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Resumo

As micotoxinas sao contaminantes de produtos alimentares produzidas por fungos
filamentosos. Quando ingeridas as suas propriedades cancerigenas, nefrotoxicas,
teratogénicas, imunotdxicas e neurotoxicas podem levar quer a intoxicacdes agudas
quer a efeitos a mais longo prazo. De todas as micotoxinas conhecidas, as mais
relevantes para o estudo em causa sdo as aflatoxinas e as ocratoxinas, ja que sdo estas
que tém maior incidéncia em frutos secos. De facto, o ataque por fungos filamentosos a
estes produtos alimentares é bastante frequente, podendo iniciar-se durante o seu
cultivo, armazenamento ou processamento do produto. Na industria alimentar, as
micotoxinas apresentam um elevado risco, em termos de seguranca alimentar, e por isso
0 seu controlo neste tipo de industrias deve ser rigoroso.

Tendo em atengdo o descrito anteriormente, foram implementados, como medida de
precaucdo, metodos de monitorizagdo para o controlo de micotoxinas de modo a
minimizar a ocorréncia das mesmas nos produtos alimentares comercializados pela
empresa Frutorra Pimenta, Lda.

No final deste trabalho de tese pode-se verificar que ndo foram identificados produtos
alimentares, na empresa Frutorra Pimenta, Lda., com valores de micotoxinas superiores
aos valores maximos permitidos pela legislagdo. Contudo foram identificados alguns
lotes de matérias-primas que suscitaram alguma preocupagdo e que mereceram uma
analise mais cuidada. Em resultado deste facto, efetuou-se um estudo microbiol6gico da
amostra que apresentou o maior valor de concentracdo de aflatoxinas totais, o qual
apontou para um valor de 2x10° ufc/g, inferior ao valor maximo constante da legislacao.
Foi ainda possivel de concluir que, no decorrer do processo de producdo, existiu uma
reducdo na concentracdo de micotoxinas ap0s o processo de transformacao, que variou
em média entre 33,8% e 72,1% do valor inicial.

Finalmente foram também estudadas as condi¢cbes (temperatura, humidade,
concentracdo de oxigénio) de acondicionamento dos produtos alimentares, tendo-se
verificado que sdo maioritariamente adequadas para 0s produtos em quest&o.

Palavras-Chave: Micotoxinas, aflatoxinas, ocratoxinas, Aspergillus, Penicillium, método
ELISA






Abstract

Mycotoxins are food contaminants, produced by filamentous fungi. When ingested their
carcinogenic, nephrotoxic, teratogenic, immunotoxic and neurotoxic properties can lead
to serious intoxications as well as to long term effects. Of all known mycotoxins,
aflatoxins and ochratoxins are the most relevant in pulses and oil seeds. In fact, fungi
contaminations are quite frequent in such food products, and may start during
cultivation, storage or product processing stages. In the food industry mycotoxins
present a high risk, in terms of food safety, and therefore its control must be strict in this
type of industries.

Taking the above into consideration, monitoring methods for mycotoxins control were
implemented, as a precautionary measure, in order to minimize their occurrence in the
food products commercialized by Frutorra Pimenta, Lda.

As a result, it could be concluded that no food products, within Frutorra Pimenta, Lda.,
were observed presenting mycotoxins values above the maximum permitted by law.
However some batches of raw materials did raise some concerns, and deserved a more
careful analysis. As a result of this, the microbiological study performed to the most
contaminated sample (with regard to total aflatoxins), pointed to a value of 2 x 10° cfu /
g, lower than the maximum permitted by law. Furthermore, it was also possible to
conclude that, after the production process, there was a reduction in the mycotoxins
concentration, between 33.8% and 72.1%, on average, of the initial value.

Finally, the product storage conditions (temperature, humidity, oxygen concentration)
were also investigated, and it could be verified that they were suitable for the products
in question.

Keywords: Mycotoxins, aflatoxins, ochratoxins, Aspergillus, Penicillium, ELISA
method






Indice

F Yo=Y [Tl 0 1= Y o J PSS i
RESUMIO. .ttt e e e e e e s st e e e e e iii
ADSEIACE 1. ettt e e bt e e s bt e b e e e bee e s be e e abeesbeeebeeesreeennreena iv
LTS LTotN e LN TV OO vii
INAICE A tADEIAS ....evvvricecteie ettt bbbt b bt b b s viii
N 1 4 o o [N ToF T o PRSP 1
S P =Y o Vo [UE= o [T g Y=Y aN o e (o I =T o o - PSR 1
1.2. Objetivos @ MetodOIOZIas .....cccuuiiiriiiiiiiiiie et 2
NS T I A AV U1 - I b= e [ £y =T o = Yot- {o RPN 3

2. Apresentacdo da fabrica e processo de fabrico dos alimentos ........cccccceeeeeieeecccieee e, 5
2.1, Historial da @MPreSa ..ttt e e ebae e e arees 5
2.2.  Descrigdo das etapas dO PrOCESSO .....ueiiiiciieeeieiieeeeiieeeeesrieeeeriee e e ssreee e ssreeesesbeeeeenarees 5
2.3.  Fluxogramas do processo de fabriCO........ccccceeviuiiiiicciiee e 11

3. Fungos produtores de MIiCOTOXINAS.....cccuiieeiiiiieeeiiieeeecitee e eere e e eeree e e erre e e e earee e e earaeeeenres 14
3.1, BOIOres € I@VEAUIAS ..coueiiiiiieeieeiee ettt ettt st st 15
3.20 ASPEIGIIIUS ..o et e e et e e e e b ta e e e abteeeeabaaeaeane 17
330 PEMUCHTUM ..o e e 18

L Y N TeTo ] o ) {1 o - [ O TP TSR OPST PP 19
4.1 AFIQTOXINGS .ttt sttt et e bt e sae e saee e 20
4.2 OCratoXiNa A...eeeeeiieeee et 22
4.3 Outras micotoxinas ndo estudadas no presente trabalho........cccccovvevecieiiiciien e, 23
431 P4 | (=T o o] o - HO PSP P PP URPP PR 23
43.2 PatUIING. .ttt 23
433 FUMONISING . s s 23
434 DESOXINIVAIENON ... 24

5. Principais alimentos analiSados ..........cccueiiiiiiiiiiiiieee e e 26
5.1 Propriedades dos alimentos estudados .........ccovciieeieiiiiiecciiee e 26
5.1.1 Sultanas/Passa dE UVA/COINTOS ...uvveeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e eeesereeeeesssesesreeeees 26
5.1.2 F N0 T=T aTe (o1 4 o H PSP URTOURR PRSP 26
5.1.3 AMEBNAOQ ...ttt ettt et e s e e 26
5.1.4 (6] U PSSR PRSPPI 27
5.1.5 PISTACKIO ettt sare e 27

6. Métodos de andlise implementados na Frutorra Pimenta ..............cccccccueeeecceeeeeccreneeennen. 28



6.1 Definicdes importantes e componentes do método ELISA...........cceeevvveeeiiieeeecnnenn, 28

6.2 METOAO ELISA ...ttt ettt sttt et b e be e s eneeeeeens 29
6.3 Colunas de imunoafinidade..........cceevieiiiiiiiie e 32

7. Procedimento experimental e analise dos resultados.......ccccceeveviieeiiniiiee i, 35
7.1 Procedimento eXperimental ......cc.cei i 35
7.1.1 Determinacdo de aflatoXinas ......cccueeeeiiiiiicciee e 35
7.1.2 Determinacdo da 0CratoXina A........eeeeeciieeeeiiee et e st e e e e e e e e e 36
7.1.3 Contagem de bolores € 1eveduras........cccueviveiieeiiciee e 37

7.2 Resultados e andlise de resultados ........ccooueeriiieiiiiniieeie e 38
7.2.1 Dados COMPIEMENTAIES ....cccuvieeeeiiiee ettt e et e e e ee e e e eaaee e e enreas 38
7.2.2 AFlatoXinNas TOTAIS ... ceiueeriieieeee e e 40
7.2.3 PN L o) T L= T = 7T RRRPRRPRPRRIN 46
7.2.4 (06101 (o) (] o I- 1 A WO O PSR P PRSPPI 47
7.2.5 Contagem de bolores e leveduras.........ccueiieeiieiiicciee e 47

8. CONCIUSDES. ...ttt ettt ettt ettt e b e s he e s a e st et e e bt e s beesbeesat e st e et e e nbeesbeesaeenaee 50
9. Referéncias bibliografiCas ......coveeiciiei e e e 52
10. LAY 4= o TP PSP PPPPUPPTOPTN I
10.1  ReguUlamMENTOS @PlICAVEIS .. cuiiiceiieeiciiee ettt e s abae e e I

10.1.1  Secgdo 2 do Anexo do Regulamento (CE) N21881/2006 da Comissdo Europeia de

19 de DezemMBIro de 2006 .......eeiuiiruiieiieieeieeteente sttt ettt st sttt b e saee st ee s I
Anexo do Regulamento (CE) N2 165/2010 da Comissdo Europeia de 26 de Fevereiro de
2000ttt et h et h e e bt et bt e e bt e h e et sb e e e e b e ehe et e ehe et e bt sae e b e nbeeanan 1
10.1.2  Curva de calibragdo das aflatoxinas totais .........cccceeeeeiriereeiiieee e v
10.1.3  Curva de calibracdo da aflatoXina By......cccccviiieeciiiieeciiee et Xl
10.1.4  Curvas de calibragdo da ocratoXina A .......cccveeeeviiiieeeriieee e Xl
10.1.5 Contagem de bolores e IeVedUuras.........cceecuveeeeciiieee et XIv

Vi



indice de figuras

Figura 1 — Localizacdo da fabrica Frutorra Pimenta, Lda. ..........ccccccoecveeeeecieieieiiieeeecieeeeecieee e 5
Figura 2 — Forno da torra do amendoim .......cciiiiiii it e e s e e eans 7
Figura 3 — Interior do forno, durante a torra do amendoim........ccccceerieiriiieniieniie e 8
T U I Rl Ho T o Vo N o [T [} o T<T oAU 8
Figura 5 — Fritad@ira CONTINUA. .....uiiiiiiiiie ettt e s bee e e s sbre e e s sbaeeeseans 9
Figura 6 — Fritadeira deSCONTINUA.......cuiii ittt e etre e e e tre e e s e brae e s enaeeeeenes 9
Figura 7 —Zona de embalamento. .....cc.ceeiciiii i 10
Figura 8 — Fluxograma da linha de produgdo para os produtos fritos. .......cccccvevvevericieeeriinennn, 11
Figura 9 — Fluxograma da linha de producdo para os produtos torrados..........cccceeeeevveeeecnnneenn. 12
Figura 10 — Fluxograma da linha de producdo para os produtos de escolha/embalados. ......... 13
Figura 11 — Imagem ao microscépio de um fungo filamentoso. (Legenda: 1- Hifa, 2 -
(XY oToT e [a={To T Tl Y o Yo ] o I Y=Y o o 1) R 14
Figura 12 — Contaminagao Por UM DOIOF. ....eiiiiiiiiiicieie e 16
Figura 13 — Levedura Saccharomyces cerevisiae observada ao microscépico eletrénico. ......... 16
Figura 14 — Género Aspergillus (A. flavus) observado ao microscépico eletrénico.................... 18
Figura 15 — Género Penicillium observado ao microscépico ético (apds coloragdo).................. 18
Figura 16 — Conjunto de fatores necessarios para a producdo de micotoxinas (M) num
] 110 =T 0 o TSRS 20
Figura 17 — Estrutura quimica das aflatoxinas By, By, G1 € Go. cevevveeeeiiieeeciieee et 21
Figura 18 — Estrutura quimica da ocratoxina A(Khoury e Atoui 2010).......ccccceeeecvveeeecrieeeesnnenn. 22
Figura 19 — Artigos publicados desde meados da década de 90 até finais de 2004 sobre as
MICOtOXiNas Mais INVESEIZAUAS. ......uuviiiiieee e e e e e e e e e e e e sbaaaeeeeaeeean 24
Figura 20 — Sequéncia de etapas num teste ELISA competitivo. .....ccccuveevviieiiiiiieeecciiee e, 31
Figura 21 — Leitor Stat Fax 4700 usado nas analises de micotoXinas. .......ccccceeevvveeeriiveeesiieneennn 32
Figura 22 — Kit Ridascreen para a determinacao de micotoXinas. .....ccccceevecvrveeeeeeieeccciiieeeeeeenn, 32
Figura 23 — Principio base do método utilizando colunas de imunoafinidade. ............cccccuuuee.. 33
Figura 24 — Coluna de imunoafinidade Rida Ochratoxin A column..............cccccccevueveeccueeeeccnnnnnn. 34
Figura 25 — Placas de Petri ao fim de 5 dias de incubacdo por incorporacdo para o lote 1886. (A)
Diluicd0 107 (B) DIlUIGEO 107, ...ttt s st se st seeenans 48
Figura 26 — Imagens microscopias das coldnias com crescimento nas diluices 107 e 107
000 o = Tor: Lo - 0 TSRS 49
Figura 27 — Representagao grafica da curva de calibracdo das aflatoxinas totais. ........cccccuueeee. \
Figura 28 — Curvas de calibracdo obtidas para o teste da aflatoxina Bq. ......ccceeeveveeiciieeeecnnennnn. Xl
Figura 29 — Curvas de calibragao obtidas para os ensaios realizados para o teste da ocratoxina
A e ettt e e e e ettt e e e e e ee et et eeee ettt e b aeeeeeeee e e e eeeeeeane e eeeeeeeereaanns Xl

vii






indice de tabelas

Tabela 1 — Principais micotoxinas e limites maximos tolerdveis (ug/Kg ou ppb) segundo os

