é fundamental haver uma combinacéo de esforcos e responsabilidades
entre individuos para ser possivel alcancar objetivos a nivel coletivo, que seriam
inatingiveis caso se tratasse de uma s6 pessoa. O Conselho Operacional € composto
por varios especialistas sendo que cada negécio é liderado por um vice-presidente
executivo e cada regido é liderada por um Chief Operating Officer. O grupo relne-se
regularmente ao longo do ano para determinar as estratégias e prioridades da empresa
e analisar o seu desempenho. A SGS é liderada por um grupo dindmico de pessoas
com muitos anos de experiéncia nas respetivas areas em que atuam. Deste modo, o
modelo organizacional da SGS permite uma rentabilizagdo maxima das metodologias

de trabalho nas diferentes fungdes e regides.[19]

2.1.3 Competéncias/Setores de Atividade

A SGS fornece servigos independentes em todo o mundo, que fazem a diferenga nas
vidas das pessoas. Os especialistas internacionais ajudam a operar de forma mais
eficiente e sustentavel, aprimorando processos, melhorando a qualidade e
produtividade, reduzindo riscos, verificando conformidade e agilizando a chegada dos
produtos ao mercado. As principais atividades de servico abrangem todos os setores da
inddstria, incluindo os produtos e servigos que 0s consumidores confiam no dia-a-dia

em qualquer parte do mundo. [19]
Setores

o Agricultura & Alimentacéo: solugbes completas que asseguram que 0S
produtos cumpram padrdes internacionais e cheguem com seguranca a

mesa do consumidor. Se uma empresa opera uma unidade de
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armazenamento ou producao de sementes, a SGS pode mitigar 0s riscos

associados a doencas, infestacoes e residuos.
Automovel: permite melhorar o desempenho e reduzir riscos, ha concecao,
construcao e operacdo de solucdes de inspecdo de veiculos em todo o mundo.
Governos, industrias, instituicdes financeiras e seguradoras, além dos
consumidores, dependem destas solucdes independentes, precisas e seguras
para mitigar danos e aumentar a seguranga de automotivos.
Quimico: Devido ao crescente uso de produtos quimicos em bens de consumo,
0s perigos a saude, principalmente nos itens infantis, séo um importante foco do
setor. Assim, a SGS ajuda a eliminar estas preocupacdes, oferendo um portfélio
de servigos de laboratorio que testam a seguranga de seus produtos e o ajudam
a controlar a utilizacdo de produtos quimicos, de acordo com o0s niveis de
tolerdncia empregados no setor.
Construgdo: durante a fase de projeto de uma obra, a SGS pode ajudar a
concretizar os planos, garantindo que os processos funcionem de forma eficaz,
0s canteiros de obra sejam seguros e 0s materiais utilizados sejam confiaveis.
Bens de Consumo e Retalho: de tecidos a aparelhos, méveis, alimentos e
eletroeletrénicos, o portfélio completo de servicos da SGS facilita a qualidade,
conformidade e seguranca de bens de consumo de todas as cadeias de
suprimento globais, garantindo que nenhum detalhe importante seja ignorado no
processo de um produto, da concecao a entrega ao mercado.
Energia: Os servicos de energia concentram-se em dois elementos principais:
atender as demandas do setor por energia e tecnologias renovaveis, que
permitam a captura e transferéncia de energia de fontes como vento, sol e
marés, e a modernizacdo de usinas de energia convencional e novas
construcdes que observam rigidas regulamentacdes, ajudando em todos o0s
aspetos, garantindo que as regulamentagfes sejam cumpridas, que a seguranca
seja levada em consideracdo em todos 0s estagios e que 0s impactos ambientais
sejam minimizados.
Finangas: Orientacdes independentes em varias areas relacionadas a servi¢os
de gestédo financeira de projetos, para ajudar as organizacdes a terem certeza
de que possuem as orientacdes corretas sobre empréstimos, gestédo de riscos,
comércio, auditorias e certificacdo, verificacdo e treinamento financeiro, a fim de
apoiar suas decisdes relacionadas a gestao financeira de projetos, focando a

sustentabilidade, avaliacdo e gestdo de risco ambiental e social.
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Industrial: apoio a integridade, seguranca e confiabilidade de suas atividades,
equipamentos e operacdes, com solugbes técnicas criativas, fornecendo
assessoria para o fabricante e comerciante da area industrial, visando seu
crescimento estratégico e melhores praticas do mercado, baseados em servigos
de testes e andlises de conformidade, a fim de garantir que os processos e
projetos atendam todos os requisitos de qualidade e desempenho, minimizando
0s impactos ambientais do setor.