Regulamentos (CE) N2 1881/2006, N2 629/2008 € N2 165/2010. ......ccoveeerereeireeecreeeereeeeereeeennnn 25
Tabela 2 — Temperaturas médias e duracdo do processo de transformacdo dos produtos
0] 0 r=To (o 10U 38
Tabela 3 — Temperaturas médias e duracao do processo de transformacao dos produtos fritos.
..................................................................................................................................................... 38
Tabela 4 — Temperaturas e humidades médias das sec¢es da instalacdo industrial da Frutorra
Pimenta, Lda nos meses de Novembro de 2015 a Margo de 2016. ......ccceeevvveeeeniveeeescieeeeennnee 39
Tabela 5 — Temperaturas e humidades médias das sec¢bes da instalacdo industrial da Frutorra
Pimenta, Lda nos meses de Abril a JUINho de 2016. .......coeeeeeeiiiiiiee e e 39
Tabela 6 — Percentagem de oxigénio presente em cada embalagem de produto final. ............ 39
Tabela 7 — Concentragdes totais de aflatoxinas calculadas e reais para os produtos fritos (caju e
amendoim), antes (1) € apPOs (2) @ FritUra. ...eecceee e e e 41
Tabela 8 — Concentragdes totais de aflatoxinas calculadas e reais, para os produtos torrados,
I (=TT e 1 0 I 1 o ] o - PSSR 43
Tabela 9 — Concentracbes totais de aflatoxinas calculadas e reais para as améndoas
transformadas, antes (1) e apds (2) a transformagdo........cceeeecuiieeieciiii e 44
Tabela 10 — Concentragdes totais de aflatoxinas calculadas e reais para as améndoas sem
transformacdo na unidade industrial da Frutorra Pimenta, Lda..............ccceeeecueeeeecveeeeecieeeennns 45
Tabela 11 — Resultados das concentragées de aflatoxina B; dos produtos analisados. ............. 46
Tabela 12 — ConcentragBes de ocratoxina A para os produtos analisados, suscetiveis de
[oloT ] =1 0 011 - 1or- [o TS SUTR 47

Tabela 13 — Resultados obtidos para a contagem de bolores de leveduras para o lote 1886. .. 48
Tabela 14 — Teores maximos de aflatoxinas e de ocratoxinas segundo a secgdo 2 do

regulamento N21881/2006 de 19 de Dezembro de 2006. ........cceeeeveeeerieeceeeeceeeeieeeree e eevee s [
Tabela 15 — Teores maximos de aflatoxinas segundo o regulamento N2165/2010 de 26 de
A e T T o o I 0 K PSPPI 1
Tabela 16 — Valores retirados do certificado de qualidade do kit das aflatoxinas totais para
construgdo da curva de Calibragao. . ... cuiei et v
Tabela 17 — Valores de absorvancias obtidas e concentragdes calculadas através dos valores
percentuais BBO fornecidos no certificado de qualidade. ........cccceevriiiiiiiciiiiinciiee e, \"
Tabela 18 — Valores de Logit e de Log para a construcdo da curva de calibragdo das aflatoxinas
L0 1= | E 3OO PP PPT RO PPRPPPPPTON \
Tabela 19 Valores das absorvancias obtidas para os produtos fritos (caju e amendoim), antes
(1) @ @POS (2) @ FrITUA...eeii ettt e ettt e e et e e et e e e et e e e e esabaeeesasaeeeesnsseeaeanseeeans Vil
Tabela 20 Valores das absorvancias obtidas dos produtos torrados (Amendoim e pistacho)
ANEES (1) € APOS (2) TOITA. uuiieuiieciiieetieeetee ettt e et e et e e sbeesteeesbeeeetaeesareesbeeessseesnseeesaeesseeanes VIl
Tabela 21 Valores de absorvéncias obtidas para as améndoas transformadas, antes (1) e apds
(2) @ TraNSTOIMAGEOD. .. ueieiieeciee ettt ettt e e et e e et e e erte e e st e e ebeeesabeeebeeeesbeesabaeensseessseessaeennreenn IX
Tabela 22 Valores de absorvancias obtidas para as améndoas sem transformacao.................... X
Tabela 23 — Valores de absorvancias obtidas para o calculo do Logit com a finalidade de obter
o V2 e [l or=1 11 o] - [t o T PSR Xl
Tabela 24 — Curva de calibracao utilizada para cada produto alimentar.......cc.ccoeeccvvvieeeeeencnnns Xl
Tabela 25 Valores de absorvancias para os produtos analisados. ...........cccceeeeciieeiecieeecccieeeeens Xl



Tabela 26 — Valores de absorvancias obtidas para o célculo do Logit com a finalidade de obter

o oV e (Sl o111 T - [ o TSRS Xl
Tabela 27 — Curva de calibragdo utilizada para o respetivo produto..........cccceecuveeeeiiveeencinennnn. XV
Tabela 28 Valores de absorvancias para os produtos analisados. ........cccccceeeeivieeeciiieeeeccneeenn. XV



Simbologia e nomenclatura

ay — Atividade de dgua

AFT — Aflatoxinas totais

AFB; — Aflatoxina B;

AFB,; — Aflatoxina B,

AFG; — Aflatoxina G;

AFG; — Aflatoxina G,

AOAC - Association of Official Analytical Chemists
B - Absorvancia

Bo - Absorvancia de concentracéo 0

CE - Comissao Europeia

Conc - Concentracao

C - NUmero de colonias

DON - Desoxivalenol

ELISA — Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
FEFO - First-Expire, First Out

FIFO - First In, First Out

GC - Cromatografia gasosa

HPLC — Cromatografia liquida de alta eficiéncia
HT, — Hidrotoxina T,

IARC - International Agency for Research on Cancer
1gG - Imunoglobina

Logit - Funcéo logistica

Ln - Logaritmo natutal

LC — Cromatografia liquida

nl - Numero de placas da 1° diluigédo

n2 - Numero de placas da 2° dilui¢do

OTA - Ocratoxina A

ppb — Partes por bilido

T, — Fusariotoxina T,



ufc — Unidades formadoras de colénias

UV — Ultravioleta

Xi



Capitulo 1

1.Introducéo

1.1.Enquadramento do tema
Atualmente, o controlo dos niveis toxicos em alimentos é uma preocupacéo global uma

vez que estes provocam danos quer ao nivel econdmico quer ao nivel da salde do
consumidor. Uma vez que a principal via de exposicdo é atraves da ingestdo de
alimentos contaminados, as autoridades tém implementado acGes para diminuir a
ingestdo destes compostos.

As micotoxinas sdao um grupo de pequenas moléculas organicas, com reconhecida
atividade tdxica, produzidas como metabolitos secundarios por alguns fungos
filamentosos encontrados em muitos cereais e produtos cultivados. Em produtos
agroalimentares podem ser consideradas de origem natural, sendo toxicas para 0s seres
humanos e animais quando ingeridas ou inaladas, ainda que em pequenas quantidades
(Venancio e Paterson 2007). Por isso torna-se importante o seu controlo para que nao
ocorra risco para a saude publica. A area que se ocupa destes estudos € a
micotoxicologia, debrucando-se especificamente sobre a producdo de micotoxinas por
fungos filamentosos. Com as frequentes pesquisas, ja se encontra identificado um
grande nimero de micotoxinas, sendo as mais importantes as aflatoxinas, devido a sua
elevada toxicidade.

De acordo com a Organizagdo das Nacdes Unidas para a Agricultura e Alimentacao,
cerca de 25% de todas as colheitas mundiais de cereais estdo, de alguma forma,
contaminadas (Pereira, et al. 2012). A principal causa da contaminacdo dos alimentos,
por micotoxinas, deve-se a fatores ambientais e bioldgicos. O periodo de 2002 a 2008
apresentou um aumento consideravel de notificacGes relacionadas com micotoxinas,
porém nos anos seguintes, o numero de notificacbes diminui. Estudos da Comissdo
Europeia, datando de 2011, concluem ainda que as aflatoxinas foram as mais relatadas
seguidas da ocratoxina (European Comission, 2011).

As micotoxinas sdo produzidas principalmente por espécies de fungos que pertencem
aos generos Aspergillus, Penicillium e Fusarium e ainda Claviceps e Paelomyces)
(Soares, et al. 2013). Estes fungos podem ser responséveis pela deterioracdo de
alimentos, e pela producéo de micotoxinas, sendo importante, por isso, possuir metodos
convenientes e confiaveis para medir o seu crescimento. Contudo, o crescimento dos
fungos ndo é tdo facil de quantificar como as bactérias e leveduras, ja que estes ndo
crescem como células individuais, mas sim como micélio (hifas filamentosas) (Pitt
1984). A contaminacdo de um alimento por parte dos fungos depende de muitos
aspetos, destacando-se entre eles a atividade de agua, oxigénio, temperatura, tipo de
substrato e pressdo osmdtica. Saliente-se ainda que a formacdo de micotoxinas pode
comegar antes ou depois da colheita, no armazenamento ou no seu embalamento, e a
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identificacdo das micotoxinas e respetiva avaliacdo quantitativa requer a preparacdo das
amostras, utilizacdo de métodos de extracdo e técnicas de analise quantitativa.

Vérias micotoxinas exercem os seus efeitos de diferentes formas, sendo que a sua
toxicidade varia em funcdo das caracteristicas da micotoxina, mas ndo s0.
Nomeadamente, os seus efeitos no consumidor dependem de varios fatores, como a
idade, o0 peso, a dose e via de exposicdo. A titulo de exemplo, as aflatoxinas e as
ocratoxinas interferem com a formagdo de proteinas, mas cada uma de diferente forma
(Zaki, et al. 2011). Estas substancias foram ainda classificadas como cancerigenas, e
quando ingeridas em niveis elevados na alimentacdo podem levar a problemas agudos e
até a morte. Entre outros, podem surgir sinais de debilidade imunitéria, atraso no
crescimento e surgimento de lesdes oncologicas, mutagénicas, teratogénicas,
citotoxicas, neurotoxicas, nefrotoxicas e estrogénicas. Em termos de exposicdo e
gravidade, as micotoxinas apresentam um risco maior do que a maior parte dos
contaminantes, pesticidas e aditivos alimentares. Na sua acdo de decomposicdo dos
alimentos, quase todas sdo citotdxicas, provocando a rotura de membranas celulares e
outras estruturas, ou interferindo na sintese proteica.

Face ao perigo que constituem, nos ultimos anos tem havido uma intensa investigacao
com o proposito de detetar e prevenir a existéncia destas substancias nos alimentos.
Deste modo, apenas algumas micotoxinas sdao regularmente encontradas em alimentos e
racGes animais como grdos e sementes, leite, legumes e frutas (Magan e Olsen 2004).
Por outro lado, os animais também podem estar sujeitos a contaminacéo, e a ingestdo da
carne e do leite destes animais levar a contaminacdo humana (Kwiatkowski e Alves
2007).

Como apresentam uma grande estabilidade térmica, as micotoxinas ndo séo destruidas
pelo calor, sobrevivendo as principais etapas do processamento térmico alimentar
(Hussein e Brasel 2001). Como os niveis destas toxinas nos alimentos podem ndo ser
completamente removidos no fornecimento de alimentos, muitos paises definiram
regulamentos para os limites maximos toleraveis das mesmas.

1.2.0Dbjetivos e metodologias
O presente trabalho de tese foi realizado com o objetivo de determinar a contaminagéo

por micotoxinas, ao longo da cadeia de producéo, na empresa Frutorra Pimenta, Lda.
nomeadamente a presenca de aflatoxinas e ocratoxinas em alimentos como amendoins,
pistachos, améndoas, passas de uvas/sultanas/corintos, entre outros. Tendo em vista a
minimizacdo da sua ocorréncia, fizeram-se estudos a diferentes niveis:

e Realizou-se um levantamento dos niveis de toxinas nos produtos
comercializados desde a sua chegada na fabrica (matéria-prima), apés a
transformacdo do produto e apds o seu embalamento até a sua saida da
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fabrica. Desta forma, foi possivel identificar pontos criticos na contaminacéao
dos diferentes géneros alimentares estudados.

e Realizou-se um estudo de contagem de bolores e leveduras, potencialmente
patogénicos, a 25 °C como forma indireta de avaliar a presenca de fungos
produtores de micotoxinas em lotes de alimentos identificados como
possuindo valores elevados de toxinas.

As técnicas convencionais para analise de micotoxinas incluem a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC), cromatografia gasosa (GC) e liquida (LC), entre outras.
Contudo, o elevado custo de equipamento, manutencdo, aquisicdo de reagentes e
exigéncia ao nivel da duracdo das analises limitam o seu uso. Como alternativa, para se
determinar a presenca de aflatoxinas e ocratoxina pode-se recorrer ao método ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), utilizando os kits Ridascreen (R-Biopharm,
Pfungstadt, Alemanha).

1.3.Estrutura da dissertacao
Este trabalho encontra-se organizado em 10 capitulos do seguinte modo:

Comeca-se por enquadrar o tema do trabalho de tese no primeiro capitulo, com uma
breve introducdo do trabalho apresentacdo da tematica estudada e definicdo dos
objetivos do mesmo.

O capitulo dois apresenta a unidade industrial da Frutorra Pimenta, Lda. local onde foi
implementado o método estudado. Neste capitulo é dado especial énfase ao processo de
fabrico dos alimentos e nas transformacdes que eles sofrem nesta empresa.

O terceiro e 0 quarto capitulo apresentam uma revisdo bibliogréfica, isto €, uma
explicacdo mais detalhada sobre o tema em estudo, respetivamente sobre 0s principais
fungos produtores de micotoxinas e as micotoxinas comumente presentes em alimentos
secos e desidratados.

O capitulo seguinte, quinto capitulo, apresenta informacGes sobre os principais
alimentos analisados, desde a sua composi¢do quimica, a sua origem e época de
colheita, entre outros.

No sexto capitulo é referido o método implementado na empresa, e utilizado no
decurso deste trabalho, apresentando a metodologia experimental usada.

No sétimo capitulo é apresentado o procedimento experimental deste trabalho, assim
como o0s principais resultados experimentais e no oitavo capitulo sdo abordadas as
conclusdes finais do trabalho realizado.
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O nono e décimo capitulo referem-se respetivamente as referéncias bibliograficas
usadas e aos anexos.
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2. Apresentacédo da fabrica e processo de fabrico dos alimentos

2.1.Historial da empresa
A Frutorra Pimenta, Lda, inaugurada em 1988, ¢ uma empresa inserida no mercado

nacional, com sede em Degracias-Soure. Tem como principal missdo a producdo e
comercializacdo de aperitivos, frutos secos e desidratados.

Esta empresa surge por aquele que viria a ser um dos fundadores da ideia de torrar
amendoins na prépria residéncia com a finalidade de os vender em cafés locais. Ao
denotar a capacidade de crescimento, e pouca concorréncia deste sector, decide apostar
na sua expansao criando instalacfes apropriadas. Atualmente é considerada uma das
maiores fabricas do pais no ramo de transformacdo e embalamento de frutos secos.

NI
IC2

Degracias

Mis)
@ Frutorra-torrefacgao De

Amendoim Pimenta Lda.

Figura 1 — Localizac¢do da fabrica Frutorra Pimenta, Lda.

Como referido anteriormente, a Frutorra Pimenta, Lda. dedica-se a transformacdo e
embalamento de frutos secos, nomeadamente, amendoins, pistachos, cajus, pevides,
nozes, améndoas, ameixas, alperces, tamaras, figos, sultanas, corintos, milho e passas de
uvas, entre muitos outros. Muitos desses produtos provém dos E.U.A, China, México,
Turquia e Argentina, entre outros.

2.2.Descricao das etapas do processo
A linha de producdo inicia-se na rececdo das matérias-primas, armazenamento,

transformacéo, embalamento, expedicéo e distribuigdo. A transformacdo dos alimentos,
adquiridos em cru, engloba essencialmente a torra e a fritura. De seguida encontram-se
listadas as principais etapas da linha de producédo da Frutorra Pimenta, Lda.

2.2.1. Rececdao de matérias-primas
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As matérias-primas sao recebidas nos armazens de matérias-primas sendo seguidamente
inspecionadas. Na verificacdo do produto observam-se as caracteristicas organoléticas,
rotulagem existente, acondicionamento do produto, estado da embalagem e calibre do
produto, de acordo com as especificacfes do fornecedor. A todas as matérias-primas €
atribuido um lote interno.

2.2.2. Armazenamento das matérias-primas
As matérias-primas sao seguidamente armazenadas em prateleiras, ou estantes de carga,

de acordo com os sistemas FEFO (First Expired, First Out) e FIFO (First In, First Out).

2.2.3. Escolha de produtos
No caso de produtos que s@o apenas reembalados, estes sofrem uma etapa de escolha,

sendo colocados numa mesa de rede e inspecionados de modo a eliminar qualquer
perigo fisico detetavel a olho nu.

2.2.4. Salmoura
Esta é uma etapa requerida apenas para pistachos, pevides, miolo de pevide e favas. A

estes produtos € adicionado sal e 4gua, huma betoneira com agitacdo, podendo ficar até
trés dias em salmoura, seguindo posteriormente para a torra.

2.2.5. Abastecimento
Nesta etapa do processo o0 abastecimento das linhas de transformacdo pode ser feito de

varias formas, de acordo com o produto alimentar:

e Torra: Este processamento pode ser efetuado para o caso dos amendoins,
pistachos, améndoas, pevides e miolo de pevide. O produto alimentar é colocado
em silos de abastecimento, seguindo para o forno de torra através de um tapete
de escolha que permite visualizar o produto alimentar.

e Fritadeira: O produto a fritar passa por uma rede incorporada no silo da
fritadeira para que o produto partido possa ser retirado. O produto aceite é
direcionado seguidamente para o silo de abastecimento e cai por gravidade para
a fritadeira.

e Embalamento: O produto final é colocado nos silos de abastecimento sendo
direcionado, por gravidade, para as maquinas de embalar.

2.2.6. Torra
O processo de torra é efetuado principalmente no caso dos produtos amendoim, em

forno de bola de torra, e pistacho, améndoa, pevide e miolo de pevide em forno de
Joper. O amendoim com casca € colocado dentro de um forno de bola de torra, com
temperatura de chama entre 210 °C a 420 °C, que possui um movimento rotacional,
durante cerca de 3 h. Durante este processo a temperatura media de torra do amendoim
é de cerca de 300 °C. Durante o processo de torra sdo retiradas amostras de amendoins,
para verificacdo do processo de torra, com a ajuda de uma provadeira (tubo com
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abertura que se insere até ao centro da bola de torra). Depois de torrado, 0 amendoim é
arrefecido e limpo por um sistema de sopro.

No forno de torra (Joper, Canelas, Portugal) sdo torrados pistachos, améndoas, pevides
e miolo de pevide. Este processo decorre durante 15 a 20 minutos a temperaturas de
chama entre 160 °C a 210 °C. Para estes produtos alimentares, a temperatura média de
torra é cerca de 130 °C. De igual forma que os amendoins, sdo retiradas pequenas
quantidades deste produto do forno, com a ajuda de uma provadeira, para verificagéo
do processo de torra. No final deste processo, estes produtos sdo depositados num
arrefecedor com pés giratdrias entre 5 a 10 minutos. Finalmente, o produto final passa
para uma mesa de rede onde é inspecionado.

Nas seguintes figuras é possivel visualizar os dois fornos usados no processo descrito
anteriormente.

Figura 2 — Forno da torra do amendoim
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S

Figura 3 — Interior do forno, durante a torra do amendoim.

Figura 4 — Forno de Joper.

2.2.7. Fritura
Os produtos fritos fabricados na Frutorra Pimenta, Lda. englobam o amendoim

despelado, caju, améndoa e favas (sendo que este Gltimo ndo foi alvo do presente
estudo), podendo este processo ser efetuado numa fritadeira continua ou em fritadeiras
pequenas (sistema descontinuo). Em ambos os casos, a temperatura do 6leo de fritura
varia entre 120 °C a 180 °C, consoante o produto a ser frito, atingindo-se uma
temperatura média do produto alimentar entre 135 °C e 145 °C.

Na fritadeira continua o tapete transportador do produto é imerso em 6leo quente, com a
velocidade regulada para a fritura decorrer entre 3 a 8 minutos, de acordo com o produto
a fritar. Depois de frito, o produto passa para um arrefecedor, depois para um tambor
giratdrio onde € temperado, e finalmente, para uma plataforma vibratéria com rede para
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se retirar o excesso de sal. Nas fritadeiras pequenas o produto é colocado em cestos de
rede e depois imergido em 0Oleo quente durante cerca de 20 minutos. Depois de frito o
produto é colocado numa mesa de rede para ser efetuado o tempero e a inspecao visual.

No final o produto é acondicionado sendo transportado para o local de abastecimento do
embalamento. As seguintes figuras mostram as duas fritadeiras utilizadas.

E

Figura 5 — Fritadeira continua.

Figura 6 — Fritadeira descontinua.

2.2.8. Embalamento
Na etapa do embalamento, o produto € dirigido, por acdo da gravidade, para a entrada

de um sistema de multicabecas que efetua a descarga para as fotocélulas de pesagem
automatica até perfazer o peso pretendido. Consoante o produto alimentar, as
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embalagens podem conter quantidades (gramagens) desde 25 g a 1 Kg. Aquando deste
processo, € injetado azoto para dentro da embalagem, de modo a expelir o oxigénio e
tornar a atmosfera inerte, e esta é fechada hermeticamente por um processo térmico. De
seguida, as embalagens passam por um detetor de metal, sendo rejeitadas
automaticamente caso acusem a presenca de algum contaminante metalico.
Adicionalmente, a cada duas horas é retirada uma embalagem e feita a medicdo da
percentagem de O, no seu interior, para controlo do processo.

Todos os pacotes (embalagens) ndo rejeitados passam por um controlador de peso final
que faz a pesagem e o registo das mesmas. No final, todos os pacotes (embalagens)
aceites passam para uma mesa giratoria para acondicionamento, primeiro em caixas de
cartdo ou sacos de plastico e, seguidamente, em paletes (paletizacdo). A figura seguinte
representa a zona de embalamento da Frutorra Pimenta, Lda.

Figura 7 — Zona de embalamento.

2.2.9. Armazenamento
Durante a etapa de armazenamento, as paletes sdo colocadas em prateleiras de carga de

acordo com os sistemas FEFO (First Expired, First Out) e FIFO (First In, First Out) de
modo a que o lote mais antigo seja o primeiro a ser expedido.

2.2.10. Expedicéo
Nesta etapa, as paletes, depois de acondicionadas com o filme poliestiravel Vitafilm

(SEVIP, Leiria), sdo conferidas através de um sistema informatico, com a finalidade de
confirmar se todos os dados correspondentes aquele lote estdo corretos. Por fim, as
paletes sdo colocadas no cais de expedicao e posteriormente carregadas nas viaturas de
distribuicdo.

10
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2.3.Fluxogramas do processo de fabrico
Os fluxogramas sdo uma forma esquematica de apresentar as fases do processo

produtivo, consoante as etapas de preparacédo afetas a cada produto (rececdo da matéria-
prima, armazenamento, processamento, armazenamento e expedicdo. Nas figuras
seguintes encontram-se apresentados os fluxogramas da linha de producdo para os
produtos fritos, torrados e de escolha/embalados.
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Figura 8 — Fluxograma da linha de producéo para os produtos fritos.
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Figura 9 — Fluxograma da linha de producéo para os produtos torrados.
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Figura 10 — Fluxograma da linha de producéo para os produtos de escolha/embalados.

Os produtos que sofrem apenas escolha sdo aqueles que ndo sdo transformados, apenas
inspecionados visualmente para eliminar qualquer perigo fisico. Sdo eles a aveld, a
améndoa ndo transformada, passas de uva, sultanas, corintos, miolo de noz, pinhéo,
farinha de améndoa e frutas desidratadas.
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3. Fungos produtores de micotoxinas

Os fungos podem ser considerados omnipresentes na Natureza, sendo abundantes no
solo, na &gua e na vegetacdo. Estes seres vivos pertencem ao reino Fungi, sdo
organismos eucariotas, uni (leveduras e fungos inferiores flagelados, entre outros) ou
multicelulares (cogumelos e fungos filamentosos, entre outros),
quimioorganoheterotroficos (desprovidos de clorofila e portanto ndo realizam
fotossintese), obtendo os nutrientes de que necessitam por absor¢do. Os fungos
filamentosos (também designados de bolores) sdo multicelulares, caracterizando-se pela
formagdo de estruturas vegetativas filamentosas denominadas de hifas (filamentos
tubulares), que formam o micélio. Existem dois grandes tipos de hifas: septadas, com
células capazes de comunicarem entre si através de poros da parede celular, e ndo
septadas (cenociticas),encontrando-se 0s nucleos dispersos ao longo da hifa.

Aguando de um processo de contaminacdo alimentar, o micélio tem dupla funcéo. Por
um lado, ajuda na fixacéo do bolor ao alimento, e por outro promove a reproducédo pela
presenca de esporangios produtores de esporos (sexuados ou assexuados). E através do
micélio que as coldnias dos fungos sdo caracterizadas (pelo aspeto, cor, morfologia ou
textura, entre outras) (Franco e Landgraf 1996). A seguinte imagem permite apresentar
a estrutura de um fungo filamentoso.
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Figura 11 — Imagem ao mlcroscoplo de um fungo filamentoso. (Legenda: 1- Hifa, 2 - Esporangio, 3 -
Esporos, 4 - Septos)
Os fungos produzem varios tipos de metabolitos secundarios, alguns com propriedades
antibidticas e outros com propriedades tdéxicas. Os metabolitos secundarios que
demonstram ser toxicos em animais sdo designados de micotoxinas. Estes compostos
tém um papel importante na contaminacdo dos alimentos devido a sua elevada
toxicidade nos seres humanos. Para além deste efeito, o crescimento de fungos num
alimento, produz uma grande quantidade de enzimas extracelulares, que causam
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alteracdo de sabor, perda de nutrientes, e consequentemente da qualidade organolética
do produto.

O crescimento destes microrganismos depende de fatores intrinsecos, como o estado
fisiologico e o metabolismo do fungo, e de fatores extrinsecos, como o tipo e
disponibilidade de substrato, atividade da agua, temperatura, pH do meio, pressao
osmatica, entre outros (Jay 2005). Deste modo, o tipo e a quantidade de nutrientes
disponivel no alimento é um fator importante para o crescimento dos bolores. Sendo
organismos quimioorganotroficos, a sua fonte de energia sdo compostos organicos
como hidratos de carbono, alcoois e aminoacidos, entre outros. Desta forma, alimentos
ricos em hidratos de carbono, favorecem o crescimento dos fungos. Ao nivel do
controlo dos fatores extrinsecos, na industria alimentar, a atividade da agua (as) e a
temperatura sdo dois fatores muito importantes aquando da etapa de armazenamento,
uma vez que se ndo forem mantidos nos niveis desejaveis podem induzir o crescimento
de bolores e a producdo de micotoxinas (Pardo 2004). Substratos com a,, abaixo de 0,60
representam um perigo relativamente baixo em relagdo & contaminacdo microbiana (a
excecdo de bolores xerdfilos e leveduras osmofilicas), porém, a partir desse valor existe
um aumento de proliferacdo de microrganismos, principalmente bactérias e fungos.
Refira-se quinda que outro dos fatores extrinsecos determinante na taxa de crescimento
dos fungos nos alimentos é a temperatura (Dhingra e Coelho 1998).

Relativamente a producdo de micotoxinas, a atividade de agua necessaria €
normalmente maior do que a requerida para o simples crescimento dos fungos. E ainda
importante salientar que a auséncia de fungos no alimento, no momento da sua colheita
ou na linha de producdo, ndo significa a auséncia de micotoxinas. Tal pode acontecer
devido a alteracdo das condicdes que levaram ao desenvolvimento do fungo, podendo
no entanto as micotoxinas previamente produzidas continuarem presentes no alimento
(Rodrigues, et al. 2009).

3.1.Bolores e leveduras
Tanto as leveduras como os bolores sdo fungos que se apresentam sob forma variada,

desde esférica a ovoide no caso das leveduras, e filamentosa no caso dos bolores.
Existem ainda fungos capazes de alternar sob estas duas formas, designados de fungos
dimorficos, assumindo normalmente uma forma de levedura (unicelular) quando
parasitarios de outra espécie e uma forma de bolor (multicelular) quando saprofitas no
seu ambiente natural.

As leveduras por serem células simples tendem a multiplicar-se mais rapidamente que
0s bolores, sendo a sua reproducdo assexuada, através de um processo designado de
gemulacdo, ou sexuada através da plasmogamia de células haploides. Ao nivel da
industria alimentar, as leveduras podem ter aspetos negativos como positivos. Por
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exemplo, as leveduras sdo essenciais no fabrico de pao e bebidas alcodlicas, assim como
em praticamente todos 0s processos alimentares com fermentacéo alcoolica.

Os bolores apresentam uma morfologia cilindrica e sdo formados por filamentos
chamados hifas, tornando-se visiveis quando as hifas formam um micélio de tamanho
macroscopico. Em alguns casos, podem produzir substancias toxicas. Tal como as
leveduras, ao nivel da inddstria alimentar, estes apresentam pros e contras. Por um lado
sdo usados na producdo de alguns queijos e bebidas (sake, entre outras), sendo ainda
largamente utilizados para a producdo de antibioticos na industria farmacéutica. Por
outro lado, tal como as leveduras, podem ser responsaveis pela deterioracdo e
contaminacdo de alguns produtos alimentares, e nos casos mais gravosos, levar a
formacdo de micotoxinas. Na figura seguinte é possivel comparar a aparéncia de um
bolor e de uma levedura.