Ciéncias biologicas: testes analiticos, bioanaliticos e de ensaios clinicos,
juntamente com a gestdo de processos, permitindo que os produtos
farmacéuticos cheguem rapidamente aos que necessitam, com custos minimos
e seguranca maxima. Existem parcerias com setores farmacéuticos,
biofarmaceuticos, de biotecnologia, de aparelhagem médica e de salde para
fornecer um amplo portfélio de servigos essenciais.

Logistica: solugbes inovadoras para desenvolver e aumentar 0os negocios de
clientes, encontrando maneiras de fazer com que processos funcionem melhor,
com mais facilidade, rapidez ou lucratividade. Os especialistas examinam a
operacdo de processos interconectados que possuem um papel vital na
producado de produtos. Com utilizacao de vérias ferramentas e tecnologias que
ajudar a aprimorar as operacdes e aumentar a eficiéncia operacional, com o
apoio de orientacdes logisticas especializadas.

Mineracdo: A SGS tem um conhecimento especializado em locais de mineragéo,
0 que a coloca a frente da industria, através de técnicas sobre processos de
fabricacdo de aco, uma parceria estratégica no comércio de carvao e coque ou
entdo informagdes sobre como reduzir riscos, maximizando 0s lucros ou
aumentando as eficiéncias na minera¢do ou extracdo de pedras preciosas ou
metais béasicos.

Petroleo & Gas: servicos em todos 0s setores primarios e secundarios
enriguecem cada fase da cadeia de valor, desde o combustivel de transporte e
produtos de aquecimento, até plasticos, fertilizantes e produtos farmacéuticos.
A rede global da empresa e crescente nimero de escritérios e laboratérios
oferece um servico independente, focado em responder as necessidades do
cliente que deseja vantagem competitiva.

Setor Publico: O portfélio de servicos inovadores da SGS para governos,
instituicdes internacionais e organizacdes de parceria nos setores publicos e
privados abrangem uma variedade de verificagdo e solugbes baseadas em

tecnologias. A empresa avalia a conformidade de acordo com requisitos
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regulamentares, aumentamos a receita governamental, facilitamos o comércio e
ainda apoia a eficiéncia e promove praticas de boa gestdo juntamente com um

desenvolvimento sustentavel.

3. Micotoxinas

As micotoxinas sdo compostos quimicos de baixo peso molecular, sendo agrupadas de
acordo com o grau e tipo de toxicidade. S&o produzidas no final da fase exponencial de
crescimento (fase caracterizada pelo elevado crescimento da populacdo) ou inicio da
fase estacionéaria (fase na qual o tamanho da populacdo permanece constante) dos

fungos filamentosos, constituindo parte dos metabolitos secundarios. [20]

Estruturalmente estas toxinas sdo compostos policetonicos, produzidos aquando de

uma reducéo incompleta dos grupos cetonicos na biossintese dos acidos gordos.[21]

Na natureza, sdo varios os fungos capazes de as produzir, sendo estas patogénicas
para o Homem e os animais. [5] Uma micotoxina € definida como um metabolito
secundario, que demonstram ser téxicos quando ingeridos. [22] Sdo produzidas pelo
metabolismo secundario dos fungos e podem estar presentes num elevado niamero de
produtos alimentares e ragcao animal. Ao contrario dos metabolitos primarios, que sédo
essenciais ao crescimento do fungo, estes metabolitos sdo formados durante o final da
fase exponencial de crescimento e ndo possuem significancia para o crescimento ou
metabolismo do organismo produtor e séo produzidos quando grandes quantidades de
precursores de metabdlitos primarios sdo acumulados, dependendo da temperatura, pH
e humidade. [23]

Como referido anteriormente, as micotoxinas podem ser formadas durante a pré-
colheita, no periodo de pdés-colheita, durante o armazenamento, processamento e
distribuicdo. As culturas que permanecem mais tempo no campo Sao mais suscetiveis
ao ataque fangico e, por isso, podem apresentar maiores niveis de micotoxinas. [24],
[25]