Figura 13 — Levedura Saccharomyces cerevisiae observada ao microscopico eletronico.
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Seguidamente sdo apresentados dois dos bolores mais importantes ao nivel da producao
de micotoxinas (aflatoxinas, ocratoxinas e patulinas, entre outras) na industria
alimentar, nomeadamente os géneros Aspergillus e Penicillium. Estes dois géneros
pertencem ao grupo dos ascomicetos que se caracterizam pela producdo de esporos
assexuados, designados de conidios, e também de esporos sexuados haploides
(ascosporos) endogenamente em sacos designados de ascos. A producdo de conidios,
em cadeia simples ou ramificada, é efetuada por fidlides (células conidiogénicas dos
fungos ascomicetes).

3.2.Aspergillus
O género Aspergillus € mesofilo e aerébio, crescendo em ambientes ricos em oxigénio e

com uma atividade 6tima da agua entre 0,78 e 0,87. Este género compreende mais de
260 espécies diferentes. Usualmente, o género Aspergillus pode ser identificado pelo
seu micélio colorido e brilhante e pela presenca de conidios (esporos assexuados). Para
a identificacdo das diferentes espécies recorre-se a caracteristicas morfologicas como o
didmetro do micélio produzido, producdo de exsudatos e presenca de pigmentos
sollveis, entre outros (Klich 2002).

Na industria alimentar o género Aspergillus é o fungo filamentoso com potencial para a
producdo de um maior nimero de substancias cancerigenas, e nomeadamente de
aflatoxinas, ocratoxina A e patulina. Entre as diversas espécies pertencentes a este
género, a mais preocupante, em termos de seguranca alimentar, é o A. flavus, contudo a
sua identificacdo visual ndo € facil por este ser muito semelhante a outras espécies como
0 A. parasiticus e A. nomius (Rodrigues, et al. 2007). O género A. flavus produz
aflatoxinas a uma temperatura 6tima de cerca de 35 °C, cessando a producdo das
mesmas a temperaturas abaixo dos 10 °C (Bullerman e Schroeder 1984). Os climas
tropicais e quentes favorecem a proliferacdo dos fungos produtores de aflatoxinas. Na
figura seguinte é apresentada uma imagem ao microscopio eletronico da espécie A.
flavus.
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Figura 14 — Género Aspergillus (A. flavus) observado ao microscopico eletronico.

3.3.Penicillium
O género Penicillium, tal como o género Aspergillus, produz conidios assexuados e

esporos sexuados haploides em ascos. As caracteristicas distintivas deste género
baseiam-se no tipo de penicilli, isto é, na estrutura suportada pelo peddnculo, sendo
relevantes a forma e o tamanho das fialides, além da cor, tamanho e forma dos conidios.
As suas coldnias sdo de crescimento rapido e apresentam textura filamentosa. A
temperaturas entre 25 °C e 27 °C, e a uma humidade superior a 80%, 0 genero
Penicillium apresenta condi¢cdes 6timas de crescimento (Pitt 2000) Este género ndo é
capaz de produzir aflatoxinas, mas pode produzir ocratoxina A e patulina, entre outras
toxinas. De referir ainda que algumas espécies deste género tém particular interesse na
salde, nomeadamente na produgdo do antibidtico penicilina. Na figura seguinte é
apresentada uma imagem ao microscopio 6tico do género Penicillium.

Figura 15 — Género Penicillium observado ao microscopico 6tico (apds coloracéo).
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4. Micotoxinas

A contaminacdo dos produtos alimentares por micotoxinas é um problema mundial que
desperta grande preocupagdo se ndo forem cumpridas as boas praticas agricolas e de
producdo. Segundo Abramson (1998), uma micotoxina é definida como um metabolito
secundario, produzido naturalmente por diversos fungos filamentosos (bolores) em
produtos de origem agricola e que demonstram ser tdxicos quando ingeridos.
Quimicamente, 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 populagao)
ou inicio da fase estacionaria (fase na qual o tamanho da populagdo permanece
constante), constituindo parte dos metabolitos secundarios (Gimeno e Martins 2000).
Estruturalmente sdo compostos policetonicos, produzidos aquando de uma reducao
incompleta dos grupos ceténicos na biossintese dos acidos gordos (Newman 2000).

Em termos da contaminagdo de um produto alimentar, a cultura em causa, e
nomeadamente o substrato € o fator mais importante, a par do seu teor de humidade e da
presenca das espécies toxigénicas. Em geral, produtos como as oleaginosas (amendoim,
pistachos, améndoas, entre outras) e alimentos com alto teor de hidratos de carbono, e
baixa atividade da agua, sdo os mais favoraveis a contaminacdo por bolores e a
producdo de toxinas (Bennet e Klich 2003). De facto, algumas espécies do género
Aspergillus séo incapazes de produzir aflatoxinas em substratos com baixo teor de
hidratos de carbono, mas capazes de as produzir em alimentos com teores elevados
(Park e Bullerman 1983). Segundo (Silva 2008), o teor de agua presente num alimento,
que impacta diretamente na atividade da agua disponivel, é considerado também um dos
fatores mais importante para a contaminacdo dos alimentos, nomeadamente no que
concerne a sua deterioracao.

Sabe-se ainda que, o efeito do clima como as ondas de calor, precipitacdo ou seca, nas
regibes de onde provém os produtos alimentares também podem impactar no
crescimento dos fungos contaminantes e na producéo de micotoxinas. Assim, e tal como
é visivel na figura seguinte, para ocorrer a produgdo de micotoxinas a associagdo de
condicBes como a presenca de estirpes toxigénicas, culturas suscetiveis e fatores
ambientais séo essenciais.
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Figura 16 — Conjunto de fatores necessarios para a producdo de micotoxinas (M) num alimento.

As micotoxinas podem surgir nos alimentos, antes ou ap0s o seu processamento, sendo
que, quando surgem apOs 0 processamento €, por norma, devido a mas praticas, ou
condigdes higiénicas, dos operadores ou a condi¢Ges de armazenamento favoraveis ao
desenvolvimento dos bolores contaminantes. E ainda importante referir que um
alimento, no qual tenha existido o crescimento de um fungo filamentoso néo tem que
possuir, necessariamente, toxinas. De facto, nem todos os fungos filamentosos sdo
produtores de toxinas, e 0s que 0 sdo necessitam de condi¢des adequadas para as
produzirem. Por outro lado, ap6s o crescimento de um fungo num alimento, com
producdo de toxinas, mesmo que o fungo ja ndo se encontre presente aquando da
colheita, ou seja posteriormente destruido, as micotoxinas podem permanecer ainda no
alimento. Ademais, estas moléculas sdo quimicamente estaveis e de dificil degradacao,
ndo sendo degradadas durante o processamento de racOes, e algumas s&o mesmo
consideradas termorresistentes, isto €, mesmo ap6s um processamento térmico as
toxinas ndo sdo destruidas, permanecendo desta forma ativas (Hocking, et al. 2006).

Existe uma grande variedade de micotoxinas conhecidas, e sendo que, segundo
Adegoke (2004), cerca de 300 micotoxinas foram ja isoladas e caracterizadas. No
entanto apenas algumas sdo encontradas nos alimentos em quantidades perigosas para a
salde humana, sendo alvo de regulacdo propria na legislacdo(Bennet e Klich 2003). Nos
subcapitulos seguintes sdo apresentados, individualmente, os tipos de micotoxinas mais
relevantes para este trabalho.

4.1 Aflatoxinas
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 (Neal e Coker 2000). Existem quatro tipos principais de
aflatoxinas (AFB1, AFB,, AFG;, AFG,), distinguidas pela sua fluorescéncia em luz
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ultravioleta (B-Blue e G-Green), sendo que a soma das aflatoxinas B,, G; e G, €
geralmente menor que a B; em frutos secos. Entre as aflatoxinas, a mais toxica € a
aflatoxina B3, considerada a mais carcinogénica de acordo com a Agéncia Internacional
de Investigacdo sobre o Cancro (IARC). De acordo com (Hussein e Brasel 2001) a
toxicidade das aflatoxinas Gi, B, e G; €, respetivamente, 50%, 80% e 90% menor que a
da B;. A toxicidade das aflatoxinas é devida a uma ligacdo dupla no seu anel,
considerado o centro ativo da molécula, e responsavel pela sua fluorescéncia (Abrar, et
al. 2013). Ao nivel do ser humano, a aflatoxina B, (AFB;) é rapidamente absorvida pelo
sistema gastrointestinal, o que facilita a sua circulacéo na corrente sanguinea.

Os fungos filamentosos produtores de aflatoxinas pertencem ao género Aspergillus,
sendo as aflatoxinas B; e B, produzidas por A. flavus e A. parasiticus, e as aflatoxinas
G e G, produzidas por A. parasiticus (Rodrigues, et al. 2009). Recentemente a espécie
A. nomius também se tem mostrado produtora de aflatoxinas B; e B, (Pererson, et al.
2001). Em condi¢des ambientais adequadas a sua producdo nos alimentos € rapida,
nomeadamente em condicdes de chuva e orvalho em periodos guentes. Desta forma,
podem ser encontradas em alimentos de regides com temperatura e humidade elevadas
(Jay 1997). Em alimentos que contenham como substrato a glucose, sacarose e maltose
a formacéo 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 (sabor, odor, etc.). Ja a aflatoxina M;, um derivado metabdlico da
AFB; (ap6s hidroxilacdo) é normalmente encontrada no leite e nos seus derivados, e
ainda na carne em menor guantidade (Dinis 2002).

A seguinte imagem apresenta as formulas quimicas dos quatro principais tipos de
aflatoxinas.

Q (8] ()(.'I[.1

Figura 17 — Estrutura quimica das aflatoxinas B, B,, G; e G,.
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Diversos estudos ja publicados demonstraram ja o efeito que um processo térmico pode
ter sobre as aflatoxinas presentes em frutos secos e oleaginosas. Assim, Hussain et al
(2011) refere que as aflatoxinas B1 e B2 presentes em amendoins inteiros podem ser
quase totalmente (95%) destruidas num processo térmico a 150 °C durante 120 minutos.
Ja Bullerman et al (2007) refere uma reducdo de 63% em pistachos, para 0 mesmo
processo térmico. Mesmo quando este tipo de processos € efetuado a temperaturas mais
baixas ou tempos mais curtos, pode existir ainda uma reducdo significativa das
aflatoxinas. Este facto é atestado por Ogunsanwo et al (2004), entre outros, que obteve
uma reducdo de 70% para a AFB1, e 80% para a AFG1, em amendoins processados a
150 °C durante 30 minutos.

4.2 Ocratoxina A
Dentro do grupo das ocratoxinas, as principais englobam a ocratoxina A, também

designada de OTA, ocratoxina B e ocratoxina C, sendo a mais estudada a ocratoxina A
pela sua elevada toxicidade (Scussel 1998). Esta ocratoxina pode encontrar-se em todos
0s animais, com particular perigosidade nos seres humanos (com particular incidéncia
nos rins), devido ao elevado tempo de vida até a sua eliminacéo (Creppy 1999).

A OTA emite uma fluorescéncia verde azulada, sob radiagdo ultravioleta (UV). A
formula molecular da OTA é CyHisCINOg, sendo descrita como uma
dihidroisocumarina ligada, por uma ligagdo amida, entre o seu grupo 7-carboxilo e a L-
B-fenilalanina (Abarca, et al. 2001). A sua temperatura de decomposicao é de cerca de
169 °C, e a sua toxicidade € devida, fundamentalmente, ao stress oxidativo associado &
producdo de radicais de oxigénio (Khoury e Atoui 2010). A figura seguinte apresenta a
férmula quimica da ocratoxina A.

H ¥

Figura 18 — Estrutura quimica da ocratoxina A(Khoury e Atoui 2010)

A ocratoxina A é produzida essencialmente por fungos dos géneros Penicillium e
Aspergillus. Em climas mais temperados esta micotoxina é produzida pelo género
Penicillium, enquanto que em regifes mais quentes é produzida pelo género
Aspergillus(Bennet e Klich 2003)(Frisvad, et al. 2007). Os principais produtos
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alimentares que podem conter estas toxinas englobam uvas, passas, sultanas e figos,
entre outros, sendo sobretudo encontradas em produtos com origem na Europa e
Ameérica do Norte (Creppy 2002).

Sabe-se que a reducdo da ocratoxina depende do tempo e da temperatura utilizada nos
processos de torracdo. De facto, em estudos publicados sobre a destrui¢do da ocratoxina
A por processos térmicos, Bullerman et al (2007) refere uma reducdo que pode chegar
aos 93% nos processos de torra de gréos de café. Ja segundo Taniwaki (2007) pode
ocorrer uma reducdo de 87% desta toxina quando sujeita a uma temperatura de 220 °C
durante 12 minutos. O mesmo estudo aponta que para a mesma temperatura, a torra dos
grdos de café durante 5 minutos permite uma reducao de apenas 46%.

4.3 Outras micotoxinas ndo estudadas no presente trabalho
Além das micotoxinas abordadas anteriormente, existem outras que suscitam interesse

na industria alimentar, embora ndo tdo preocupantes como as anteriores, e que se
encontram sumariamente descritas de seguida.

4.3.1 Zearalenona
Os principais bolores produtores de zearalenona pertencem ao género Fusarium,

ocorrendo com frequéncia nos cereais de todo o mundo (O'Donnell, et al. 2004). A
zearalenona ocorre em simultineo com o desoxinivalenol, embora em menores
quantidades (Krska, et al. 2003), fluorescendo de cor azul esverdeada sob luz UV. A
acdo da zearalenona sobre os seres humanos encontra-se descrita como causando
infertilidade e abortos. Em relacdo aos principais produtos alimentares em que pode ser
encontrada, realcam-se o milho, a aveia e o trigo (Bennet e Klich 2003).

4.3.2 Patulina
A patulina é uma toxina produzida por um grande numero de espécies do género

Penicillium, e por algumas espécies do género Aspergillus. Esta micotoxina pode ser
produzida a temperaturas que variam entre 25 °C até temperaturas de refrigeracdo, e sob
luz ultravioleta, fluoresce de cor vermelho tijolo escuro (Ellen 1997). A patulina é
encontrada principalmente em macas, mas pode também ser encontrada noutras frutas,
cereais e paes, entre outros alimentos.

4.3.3 Fumonisina
Existem varios tipos desta micotoxina (B1, B, e Bs), sendo o mais importante, ao nivel

da industria alimentar, a fumonisina B;. Este tipo de toxinas € hidrossolivel e por isso 0
seu estudo é mais dificultado do que em outras toxinas (Bezuidenhout, et al. 1988),
contudo pensa-se que possui acdo carcinogénica. Os principais fungos produtores desta
toxina pertencem ao género Fusarium, sendo a sua temperatura 6tima de crescimento de
30 °C, a atividades de &gua superiores a 0,90 (Magan e Olsen 2004). Ao contrario de
outros fungos, estes ndo predominam na fase de armazenamento, estando associadas a
contaminacdes na pre-colheita, sendo o milho o principal alimento afetado.
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4.3.4 Desoxinivalenol
Esta micotoxina, também denominada de vomitoxina, ou abreviadamente DON,

pertence & familia dos tricotecenos, sendo constituida por cerca de 200 metabolitos
diferentes produzidos pelo género Fusarium. Estas toxinas encontram-se divididas em 4
grupos (A a D), sendo que no grupo A se encontram as toxinas de maior toxicidade,
como a fusariotoxina T, e a hidrotoxina HT; (Gilbert e Enyuva 2008). A contaminagao
de produtos alimentares como o milho, a aveia e o trigo, por este fungo da-se, sobretudo
a em baixas temperaturas e elevada humidade, sendo a temperatura 6tima para a
producéo desta toxina de 25 °C.

Outras micotoxinas também que também podem aparecer nos alimentos englobam a
citrina, o acido penicilico, a esterigmatocistina e o acido fusarico. Contudo, possuem
uma importancia mais reduzida ao nivel da industria alimentar. A figura seguinte
permite mostrar a evolucdo do estudo das diferentes micotoxinas ao longo dos anos,
enfatizando a sua relevancia na industria alimentar.
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Figura 19 — Artigos publicados desde meados da década de 90 até finais de 2004 sobre as
micotoxinas mais investigadas.

Dada a ocorréncia deste conjunto de micotoxinas numa gama abrangente de produtos
alimentares, e do seu efeito na saude humana, foi adotada regulamentacéo adequada de
forma a estabelecer barreiras & comercializagdo de produtos contaminados acima de
certos valores. Desta forma, a Unido Europeia, com o objetivo de controlar a exposigéo
da populacdo a estes contaminantes, estabeleceu os limites méximos toleraveis para a
presenca de micotoxinas em diversos tipos de alimentos. Saliente-se que estes limites
foram definidos tendo em conta estimativas da ingestéo diaria efetuada pela populagéo,
em estudos do Scientific Comittee on Food (1998). A seguinte tabela apresenta, de uma
forma resumida, os fungos produtores das principais micotoxinas, os alimentos onde
maioritariamente se encontram, e 0s respetivos limites maximos toleraveis.
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Tabela 1 — Principais micotoxinas e limites maximos toleraveis (ng/Kg ou ppb) segundo os
Regulamentos (CE) N° 1881/2006, N° 629/2008 e N° 165/2010.

Limites maximos

Micotoxinas Fungos produtores Géneros alimenticios
(ng/Kg)
Aflatoxinas B,,G;,G; Amendoins, frutos de casca 4
Aflatoxina B, A. flavus, A. nomius, A. rija, cereais, milho 2
Aflatoxinas B,,G4,G, parasiticus . 10
- Améndoas
Aflatoxina B; 8
. A. ochraceus, A. alutaceus, Passas de uvas, sultanas,
Ocratoxina A . , 10
A.carbonarius, P. verrucosum café
. . Sumos de frutas 50
Patulina P. viridicatum, A. clavatus . .
Alimentos para bebés 10
Fumonisina F. verticillioides, F. proliferatum  Alimentos a base de milho 400
F. graminearum, F. roseum, F. Cereais 100
Zearalenona -9 o ’ Milho 200
culmorum o
Pao 50
. . Cereais, massas 750
Desoxinivalenol F. graminearum, F. culmorum ~
Pao 500
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5. Principais alimentos analisados

De toda a variedade de produtos alimentares comercializados pela Frutorra Pimenta,
Lda. apenas alguns os produtos mais suscetiveis de contaminacdo por micotoxinas
foram analisados: amendoim, améndoa, pistacho, sultana/passa de uva/corintos e caju.

5.1 Propriedades dos alimentos estudados

5.1.1 Sultanas/Passa de uva/corintos
A secagem da uva é usada quando se pretende obter passas de uvas e sultanas, sendo

que a principal diferenca entre estes dois produtos deriva do maior tamanho das
sultanas. Estes produtos, apds secos, possuem uma composi¢do que pode variar entre 65
a 79% (com um valor médio de 74%) de hidratos de carbono, 3% de proteinas, 0,8% de
lipidos e 22% de &gua. A contaminagdo destes produtos alimentares verifica-se,
sobretudo, no decorrer do processo de maturacdo da uva, nomeadamente por fungos
ocratoxigénicos (Mendonca, et al. 2013). Contudo, durante o processo de secagem e em
etapas posteriores, pode ocorrer o ataque de pragas, e a proliferacdo de fungos,
aumentado a probabilidade de sintese de micotoxinas, e em especial de ocratoxinas
(Nogueira e Oliveira 2006). Em termos da sua proveniéncia, as sultanas, passas de uvas
e corintos analisados provém maioritariamente da Africa do sul, Turquia, China e Irjo.

5.1.2 Amendoim
O amendoim é uma leguminosa que pode ser consumida das mais variadas formas,

desde cozido, torrado a frito, entre outros, sendo considerado uma fonte de nutrientes,
calorias, minerais e vitaminas essenciais a saude. Ao nivel da sua producdo, se a
colheita do amendoim for efetuada tardiamente pode provocar a germinacao no interior
desta oleaginosa, tornando-a exposta ao ataque por fungos. Mais, um elevado indice de
pluviosidade, acompanhado de altas temperaturas, aumenta significativamente a
probabilidade de contaminagdo com producdo de micotoxinas (Dorner 2005). Apds
colheita sdo secos durante 2 a 3 dias e seguidamente armazenados. Apos este processo,
0 amendoim deverd ter na sua composicdo cerca de 22% de hidratos de carbono,
principalmente amido, 50% de lipidos, 24% de proteinas e 2% de agua (Settaluri, et al.
2012). Em termos da sua proveniéncia, 0 amendoim analisado provém maioritariamente
da China, Brasil, Espanha, Argentina e Estados Unidos da América.

5.1.3 Améndoa
A améndoa é uma oleaginosa que cresce dentro de uma casca rigida de uma arvore

designada de amendoeira. A sua colheita ocorre nos meses de maior calor. Por outro
lado, nos meses em que se observa um aumento de humidade no ar, devido a indices de
pluviosidades elevados, a améndoa fica sujeita ao ataque de fungos, sobretudo
Aspergillus (Ribeiro e Coixdo 2011). A sua composicao € de cerca de 21% de hidratos
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de carbono, 21% de proteinas, 51% de lipidos e 5% de agua. Apos a colheita, as
améndoas sdo expostas ao Sol para secarem durante cerca de 10 dias e posteriormente
armazenadas. Em termos da sua proveniéncia, a améndoa analisada provém
maioritariamente dos Estados Unidos da América e de Espanha.

5.14 Caju
A castanha de caju é um fruto que cresce dentro de uma concha, contendo 6leo fendlico

ndo comestivel, em arvores, designadas de cajueiros, principalmente do Brasil, da india
e do Vietname. A sua composicdo é de cerca de 24% de hidratos de carbono, 23% de
proteinas, 43% de lipidos, 5% de agua e ainda sais fosforo, cobre e magnésio. O tempo
de maturidade destes frutos varia entre 2 a 3 meses e, apés a colheita, sdo secos ao Sol e
posteriormente armazenados. Segundo Bellaver (2004), alguns produtores fazem uso da
colheita tardia para reduzir a humidade do grdo, contudo a incidéncia de pragas, nesses
casos, aumenta consideravelmente. Em termos da sua proveniéncia, o caju analisado
provém maioritariamente da india e do Vietname.

5.1.5 Pistacho
Os pistachos crescem em &rvores formando cachos, como se fossem uvas, cercados por

uma casca rigida. Estes alimentos sdo constituidos por 27% de hidratos de carbono,
20% de proteinas, 46% de lipidos e 7% de &gua. Na altura da colheita, os pistachos
possuem uma elevada taxa de respiracdo, necessitando ser secos previamente ao seu
armazenamento. Em termos da sua proveniéncia, o pistacho analisado proveém
maioritariamente da Espanha, Irdo e Estados Unidos da América.

Nota: Todos os valores nutricionais apresentados anteriormente resultaram de andlises efetuadas no
laboratdrio da Controlvet Seguranca Alimentar SA, ao abrigo de contrato estabelecido com a empresa
Frutorra Pimenta, Lda.

27



Capitulo 6

6. Métodos de analise implementados na Frutorra Pimenta

Os perigos bioldgicos associados a produtos alimentares estdo muitas vezes associados
ao desrespeito das boas praticas de fabrico, na producdo, colheita e processamento
destes produtos, assim como numa deficiente pratica higiénica na sua manipulacdo por
parte dos manipuladores de alimentos. Deste modo, é de crucial importancia a
monitorizacdo de possiveis contaminantes alimentares, fisicos, quimicos,
microbioldgicos, enzimaticos e de toxinas.

Neste contexto, uma elevada abrangéncia de fatores devem ser considerados na selecao
dos métodos para a dete¢do de contaminante, e no presente caso, de micotoxinas. Entre
estes estdo incluidos fatores econémicos, de sensibilidade, rapidez e especificidade,
entre outros. Tradicionalmente, os métodos analiticos convencionais, para a
determinacdo e quantificacdo de micotoxinas, incluem a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) e a cromatografia gasosa (GC). No entanto, o seu extenso
procedimento de preparacdo das amostras, e o custo envolvido, limitam a sua aplicacdo
pratica. Assim, 0s ensaios rapidos para a determinacdo dos contaminantes encontram-se,
cada vez mais, a serem utilizados nas industrias alimentares, por serem de baixo custo,
simples, rapidos e confiaveis. Ademais, no caso da quantificacdo das micotoxinas
presentes em alimentos, 0 uso destes testes rapidos tem ganho uma elevada relevancia
ultimamente.

No subcapitulo seguinte € apresentado o método implementado na instalacdo industrial
da Frutorra Pimenta, Lda. para o estudo da contaminacdo dos produtos alimentares
comercializados por micotoxinas.

6.1 Definicdes importantes e componentes do método ELISA
Para compreender melhor o método ELISA utilizado é necessario entender alguns

conceitos basicos, que se encontram seguidamente descritos.

e Anticorpo; E uma proteina (por norma uma glicoproteina) produzida por células
de plasma dos vertebrados contra estruturas que sdo reconhecidas como
estranhas ao corpo (antigenes). Os anticorpos ligam-se aos antigenes por
ligacOes eletrostaticas, hidrofobicas, pontes de hidrogénio ou forcas de Van der
Waals. A interagdo entre um anticorpo e o0 seu antigene € seletiva e especifica.

e Analito: E a substancia presente numa amostra que se pretende analisar. No caso
presente do método ELISA empregue os analitos sdo as micotoxinas a serem
determinadas.
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e Enzima: E uma molécula, normalmente proteica, que atua como um catalisador,
aumentando a velocidade de uma reacdo especifica. No caso presente, foram
utilizadas essencialmente peroxidases.

e Substrato (enzimético): E um composto quimico que é modificado por uma
enzima. Por norma, a reacdo enzimatica transforma o substrato num produto que
atuara como um sinal da quantidade de substrato transformado. No caso presente
0s substratos utilizados foram essencialmente peroxido de hidrogénio-ureia, e 0
sinal emitido foi uma alteracdo da cor de um cromogénio (essencialmente
tetrametilbenzidina) em solucdo.

e Conjugado: O complexo formado por anticorpos, analitos ou analogos de
analitos ligados a uma enzima sdo chamados de conjugados. No caso presente, o
conjugado reporta-se essencialmente ao complexo toxina-enzima(peroxidase).

e Placa de microtitulacdo: S&o placas de poliestireno ativado por radia¢ao  ou y
que podem conter 96 ou 48 pocos. Na superficie ativada de cada pogo encontra-
se ligado o anticorpo ou o antigene (dependente da metodologia utilizada).

e Solucdo Stop: Solucdo utilizada para terminar a reacdo do substrato,
provocando, no presente caso, a alteracdo da cor da solucdo de azul para
amarelo, permanecendo estavel até a medicao.

e Leitor de placas de microtitulacdo: Equipamento que permite quantificar a
intensidade da luz que atravessa a placa de microtitulacdo, a um determinado
comprimento de onda. O resultado é apresentado em unidades de absorvancia.

6.2 Método ELISA
Um dos métodos rapidos mais utilizados para a quantificacdo de micotoxinas, baseado

no uso de anticorpos, é o teste ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) que se
aprovado como método oficial da AOAC — Association of Official Analytical Chemists
(Scott e Lawrende 1992). Os testes ELISA sdo ensaios imunoenzimaticos, nos quais o
principio bésico reside na utilizacdo de anticorpos, analitos (antigenes, micotoxinas,
etc.) ou analogos dos analitos ligados a enzimas para amplificacdo do sinal detetado. De
facto, o uso de enzimas neste tipo de testes permite catalisar a reacdo de uma dada
espécie quimica de modo a esta dar origem a um produto com uma cor diferente,
medida por espectrofotometria ou por colorimetria. Esta metodologia permite a detecao
de micotoxinas em varios alimentos, desde oleaginosas a cereais, leite e carnes, entre
outros.

Existem varios tipos de testes ELISA: direto, indireto, sandwich, competitivo e néo
competitivo. O método mais utilizado é o teste ELISA competitivo, no qual um analogo
do analito, ou um analito marcado, compete diretamente com o analito a quantificar pela
ligacdo a um anticorpo. Neste caso, 0s pocos das placas de microtitulacdo do Kit
utilizado séo revestidos por anticorpos especificos para o analito em causa, ou para um
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anticorpo secundario. O papel dos anticorpos (de revestimento ou secundarios,
conforme o método) é capturar (ligar) as moléculas de analito presentes na amostra, 0s
analitos marcados ou os seus analogos. No caso presente, os anticorpos utilizados séo
monoclonais, isto é, sdo produzidos em laboratorios a partir de um tipo de linfocito
responsavel pela resposta imunitaria. Neste tipo de resposta, a imunoglobulina (IgG) é o
principal anticorpo presente, auxiliando na neutralizacdo de virus e toxinas.