Na Figura 2, esta representado um diagrama representativo das fases de producéo de

alimentos até consumo humano. [26]
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Figura 2.Diagrama representativo das fases de produgdo de alimentos até consumo humano. [26]

Os fungos sdo capazes de germinar, crescer e produzir toxinas numa grande variedade
de produtos agricolas, sendo necessario a existéncia de condi¢des favoraveis, nas quais
incluem os principais fatores como a humidade (mais precisamente, a atividade da agua)
e a temperatura do produto. Logo, os fungos nao se conseguem desenvolver em
alimentos devidamente secos. No caso dos cereais, graos de café, frutos e sementes
oleaginosas, apos colheita as culturas devem ser secas imediatamente. Pois a secagem
eficiente dos produtos e a sua conservagéo sem humidade € uma arma eficaz contra o
crescimento de fungos e a producdo de micotoxinas. A manutencdo de alimentos com
uma atividade da agua abaixo de 0,7 é uma técnica eficaz usada mundialmente para
controlar estragos provocados por fungos em alimentos. Condi¢cdes apropriadas de

armazenamento também sdo de grande importancia.[23], [26]-[28]

Estima-se que 25 % da producdo mundial e 20 % da producdo europeia de alimentos
podem estar contaminadas com estas toxinas, originando graves consequéncias tanto

a nivel da seguranca alimentar como a nivel socioeconémico.

As micotoxinas normalmente encontram-se nos cereais, frutos secos, cacau, café e
carne, especialmente se a atividade da dgua e a temperatura ndo forem devidamente
controladas [5], [10] Esses alimentos quando contaminados e ingeridos podem causar
diversas doencas, agudas e cronicas, e em casos extremos a morte, tanto em pessoas
COmo em animais, 0 que suscita uma preocupacgédo por parte de diversas organizacdes
internacionais. As intoxicacdes associadas a ingestdo de alimentos ou ragfes
contaminadas com estes metabolitos sdo chamadas de micotoxicoses. [20] As

micotoxinas podem afetar principalmente o figado e os rins e o sistema nervoso,
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endocrino e imunitario, dependendo a gravidade dos seus efeitos da sua toxicidade, do
grau e do tempo de exposicdo, da idade e do estado nutricional do individuo ou, até
mesmo, de eventuais sinergias entre diversas micotoxinas gque possam estar presentes
em simultdneo nos alimentos. [5] Em termos de exposi¢do e severidade de lesdes
cronicas, estima-se que as micotoxinas apresentem um riscO maior que O0s
contaminantes antropogénicos (pesticidas e aditivos), considerando como principal via
de exposicdo a ingestdo de alimentos contaminados, apesar de existirem casos

esporadicos por inalacao e por contacto com a pele. [9], [26].

Devido a sua elevada toxicidade, as micotoxinas sdo consideradas como um dos
principais riscos alimentar na Unido Europeia (UE). O Comité de Peritos Conjuntos
sobre Aditivos Alimentares (JECFA), um 06rgéo consultivo cientifico da Organizagéo
Mundial da Saude (OMS) e a Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentagdo e
Agricultura (FAO), avalia os riscos de micotoxinas. Nos Estados Unidos e na Unido
Europeia, as autoridades reguladoras e recomendadas para as micotoxinas sao
emitidas pela United States Food and Drug Administration (FDA) e pela Comissédo
Europeia (CE), assessorado pela Autoridade Europeia de Segurancga Alimentar (EFSA),
respetivamente. Para proteger os consumidores de animais e humanos, esses
regulamentos fixaram valores-limite regulatérios em alimentos e subprodutos de
alimentos para garantir que nao sejam prejudiciais e recomendaram boas praticas

agricolas. [9], [29]

3.1. Aflatoxinas

3.1.1 Origem das aflatoxinas

As aflatoxinas consistem num grupo de aproximadamente 20 substancias que sdo
metabolitos secundarios de fungos toxigénicos e apresentam maior capacidade
carcinogénica. [30] De entre todas a micotoxinas, as aflatoxinas sdo as mais estudadas
mundialmente. Sabe-se que estas toxinas possuem a capacidade de se ligarem ao DNA
das células, afetando a sintese proteica e provocando deficiéncias imunitarias. Nos

seres humanos, o figado € o principal 6rgdo afetado. [31]