A preparacdo da amostra é essencial para a extracdo do analito (no presente caso,
micotoxinas), fazendo uso de um solvente polar (solucdo de metanol no presente caso).
Saliente-se ainda que, antes da extracdo da micotoxina com o solvente, a amostra tem de
ser bem triturada e, apds a extracdo, filtrada e submetida ao ensaio. Nesse sentido, o
preparado da amostra é colocado nos pocos da placa de microtitulacdo que contém os
anticorpos de revestimento. Quando se adiciona o conjugado (complexo toxina-enzima)
a amostra, juntamente com uma solu¢do de um anticorpo secundario (para aflatoxinas
no presente caso), existe uma competicdo entre a toxina livre (presente na amostra) e a
toxina ligada a enzima, pela ligacdo aos anticorpos secundarios. Estes, por sua vez,
estabelecem uma ligacdo anticorpo-anticorpo com o0s anticorpos de revestimento.
Posteriormente € necessaria uma etapa de lavagem para remover 0S reagentes em
excesso (nao ligados aos anticorpos de revestimento).

A reacdo enzimaética, que permite a quantificacdo do analito (micotoxina) presente,
ocorre na Ultima etapa do procedimento. Assim, apds a etapa de lavagem, o conjugado
toxina-enzima, ligado a placa através dos anticorpos aderidos, é revelado pela adi¢éo do
substrato/cromogéneo especifico da enzima e é catalisada uma mudanca de cor. Uma
vez que a intensidade da cor produzida € inversamente proporcional a concentracdo de
toxinas na amostra (quanto maior a concentracdo de micotoxinas numa amostra, menor
sera a ligacdo entre o anticorpo e o0 conjugado micotoxina-enzima), menor sera a
intensidade da cor. Nesta etapa, a enzima é utilizada para converter o substrato, incolor,
num produto soltvel colorido (azul no presente caso), sendo que, nos testes ELISA, as
enzimas mais utilizadas séo a catalase e a peroxidase (utilizada maioritariamente no
presente caso). Por fim, a adicdo de uma solugdo Stop, que contém, no presente caso,
acido sulfarico, interrompe a reagdo do substrato com a enzima mudando a coloragéo de
azul para amarelo. Finalmente, o produto formado pode ser quantificado através da
utilizacdo de um espectrofotometro, pela medicéo da intensidade da luz que atravessa a
placa de microtitulagdo, a um determinado comprimento de onda.

O método ELISA encontra-se disponivel em Kkits e permite quantificar micotoxinas
quantitativa e qualitativamente (Zeng, et al. 2006). As vantagens do método ELISA
passam por terem um procedimento simples de preparacdo da amostra e ndo exigirem
equipamento especializado. Por outro lado, este método, apesar de ter limites de detecédo
comparaveis com 0s métodos cromatograficos, tem como desvantagem a possibilidade
de apresentar falsos positivos e falsos negativos. De facto, os métodos rapidos
aprovados oficialmente, os quais o método ELISA se insere, sdo utilizados apenas para
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controlo, uma vez que apesar de os resultados negativos obtidos poderem ser
considerados como efetivamente negativos, os resultados positivos devem ser
confirmados por métodos padrbes (Feng 1995). Desta forma, este método é comumente
utilizado como método de rastreio, sendo necessaria a confirmagdo dos testes com
resultado positivo, por outros métodos analise mais sensiveis e precisos de modo a
avaliar mais rigorosamente os niveis de contaminagdo por micotoxinas.

A seguinte figura mostra todos os passos descritos anteriormente para melhor percecao
do método ELISA competitivo utilizado.

Microwell coated with &
anti-igG antibodies {) Add Standard or Sample

Y Y Y Y_ ———- anti-IgG antibodies Y Y Y Y

@ Add Enzyme Conjugab Y o Add Antibody Solution
3) §£ &}& 4) %Y&
YYYY Y YYY

§ O k Reaction starts § {} k Wash 3x
5) 6)
Equilibrium betwaen bound and Removal of excesslve reagent
unbound anaiyle of standards o
samples and enzyma-conjugated
5| (P
After 3z Washing ! Add SubstrateiChromogen
7) 8)
Total remowing of unoownd Substrate [5) develops a
reagents codored Produst (P In the
presence of enzyme

Add Stop Solutlen

9]‘ Reaction Is siopped and tha
developed color is measured
visually or by means of a
spachmphotometer

Figura 20 — Sequéncia de etapas num teste ELISA competitivo.

A metodologia implementada no laborat6rio da unidade industrial da Frutorra Pimenta,
Lda. teve por base o leitor de placas de microtitulacdo Stat Fax 4700 (Awareness
Technology, Inc., Palm City, USA), de ldmpada de tungesténio e comprimentos de onda
de 405 nm a 630 nm. As seguintes figuras representam o leitor leitor de placas de
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microtitulacdo utilizado em todos os testes, e o kit Ridascreen (R-Biopharm, Darmstadt,

Alemanha) utilizado para a analise das micotoxinas.

[DASCREEN®
:‘ikxaunpwa- M it 48 Kavititen
Streifen & B Kavitaten
Serotiter plate o 48 wels
5 Srps g ‘
o e e ORI 2 ‘
‘n’mﬁz i azes B
Exp: 28T i

BT
L

Figura 22 — Kit Ridascreen para a determinagdo de micotoxinas.

6.3 Colunas de imunoafinidade

Para a determinacdo das concentragdes de ocratoxina nas passas de uvas/sultanas,
utilizaram-se colunas de imunoafinidade, pois estes produtos alimentares contém um
elevado nimero de substancias, como os pigmentos, capazes de adulterar o resultado
final. As colunas de imunoafinidade referem-se a colunas utilizadas para purificacdo de
um analito (antigene, toxina, etc.) presente numa amostra, através do estabelecimento de
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ligacGes entre o anticorpo e o analito a analisar, previamente a sua quantificacéo.
Posteriormente o analito é libertado fazendo-se passar uma solucéo de extracdo capaz de
quebrar as ligacdes entre o analito os anticorpos. Assim, as principais vantagens da
utilizacdo deste tipo de colunas passam por uma maior especificidade do método, uma
vez que purificam a amostra, concentrando o analito, ser um método relativamente
rapido e permitir altas percentagens de recuperacéo para a analise final (Bugno, et al.
2006).

As colunas de imunoafinidade utilizadas continham uma suspensédo de gel (sepharose-
gel) no qual os anticorpos (monoclonais e especificos para a ocratoxina, no presente
caso) se encontravam ligados covalentemente. Este processo envolve um passo de
adsorcédo do analito presente a coluna, pelo estabelecimento de ligacGes entre o analito e
0s anticorpos, e um passo subsequente de libertacdo do mesmo. Assim, ap0s a passagem
(eluicdo) da amostra pela coluna e retencdo do analito pelos anticorpos presentes,
utilizou-se uma solucdo de metanol (que desnatura os anticorpos) para a extracdo do
analito (ocratoxinas, no presente caso). Esta técnica tem sido amplamente utilizada na
industria alimentar pois permite a extracdo, concentracdo e purificacdo das micotoxinas
numa sé etapa (Alcaide-Molina, et al. 2009).

Na seguinte figura encontra-se representado esquematicamente o funcionamento do
método utilizado para a determinagdo das ocratoxinas envolvendo colunas de
imunoafinidade.

canditioning sample addition rinsing elution

i 1

Figura 23 — Principio base do método utilizando colunas de imunoafinidade.

A seguinte figura representa a coluna de imunoafinidade Rida Ochratoxin A column (R-
Biopharm, Darmstadt, Alemanha) utilizada na analise da ocratoxina A.
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Figura 24 — Coluna de imunoafinidade Rida Ochratoxin A column.
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7. Procedimento experimental e analise dos resultados

Neste capitulo é apresentado, numa primeira parte, o procedimento experimental dos
varios testes realizados e numa segunda parte os resultados obtidos, assim como a sua
andlise critica.

7.1 Procedimento experimental
Foram realizadas diversas atividades experimentais, correspondentes a determinacgdo

das aflatoxinas totais, da aflatoxina B; (analisada em separado quando necessario), e da
ocratoxina A. Foi ainda avaliado o crescimento de bolores e leveduras de determinados
alimentos. Todos os métodos analiticos utilizados para a determinacdo de micotoxinas
foram compostos por 3 etapas fundamentais: a amostragem, a preparacdo da amostra
(extracdo e limpeza) e a analise quantitativa.

De seguida encontra-se o procedimento experimental para cada tipo de analise.

7.1.1 Determinacéo de aflatoxinas
No processo de determinacdo de aflatoxinas, a amostragem deve ser a mais rigorosa

possivel para uma melhor representatividade, sendo, por isso, retiradas amostras (cerca
de 200 g) de varios lotes diferentes. De seguida, a amostra foi triturada por uma
picadora Ufesa Pic&Roll (BSH Electrodomésticos Espafia, S.A., Madrid, Espanha) e
misturada, para que a por¢do a analisar seja composta de pequenas fragdes dos varios
locais de amostragem. Seguidamente adicionaram-se 5 g da amostra triturada a 25 mL
de metanol a 70%. Agitou-se vigorosamente durante trés minutos, para extracdo das
micotoxinas, e filtrou-se através de um filtro RS (Filtres Durieux, Torcy, Franca).
Finalmente diluiu-se 1 mL de filtrado com 1 mL de agua destilada.

Para a determinacdo das aflatoxinas totais utilizou-se o kit RidascreenFast AflatoxinSC
(R-Biopharm, Darmstadt, Alemanha) para quantificacdo de toxinas em cereais e frutos
secos. O numero de pocos utilizados, da placa de microtitulacdo deste kit, equivaleu ao
numero de amostras a analisar, acrescidos de um pogo para o padrdo, isto € com
concentracédo de O ppb. Pipetaram-se, para po¢os individuais, 50 uLL da amostra padrao e
50 uL da amostra preparada. Seguidamente adicionaram-se 50 plL do conjugado
(complexo toxina-enzima(peroxidase)) a cada poco e 50 uL da solugdo de anticorpo
secundario (para aflatoxinas) e incubou-se durante cerca de 10 minutos a temperatura
ambiente. Apos o passo de lavagem (efetuado trés vezes seguidas com tampao de
fosfato contendo 0,05% de Tween 20), adicionaram-se 100 pL de substrato/cromogéneo
(peroxido de hidrogénio-ureia / tetrametilbenzidina) e incubou-se a temperatura
ambiente durante 5 minutos no escuro. Por fim, adicionaram-se 100 pL de uma solugéo
Stop, com agitacdo moderada e mediu-se a absorvancia a 450 nm no leitor de placas de
microtitulacdo Stat Fax 4700.
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Para a determinacdo da aflatoxina B; utilizou-se o kit Ridascreen Aflatoxin B1 30/15 (R-
Biopharm, Darmstadt, Alemanha). Neste caso a preparacdo da amostra foi igual a
anteriormente descrita. O nimero de pocos, da placa de microtitulacdo do kit, utilizados
equivaleu ao numero de amostras a analisar, acrescidos de um poco para cada um dos
seguintes padrdes (0, 1, 5, 10, 20 e 50 ppb) fornecidos no kit. Pipetaram-se, para pocos
individuais, 50 pL dos padrdes e 50 ul das amostras preparadas. Seguidamente
adicionaram-se 50 pL do conjugado (complexo toxina-enzima(peroxidase)) em cada
pocgo e 50 uL da solugdo de anticorpo secundario (para a aflatoxina B;) e incubou-se
durante cerca de 30 minutos a temperatura ambiente. De seguida, segue-se 0 mesmo
procedimento de lavagem que no caso anterior. Apds o passo de lavagem adicionaram-
se 100 pL de substrato/cromogéneo (peroxido de hidrogénio-ureia / tetrametilbenzidina)
e incubou-se a temperatura ambiente durante 15 minutos no escuro. Por fim,
adicionaram-se 100 uL de uma solugdo Stop, com agitacdo moderada e mediu-se a
absorvancia a 450 nm no leitor de placas de microtitulacdo Stat Fax 4700.

7.1.2 Determinacdo da ocratoxina A
No caso da determinacdo da ocratoxina A, a preparacdo das amostras envolve mais

cuidado em comparacdo com as anteriores. Apos recolha da amostra e estando esta
homogeneizada, adicionam-se 5 g da amostra a 5 mL de uma solucdo 0,13 M de
NaHCO;3; e 20 mL de uma solucéo de metanol a 25%, com agitacdo durante 10 minutos.
De seguida, a mistura é centrifugada numa centrifuga Nahita 2640/8 (Nahita, Hyogo,
Japdo) durante 10 minutos a uma rotacdo de 4000 rpm. O sobrenadante &,
seguidamente, filtrado através de um filtro RS (Filtres Durieux, Torcy, Franca).
Finalmente adicionaram-se 10 mL do filtrado a 10 mL de solucéo 0,13M de NaHCOs3.

Neste método foi necessério utilizar uma coluna de imunoafinidade (R-Biopharm,
Darmstadt, Alemanha) para purificagdo da amostra, lavada com 2 mL de uma solugao
NaHCOs/metanol (90/10) antes da eluicdo da amostra a uma velocidade de 1
gota/segundo (velocidade de eluicdo descrita de acordo com os protocolos Ridascreen
Fast Ochratoxin A R5402 e Ridascreen Ochratoxin A Columns R1303). Ap6s novo
passo de lavagem com 5 mL de uma solugdo NaHCO3z/metanol (90/10), é efetuada a
desorcéo da amostra a analisar com 1 mL de metanol a 100% e finalmente adicionados
2 mL de agua destilada.

Para a determinagéo da ocratoxina A utilizou-se o kit Ridascreen Fast Ochratoxin A (R-
Biopharm, Darmstadt, Alemanha). O nimero de pocos, da placa de microtitulagdo do
kit, utilizados equivaleu ao numero de amostras a analisar, acrescidos de um pog¢o para
cada um dos seguintes padrdes (0, 5, 10, 20 e 40 ppb) fornecidos no kit. Mais uma vez,
pipetaram-se, para poc¢os individuais, 50 ul dos padrdes ¢ 50 plL das amostras
preparadas. Seguidamente adicionaram-se 50 pL do conjugado (complexo toxina-
enzima(peroxidase)) em cada pogo ¢ 50 uL da solugdo de anticorpo secundario (para a
ocratoxina A) e incubou-se durante cerca de 10 minutos a temperatura ambiente. De
seguida, segue-se 0 mesmo procedimento de lavagem que nos casos anteriores. Apos 0
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passo de lavagem adicionaram-se 100 pL de substrato/cromogénio (peroxido de
hidrogénio-ureia / tetrametilbenzidina) e incubou-se a temperatura ambiente durante 5
minutos no escuro. Por fim, adicionaram-se 100 uL. de uma solucéo Stop, com agitacao
moderada e mediu-se a absorvancia a 450 nm no leitor de placas de microtitulacao Stat
Fax 4700.