As AFs foram identificadas pela primeira vez em 1961 em ra¢des animais contaminadas
por Aspergillus parasiticus. Outras espécies produtoras conhecidas séo: A. flavus e
uma mais rara, A. nomius. Recentemente a espécie A. nomius também se tem

mostrado produtora. [32] Os principais tipos séo aflatoxina B1 (AFB1), aflatoxina B2
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(AFB2), aflatoxina G1 (AFG2) e aflatoxina G2 (AFG2). As AFs sdo derivados
difuranocumarinicos e a classificacao B e G deve-se a fluorescéncia que emitem quando
submetidas a radiacdo UV (B-Blue e G-Green). Os numeros 1 e 2 refletem o indice de
mobilidade das AFs durante a técnica de cromatografia em camada fina. [33]-[36] As
AFs Bl e B2 sdo produzidas por A. flavus, enquanto que A. parasiticus produz
aflatoxinas B1, B2, G1 e G2. As aflatoxinas B1 e B2 quando sofrem hidroxilacdo
originam as aflatoxinas M1 e M2, respetivamente.[13], [17] A AFB1 é o mais potente
carcinogénico natural conhecido até a data e é a mais frequentemente encontrada nos
alimentos. As outras AFs, geralmente n&o se encontram na auséncia de B1. Apesar da
sua diversidade, as aflatoxinas frequentemente encontradas em alimentos sdo apenas
de quatro tipos: B1, B2, G1 e G2.[17], [33]

As suas estruturas quimicas estéo representadas nas figura 3.

0 DCHy Oy
Bz Gy

Figura 3. Estruturas quimicas das AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2[37]

3.1.2. Ocorréncia em alimentos

As AFs podem ser encontradas em alimentos de regi6es com temperatura e humidade
elevadas, pois em condi¢des de chuva e temperatura, a sua producao é rapida. Sendo
gue as alteragbes climéticas afetam a producdo destas por diferentes fungos em

diferentes alimentos. [38]

As aflatoxinas podem ser encontradas em varios cereais, oleaginosas, especiarias e
nozes. [39], [40] Os Aspergillus colonizam entre si e produzem aflatoxinas, que

contaminam graos e cereais em varios passos durante a colheita ou armazenamento. A
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contaminacgdo por fungos pode ocorrer no campo, ou durante a colheita, transporte e
armazenamento [17] A contaminagdo por AFs de trigo ou cevada ocorre geralmente
pelo resultado de armazenamento inapropriado. As AFs infectam os seres humanos
apos o consumo de alimentos contaminados, como ovos, carne e produtos a base de

carne, leite e produtos lacteos. [41]

Em alimentos que contenham como substrato a glucose, sacarose e maltose a formacao
de aflatoxinas é mais elevada, pelo que estas toxinas se encontram sobretudo presentes
em amendoins, milho, frutos secos, oleaginosas e cereais. De notar que, apesar da sua
perigosidade, estas toxinas ndo alteram as propriedades organoléticas do produto

alimentar. [42]

Na figura seguinte podemos ver como ocorre, de uma maneira geral, a contaminacao

de aflatoxinas nos humanos:

rFoon

POISONING

Figura 4. Estrutura geral da contaminacao de AFs em humanos e animais
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3.1.3. Toxicidade das aflatoxinas

A toxicidade das aflatoxinas G1, B2 e G2 &, respetivamente, 50%, 80% e 90% menor
que a da B1.[17][43]

Quimicamente, as aflatoxinas séo derivados de difuranocumarina em que um grupo de
bifurano esta ligado a um lado do ndcleo de cumarina, enquanto um anel de pentanona
esta ligado ao outro lado no caso das séries AFs e AFs-B, ou um anel de lactona de 6-

membros esta ligado na série AFs-G.