Os resultados da concentracdo de toxinas, para todos os casos, sdo obtidos através do
software Ridasoft Win (o programa, gera automaticamente a curva de calibra¢do) em pg
micotoxinas / KO amostra. CONtudo, na determinacdo da ocratoxina A, ao resultado da
concentracdo deve-se multiplicar por um factor de 0,3 (de acordo com os protocolos
Ridascreen Fast Ochratoxin A R5402 e Ridascreen Ochratoxin A Columns R1303).

7.1.3 Contagem de bolores e leveduras
Foi proposto ainda, no decurso deste estudo, quantificar os bolores e leveduras

potencialmente patogénicos, presentes num lote de améndoa granulada 1886 que
apresentou os maiores valores de contaminacdo por aflatoxinas totais e aflatoxina B;.
Para isso seguiu-se o procedimento descrito na norma ISO 7954, que fornece rege o
procedimento de contagem, a 25 °C, de bolores e leveduras potencialmente patogénicos.

Em microbiologia, os meios de cultura permitem a multiplicacdo de microrganismos
sob condicBes controladas, permitindo o seu isolamento e caracterizagdo morfoldgica e
bioquimica. As exigéncias dos microrganismos sao muito especificas e por isso 0 meio
de cultura utilizado tem de corresponder as exigéncias do microrganismo em estudo. O
meio utilizado para a selecdo dos fungos em estudo foi o meio Agar Sabouraud
adicionado de cloranfenicol, preparado a partir de meio desidratado comercialmente
disponivel. Foi também necessario proceder a preparacdo de agua peptonada, para a
preparacdo das amostras, e ambos 0s meios foram posteriormente esterilizados a 118 °C
na autoclave Steam Sterilizer Trade (Raypa, Barcelona, Espanha) durante 15 minutos.
A preparacdo das amostras seguiu a norma ISO 6887-1, tendo-se realizado 3 dilui¢Ges
decimais (10%, 10” e 10) sucessivas da amostra inicial, em condicdes de assepsia
numa camara de fluxo laminar V-100 (Telstar, Terrassa, Espanha), em agua peptonada.

Para cada diluigéo, e produto alimentar estudado, utilizada foram realizados ensaios em
triplicado, tendo sido utilizado o método inoculag¢éo por incorporagdo. Assim, para cada
ensaio inoculou-se, sob condicGes de assepsia, 1 mL de cada uma das diluigdes para a
placa de Petri respetiva (em triplicado). Posteriormente, com uma pipeta estéril,
transferiram-se 15 mL do meio de cultura para cada placa de Petri, e agitou-se
delicadamente o contetdo na placa de Petri descrevendo movimentos circulares. Por
fim, deixou-se solidificar o meio e incubaram-se as placas invertidas a 25 °C durante 5
dias numa incubadora Incuterm Digit Trade (Raypa, Barcelona, Espanha).
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7.2 Resultados e anélise de resultados
Neste subcapitulo sdo apresentados todos os resultados obtidos e simultaneamente a sua

analise.

7.2.1 Dados complementares
Durante o periodo das analises foram recolhidas informacfes complementares para

suportar os resultados obtidos das micotoxinas. Diariamente foi registada a temperatura
de transformacdo dos produtos fritos e torrados e ainda o seu tempo de processamento.
A temperatura dos produtos torrados foi medida continuamente através de uma sonda
inserida no interior dos fornos (Joper, Canelas, Portugal). A temperatura de fritura é
lida com o uso de um termometro Oliester (Vito, Mol, Bélgica). Foi ainda registada a
temperatura ambiente de cada seccdo, e a respetiva humidade com o auxilio de um
termohigrometro ETI Large Display Thermo Hygrometer ( ETI Ltd., Worthing, Reino
Unido) com a finalidade de monitorizar e controlar as condi¢cGes de armazenamento a
que os produtos estdo sujeitos. Por fim, foi medida a percentagem de oxigénio das
embalagens de diferentes quantidades (gramagens) contendo o produto acabado, com
uma sonda PBI (Dansensor, Ringsted, Dinamarca). As seguintes tabelas apresentam os
valores médios dos resultados da temperatura e tempo de processamento obtidos.

Tabela 2 — Temperaturas médias e duracdo do processo de transformacao dos produtos torrados.

Produto Temperatura média (°C) Tempo médio do processamento
Amendoim com casca 300 3h

Améndoa 128 20 min.

Pistacho 130 15 min.

Tabela 3 — Temperaturas médias e duracdo do processo de transformacao dos produtos fritos.

Produto Temperatura média (°C) Tempo médio do processamento
Amendoim 144 8 min.
Améndoa 140 3 min.
Caju 135 3 min.

Verifica-se, assim, que as temperaturas médias de processamento dos produtos
alimentares sdo inferiores as temperaturas de decomposicédo das principais micotoxinas
analisadas, pelo que este processo pode ndo eliminar completamente os niveis das
toxinas presentes.

No tocante ao registo de temperatura e humidade das diferentes sec¢bes da instalacdo
industrial da Frutorra Pimenta, Lda., os resultados foram divididos em dois periodos:
Novembro de 2015 a Marco de 2016; e Abril a Julho de 2016, tendo em consideracao a
alteracdo nas condi¢Ges ambientais devido a mudanca de estacdes.
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Tabela 4 — Temperaturas e humidades médias das sec¢des da instalacao industrial da Frutorra
Pimenta, Lda nos meses de Novembro de 2015 a Marco de 2016.

Novembro a Marg¢o

Sec¢ao Temperatura média (2C) Humidade média (%)
Armazém de matérias-primas 13,3 70
Armazém de produto semiacabado 12,6 69,5
Armazém de produto acabado 12,3 68

Tabela 5 — Temperaturas e humidades médias das sec¢des da instalacao industrial da Frutorra
Pimenta, Lda nos meses de Abril a Julho de 2016.

Abril a Julho
Sec¢ao Temperatura média (2C) Humidade média (%)
Armazém de matérias-primas 18,4 62
Armazém de produto semiacabado 18,9 56
Armazém de produto acabado 18,3 55

Quanto as temperaturas e humidades medidas para as diferentes sec¢des, verifica-se que
no periodo de Novembro de 2015 a Marco de 2016 a humidade apresenta valores mais
elevados (mas temperaturas mais baixas), enquanto que no periodo de Abril a Julho de
2016 apresenta valores mais baixos (mas temperaturas mais elevadas). Embora os
valores medidos ndo sejam os 6timos para o crescimento dos géneros Aspergillus e
Penicillium, produtores das micotoxinas estudadas, a possibilidade de existir
crescimento destas espécies, nas condicOes referidas, ndo pode ser excluida, e
principalmente no tocante ao género Penicillium.

Tabela 6 — Percentagem de oxigénio presente em cada embalagem de produto final.

Gramagem das embalagens (g) % 0O,
25 0,9

150 4,1
250 5,3

500 11,6

1000 13,9

A disponibilidade de oxigénio numa embalagem de produto alimentar é uma variavel
que afeta bastante o crescimento de fungos, por isso, 0s grdos devem ser armazenados
em baixos teores de oxigénio. Tendo em vista os valores médios da percentagem de
oxigénio obtidos para as diferentes gramagens, observa-se que a percentagem de
oxigénio é proporcional a quantidade de produto. Desta forma, pode-se afirmar que a
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proliferacdo dos géneros fungicos em causa aumenta a medida que aumenta a
quantidade de produto nas embalagens.

7.2.2 Aflatoxinas totais
Como forma de entender se existe um aumento de contaminacdo dos alimentos por

micotoxinas no decorrer da sua linha de producdo na instalacdo industrial da Frutorra
Pimenta, Lda., foram realizados testes aos produtos alimentares quer aquando da sua
rececdo, quer apo6s a transformacdo dos mesmos. Saliente-se ainda que todos os
produtos que sofrem transformacdo, quer por fritura quer por torra, sdo processados,
embalados e expedidos nos dias seguintes a rececdo do produto. Como consequéncia, e
tendo em consideracdo por um lado os beneficios e prejuizos econémicos para a
Frutorra Pimenta, Lda., e por outro o curto periodo de transformacdo do produto na
unidade industrial, ndo foram efetuadas analises nos passos intermédios a todos os
produtos.

Os resultados para as concentragdes totais de aflatoxinas, apresentados nas tabelas
seguintes, encontram-se separados em produtos fritos (caju e amendoim), produtos
torrados (amendoim e pistacho), améndoas processadas (améndoa com pele e sem pele)
e améndoas apenas transformadas mecanicamente (améndoa laminada, palitada,
granulada e farinha de améndoa).

Todos os célculos necessarios para a obtencdo dos resultados apresentados nas tabelas
abaixo, encontram-se descritos no anexo 10.2.1. Saliente-se ainda que séo descritos dois
tipos de concentracdo nestas tabelas: concentracdes calculadas e concentracdes reais. As
primeiras reportam-se a determinacdo das concentracdes a partir das absorvancias lidas
e utilizando-se a curva de calibracdo representada no anexo 10.2.1, enquanto que as
segundas sdo obtidas automaticamente pelo software do equipamento utilizado.
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Tabela 7 — Concentracdes totais de aflatoxinas calculadas e reais para os produtos fritos (caju e
amendoim), antes (1) e apés (2) a fritura.

Concentragao (ppb) Concentragao (ppb)

Lote Origem Calculada (1) Real (1) Calculada(2) Real(2) %erro(l1) % erro(2)

Produto frito: Caju

1046 Vietname 1,667 1,670 0,897 0,903 0,2 0,6
1386 India 0,022 0,067 0,749 0,754 67,0 0,6
1036 Vietname 0,640 0,644 0,493 0,497 0,6 0,8
1816 Vietname 1,553 1,560 0,443 0,447 0,4 0,8
1826 Vietname 1,609 1,620 1,144 1,150 0,7 0,5
1646 Vietname 1,433 1,440 0,5
1986 india 1,229 1,240 0,9
2226 Vietname 1,363 1,370 0,5
2236 Vietname 1,554 1,560 0,4
Produto frito: Amendoim
1096 Brasil 1,670 1,670 0,351 0,354 0,2 0,8
1376 Brasil 1,110 1,120 0,491 0,495 0,6 0,8
1656 Argentina 1,990 2,000 0,321 0,324 0,3 1,0
1766 Argentina 1,780 1,790 0,347 0,350 0,6 0,8
1776 Argentina 1,320 1,330 0,585 0,589 0,8 0,7
1936 Brasil 0,940 0,943 0,755 0,759 0,6 0,6
2266 Brasil 2,740 2,750 0,280 0,283 0,5 0,9
2286 Brasil 1,500 1,510 0,7
2826 Brasil 1,740 1,740 0,2
2936 Brasil 0,880 0,884 0,6

Numa primeira analise aos resultados apresentados na tabela anterior, pode-se verificar
que as concentracdes calculadas, para o amendoim e para o caju, através da construcéo
da curva de calibracdo representada no anexo 10.2.1 apresentam valores muito
préximos as concentracdes reais, com valores de percentagem de erro relativo inferiores
a 1%. De facto, atendendo aos resultados apresentados também nas tabelas seguintes
para as aflatoxinas, a analise anterior pode ser estendida para 0s mesmos.

Verifica-se também que a concentracdo das aflatoxinas totais foi inferior aos limites
maximos tolerdveis estabelecidos na legislacdo, quer para a matéria-prima quer para o
produto apds processamento. De facto, para os lotes analisados 0s produtos em causa
cumpriram sempre a legislacdo para a contaminacédo por aflatoxinas totais em vigor, que
refere um limite de 4 pg/Kg (ppb) para o conjunto das aflatoxinas B,, G; e G, e de 2
ug/Kg (ppb) para a aflatoxina B;. Existiu um Unico caso (lote 2266) em que a amostra
de matéria-prima rececionada ultrapassou o valor de 2 pg/Kg (ppb), tendo sido
necessario determinar a quantidade da aflatoxina B; em particular para se poderem
retirar mais ilagoes.
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Mais, verificou-se ainda que 0s niveis de contaminacdo por aflatoxinas totais
diminuiram sempre apds o processo de fritura (a excecdo do lote de caju 1386). De
facto, analisando os resultados obtidos, pode-se concluir que o processamento por
fritura para o caju diminuiu os teores de aflatoxinas totais para, em média, 57,7% do
valor inicial, e no caso do amendoim para 33,8% do valor inicial. Pode-se concluir,
deste modo, que o processo de fritura teve um impacto significativo na degradacédo das
aflatoxinas presentes na matéria-prima, o que seria razoavelmente expectavel devido as
temperaturas de degradacao, reportadas na literatura, das mesmas.

Evidenciou-se ainda um caso particular nesta analise, nomeadamente o do lote de caju
1386. Esse lote apresentou uma concentracao de aflatoxinas na matéria-prima de 0,067
pg/Kg (com um erro relativo de 67%) e uma concentracdo de 0,754 ug/Kg depois de ser
submetido a um processo térmico. Uma possivel explicacdo para este facto pode residir
numa deficiente representatividade da amostra da matéria-prima recolhida, uma vez que
os valores obtidos diferem grandemente dos outros lotes rececionados. Deste modo é
crivel que o aumento da concentracdo de aflatoxinas totais, verificado apoés a fritura, ndo
resulte de qualquer tipo de contaminacdo no produto estando, de facto, em linha com
resultados obtidos para outros lotes. Apesar de as amostras dos lotes a analisar serem
compostas de pequenas porc¢des recolhidas de diferentes locais para se obter uma matriz
mais representativa, o processo de amostragem pode sempre constituir uma fonte de
erros. Outra explicacdo possivel podera ter ocorrido devido a erros experimentais no
decurso da determinacdo da concentracdo das aflatoxinas totais.

No tocante aos produtos torrados (amendoim com casca e pistacho), a tabela seguinte
apresenta os resultados obtidos para as concentragdes totais de aflatoxinas.
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Tabela 8 — Concentracdes totais de aflatoxinas calculadas e reais, para os produtos torrados, antes
(1) e apds (2) a torra.