7

A toxicidade das aflatoxinas €, entdo, devida a uma ligacdo dupla no seu anel,
considerado o centro ativo da molécula, e responsavel pela sua fluorescéncia. Ao nivel
do ser humano, a aflatoxina B1 (AFB1) é rapidamente absorvida pelo sistema

gastrointestinal, o que facilita a sua circulagédo na corrente sanguinea. [44]

O figado é o principal alvo das aflatoxinas. Os primeiros sintomas de hepatotoxicidade
do figado causados por aflatoxinas incluem febre, mal-estar e anorexia seguidas de dor
abdominal, vomitos e hepatite; no entanto, casos de intoxicagdo aguda sédo excecionais
e raros.[45], [46] A toxicidade cronica por aflatoxinas compreende efeitos
imunossupressores e cancerigenos. Além disso, foi observado que a AFB1 interrompe
0 processo de capacidade de apresentagdo de antigeno de células dendriticas porcinas,

sugerindo talvez um mecanismo de imunotoxicidade por AFBL1. [47]

As aflatoxinas causam reducéo da eficiéncia da imunizacdo em criancas que levam a
um maior risco de infecdo. A hepatocarcinogenicidade das aflatoxinas deve-se
principalmente & peroxidacao lipidica e ao dano oxidativo ao DNA.[48] O AFTs-B1 no
figado é ativado por enzimas do citocromo p450, que sdo convertidas em AFTs-B1-8,
9-epoxido, que é responsavel por efeitos cancerigenos no rim.[49]

Varios estudos mostraram os efeitos prejudiciais da exposi¢do as aflatoxinas no figado,
epididimo, testiculos, rim e coragdo. Verificou-se que a presenca de aflatoxinas no
tecido cerebral pés-mortem, o que sugeriu que as AFs tém a capacidade de atravessar
a barreira hematoencefalica.[33] AFs também causam anormalidades na estrutura e
funcionamento do DNA mitocondrial e células cerebrais.[48]

A expressdo da toxicidade da aflatoxina é regulada por fatores como idade, sexo,
espécie e estado de nutricdo de animais infetados. Os sintomas de aflatoxicose aguda
incluem edema, necrose hemorragica do figado e letargia profunda, enquanto os efeitos

cronicos sdo imunossupressao, retardo de crescimento e cancro. [33]
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3.2. Zearalenona

3.2.1. As origens da zearalenona

A zearalenona (ZEA) é uma micotoxina estrogénica ndo esterdide produzida por
diversas espécies de fungos do género Fusarium (F.), nomeadamente F. graminearum
(Gibberella zeae), F. culmorum, F. cerealis, F. equiseti, F. crookwellense e F.
semitectum. [50], [51]

O F. graminearum foi isolado pela primeira vez no solo de Buckinghamshire, na

Inglaterra, sendo a descoberta descrita por Mirocha, Christensen e Nelson (1971).[52]

A denominacgao zearalenona provém do fungo “Gibberella zeae” (forma sexuada do F.
graminearum), visto ser este o0 seu principal produtor, mas também pelas caracteristicas
da sua estrutura quimica. Assim, o seu nome resulta da combinacgédo de Gibberella zeae
(zea), de se tratar de uma lactona do acido resorcilico (ral), da existéncia de uma dupla

ligacdo entre o C-1" e 0 C-2’ (eno) e da presenga da cetona em C-6’ (ona) . [53]

A ZEA tem uma estrutura em que quimicamente se trata de uma lactona do acido 6-(10-

hidroxi-6-oxo-trans-1-undecenil-)-B-resorcilico (Figura 5).

CH,
OH O T

Figura 5. Estrutura quimica da zearalenona [54]

A estabilidade da ZEA € consideravelmente elevada, ndo se degrada a altas

temperaturas, sendo considerada bastante persistente no ambiente. [55]

E uma substancia branca e cristalizavel, solGvel em metanol (MeOH) e outros &lcoois,
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éter dietilico, benzeno, acetonitrilo (ACN) e acetato de etilo. A zearalenona € um
poliquétido e é sintetizada por condensacdo cabeca-cauda de 9 unidades de acetato,
via acetatomalonil-coA. Em fungos, as enzimas responsaveis pela producdo de

poliquétidos sdo as PKSs (poliketide synthases). [56]

Apresenta-se com uma cor branca cristalina, exibindo uma fluorescéncia azul-verde
guando excitado pelo comprimento de onda longo sob luz UV (360nm) e uma
fluorescéncia verde mais intensa q