Concentragao (ppb) Concentragdo (ppb)

Lote Origem Calculada (1) Real (1) Calculada(2) Real(2) %erro(1) %erro(2)

Produto torrado: Amendoim com casca

1126 EUA 2,041 2,050 1,592 1,600 0,5 0,5
1316 EUA 2,455 2,460 0,387 0,390 0,2 0,7
1306 EUA 2,708 2,720 1,522 1,530 0,4 0,5
1436 China 1,495 1,500 0,363 0,366 0,3 0,8
1486 EUA 0,656 0,660 0,827 0,832 0,6 0,6
2296 EUA 1,938 1,950 0,108 0,109 0,6 1,1
1426 China 1,871 1,880 0,5
1346 EUA 1,465 1,470 0,3
2166 EUA 2,555 2,560 0,2
2276 EUA 1,895 1,900 0,3
2416 China 0,663 0,667 0,6
3136 China 1,618 1,630 0,7
Produto torrado: Pistacho
1176 Irdo 1,408 1,410 0,850 0,855 0,1 0,6
0416 Irdo 1,085 1,090 0,966 0,971 0,4 0,5
1636 Espanha 1,639 1,650 1,394 1,400 0,6 0,4
0316 Irdo 2,805 2,810 1,504 1,510 0,2 0,4
1166 Irdo 1,536 1,540 0,3
2216 Espanha 1,911 1,920 0,5
3016 Espanha 1,802 1,810 0,5
3026 Irdo 1,337 1,340 0,2
3116 Irdo 0,800 0,805 0,7

Da analise da tabela anterior verifica-se, mais uma vez, que a concentracdo das
aflatoxinas totais foi sempre inferior aos limites maximos toleraveis estabelecidos na
legislacdo, quer para a matéria-prima quer para o produto apds processamento. Contudo,
existiram neste caso algumas amostras de matéria-prima rececionada que ultrapassaram
o valor de 2 pg/Kg (ppb), tendo sido necessario determinar a quantidade da aflatoxina
B, em particular para se poderem retirar mais ilacbes. Tal como sucedeu para 0S
produtos fritos, também os produtos torrados sofreram um decréscimo do valor de
aflatoxinas total apos transformacdo. Analisando os resultados obtidos, pode-se concluir
gue o processamento por torra para 0 amendoim com casca diminuiu os teores de
aflatoxinas totais para, em média, 51,0% do valor inicial, e para o pistacho 72,1% do
valor inicial. Mais uma vez se pode concluir que o processo de torra teve um impacto
significativo na degradacdo das aflatoxinas presentes na matéria-prima, 0 que seria mais
uma vez expectavel.
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Mais uma vez se evidenciou um caso particular nesta analise, nomeadamente o do lote
de amendoim com casca 1486, que apresentou um valor de 0,660 pg/Kg para o produto
a rececdo e um valor de 0,832 pg/Kg para produto acabado, ou seja um aumento de
26,1%. Contudo, mais uma vez, os valores obtidos para a matéria-prima deste lote
diferem grandemente da grande maioria dos outros lotes rececionados, pelo que podera
ter existido algum problema de representatividade da amostra analisada ou mesmo um
erro experimental no decurso da determinacdo da concentragdo das aflatoxinas totais.

Relativamente as améndoas, estas chegam a fabrica em dois tipos: com pele e sem pele,
podendo ser sujeitas a processamento térmico (torra e fritura, respetivamente). Ja no
caso da améndoa granulada, palitada, laminada e da farinha de améndoa, transformadas
mecanicamente anteriormente, ndo sofrem qualquer alteracdo na Frutorra Pimenta,
Lda., sendo apenas escolhidas a fim de retirar qualquer contaminante fisico, e
posteriormente embaladas.

As seguintes tabelas apresentam os resultados obtidos para as améndoas, quer as que
sofreram processamento térmico na unidade industrial da Frutorra Pimenta, Lda. quer
as que ndo sofreram transformacéo nesta unidade.

Tabela 9 — Concentragdes totais de aflatoxinas calculadas e reais para as améndoas transformadas,
antes (1) e apos (2) a transformacao.

Concentragdo (ppb) Concentragdo (ppb)

Lote Origem Calculada (1) Real(1) Calculada(2) Real(2) %erro(l) %erro(2)

1256  EUA 0,881 0,887 0,048 0,145 0,6 67,1
1266  EUA 1,354 1,36 0,879 0,885 0,4 0,6
1446  EUA 1,915 1,92 0,554 0,558 0,3 0,6
1546  EUA 1,454 1,46 0,847 0,852 0,4 0,6
2046  EUA 5,975 5,98 1,549 1,56 0,1 0,7
1556  EUA 0,936 0,941 0,5
1356  EUA 0,817 0,822 0,6
1786  EUA 1,148 1,15 0,2
1796  EUA 1,391 1,4 0,7
1806  EUA 1,499 1,51 0,8
1966  EUA 2,845 2,85 0,2
2026  EUA 0,948 0,954 0,6
2036  EUA 1,705 1,71 0,3
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Analisando os resultados da tabela anterior, relativa as améndoas que sofreram
transformacéo, verificou-se que a concentracdo das aflatoxinas totais foi, sempre,
inferior ao valor de 10 pg/Kg (ppb) referido na legislacdo para este produto alimentar.
Mais, nenhum lote superou o valor de 8 pug/Kg (ppb), referente a aflatoxina B;. Mais
uma vez se verificou que todos os lotes analisados apresentaram um decréscimo no
valor da concentracdo da matéria-prima para o produto transformado, tendo os teores de
aflatoxinas totais diminuido para, em média, 39,0% do valor inicial. Pode-se concluir,
deste modo, que o processamento térmico teve um impacto muito significativo na
degradacéo das aflatoxinas presentes na matéria-prima.

Tabela 10 — Concentragdes totais de aflatoxinas calculadas e reais para as améndoas sem
transformacéo na unidade industrial da Frutorra Pimenta, Lda.

Concentracao (ppb)

Lote Origem Calculada Real % Erro
1586 EUA 0,931 0,936 0,5
1596 EUA 2,857 2,870 0,5
1396 EUA 2,125 2,130 0,2
1416 EUA 0,069 0,070 1,8
1406 EUA 0,974 0,980 0,6
1466 EUA 0,279 0,281 0,7
1476 EUA 1,937 1,940 0,2
1456 EUA 0,236 0,238 0,7
1886 EUA 6,493 6,500 0,1
1906 EUA 0,566 0,570 0,6
1896 EUA 0,274 0,276 0,7
1926 EUA 0,666 0,671 0,7
1916 EUA 0,076 0,077 1,3
2066 EUA 2,672 2,680 0,3
2056 EUA 5,881 5,890 0,1

Tal como para as améndoas transformadas, no tocante as améndoas néo transformadas
na unidade industrial da Frutorra Pimenta, Lda. a concentragdo de aflatoxinas foi,
sempre, inferior ao valor de 10 pg/Kg (ppb). Mais, nenhum lote superou o valor de 8
Mg/Kg (ppb), referente a aflatoxina B;. Contudo, por uma questdo de constancia de
metodologia de monitorizacdo, optou-se por determinar a concentracdo da aflatoxina B
em todas as amostras (incluindo as do produto alimentar améndoa), que apresentaram
valores de aflatoxinas totais superiores a 2 ug/Kg (ppb). Desta forma, os lotes 2046 e
1966 de améndoas transformadas, e os lotes 1886 (améndoa granulada) e 2056 (farinha
de améndoa) foram estudados seguidamente para aferir da concentracdo da aflatoxina
Bl.
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7.2.3 AflatoxinaB;
Os produtos analisados para contaminacdes de aflatoxinas B; foram todos os lotes que

anteriormente apresentaram um resultado superior a 2 pg/Kg para as aflatoxinas totais,
uma vez que é esse o limite méximo tolerdvel desta toxina para a maioria dos produtos
alimentares analisados. Por uma questdo de constancia de metodologia de
monitorizacdo, optou-se ainda por determinar a concentracdo da aflatoxina B; nas
amostras do produto alimentar améndoa, que superaram esse valor para aflatoxinas
totais. Os resultados obtidos para a determinagdo das micotoxinas B; encontram-se
tabelados de seguida.

Tal como no subcapitulo anterior, as curvas de calibracdo correspondente a
determinacdo da concentracao da aflatoxina B; encontram-se em anexo (10.2.2).

Tabela 11 — Resultados das concentracfes de aflatoxina B; dos produtos analisados.

Concentracao (ppb)

Produto Lote Origem Calculada Real % Erro
Amendoim com casca 1316 EUA 0,528 0,532 0,75
Amendoim com casca 1306 EUA 0,405 0,409 0,98

Améndoa laminada 1396 EUA 0,285 0,288 1,04
Farinha de améndoa 1596 EUA 0,290 0,293 1,02
Pistacho cru 0316 Irdo 0,010 0,010 0,00
Ameéndoa granulada 1886 EUA 4,819 4,830 0,23
Améndoa 1966 EUA 1,073 1,080 0,65
Améndoa 2046 EUA 1,892 1,900 0,42
Farinha de Améndoa 2056 EUA 2,004 2,010 0,30
Améndoa laminada 2066 EUA 0,261 0,263 0,76
Amendoim com casca 2166 EUA 0,746 0,752 0,80
Amendoim despelado 2266 Brasil 0,249 0,252 1,19

Numa primeira analise aos resultados apresentados na tabela anterior, pode-se verificar
que as concentracdes calculadas, através da construgdo da curva de calibracédo
representada no anexo 10.2.1, apresentam valores muito proximos as concentracfes
reais, com valores de percentagem de erro relativo inferiores a 1%.

Analisando os resultados das concentragdes da aflatoxina Bj, verifica-se que nenhum
lote ultrapassou o valor maximo toleravel (2 pg/Kg para a generalidade dos produtos
alimentares) de acordo com a legislacdo. De facto, os Unicos lotes com concentragdes
desta toxina superiores a 2 pg/Kg corresponderam a améndoa granulada (lote 1886),
com uma concentracdo de 4,83 pug/Kg e a farinha de améndoa (lote 2056), com uma
concentracdo de 2,01 ng/Kg, ambas com origem nos Estados Unidos. Contudo, segundo
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a legislacdo em vigor (Regulamento n® 165 de 2010, anexo 2.1.6), para as améndoas
destinadas ao consumo humano direto, o teor maximo toleravel de aflatoxina B; é de 8
ng/Kg. Como descrito anteriormente, em nenhum caso, este valor foi ultrapassado.

7.2.4 Ocratoxina A
Tal como foi feito para as aflatoxinas, também foram realizados testes aos alimentos

propicios a contaminacdo por ocratoxina A, para controlar a qualidade do produto. De
entre os produtos mais propicios a serem contaminados por ocratoxina A, encontram-se
as passas de uva, sultanas e corintios, analisados no decurso deste trabalho. Assim, a
tabela seguinte apresenta os resultados obtidos.

No anexo 10.2.3 encontra-se as curvas de calibracdo usadas para a determinacdo das
concentragdes de ocratoxina A.

Tabela 12 — Concentragdes de ocratoxina A para os produtos analisados, suscetiveis de
contaminacao.

Concentragao (ppb)
Produto Lote Origem Calculada Real % Erro
Passa de uva 1716 Africa do sul 0,627 0,629 0,27
Sultana 1866 Turquia 0,588 0,609 3,44
Sultana 2246 Turquia 0,783 0,797 1,81
Corintos 2586 Grécia 0,467 0,478 2,20

Segundo a legislacdo em vigor, pode-se concluir que os produtos analisados se
encontram abaixo do limite maximo toleravel para a ocratoxina A (10 pug/Kg). De facto,
os valores de concentracdo obtidos sdo muito baixos, com a maior concentracdo a
reportar-se a sultana (lote 2246) com origem na Turquia. Verificou-se ainda que a
concentracdo calculada foi ligeiramente inferior a concentracdo real, mas com um erro
percentual que, apesar de superior para os estudos das aflatoxinas, foi em todos os casos
menor que 4%, logo bastante aceitavel.

7.25 Contagem de bolores e leveduras
A contagem de bolores e leveduras, pela norma ISO 7954, permite avaliar a qualidade

microbiana dos produtos alimentares em relacéo aos bolores e leveduras potencialmente
patogénicos. Desta forma, a monitorizagdo do crescimento destes fungos, permite uma
afericdo, ainda que indireta, do possivel crescimento dos géneros Aspergillus e
Penicillium e, consequentemente, da producdo de micotoxinas (Olga 1996). Desta
forma, este teste foi utilizado como suporte adicional ao resultado obtido anteriormente
para as concentragdes de aflatoxinas.

Assim, efetuou-se a determinagdo de bolores e leveduras, potencialmente patogenicos,
para o lote de améndoa granulada 1886, uma vez que este produto apresentou o maior
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valor de concentracdo de aflatoxinas totais e da aflatoxina B; (6,5 ng/Kg e 4,83 ng/Kg,
respetivamente). A tabela seguinte, descreve os resultados para a contagem de fungos e
leveduras potencialmente patogénicos.

Tabela 13 — Resultados obtidos para a contagem de bolores de leveduras para o lote 1886.

Diluicdo  Contagem de coldnias

10" Incontaveis
2 15
10 16
R 5
1 3
0 8

Nas imagens seguintes € possivel observar as placas de Petri para cada dilui¢do, ao fim
de 5 dias de incubacdo, em Agar Sabouraud com cloranfenicol.

A)

B)

Figura 25 — Placas de Petri ao fim de 5 dias de incubacdo por incorporacgéo para o lote 1886. (A)
Diluicdo 10%; (B) Diluicéo 107.

A partir dos valores obtidos, pode-se estimar o valor da quantidade de bolores e
leveduras por grama de améndoa granulada do lote 1886, como sendo 2x10° ufc/g. De
acordo com a 1SO 4833-1:2013, o valor limite, para bolores e leveduras, no tocante a
qualidade microbiolégica destes produtos alimentares é 1x10° ufc/g. Uma vez que o
valor obtido para este lote é inferior ao legislado, pode-se concluir que o lote 1886 se
encontrava dentro dos parametros microbiolGgicos aceitaveis.

Apos o crescimento dos fungos nas placas de Petri foi ainda efetuada uma identificacéo
aproximada dos tipos de fungos presentes. Para o efeito foi efetuada uma inspecgéo
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visual as coldnias macroscopicas e efetuada uma observacdo microscopia a uma
preparacdo em lamina e lamela de uma amostra das mesmas, que se apresenta na figura
seguinte. Apenas se conseguiu visualizar um tipo das colénias ao microscépio. A
visualizacdo macroscopica das colonias de fungos com cor negra e cujo corpo de
frutificacdo é apresentado na figura seguinte parece indiciar que se trata do género
Aspergillus. Esta assuncdo toma mais forca tendo em atencdo os valores da aflatoxina
B, determinados para esta amostra. Contudo, sera necessario efetuar mais testes para se
poder retirar uma conclusao definitiva.

1\

Figura 26 — Imagens microscépias das colénias com crescimento nas diluicdes 107 e 107,
(Ampliagéo 40x)
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8. Conclusoes

O presente trabalho aborda a tematica da micotoxicologia com o principal objetivo de
estudar a avaliacdo da presenca das micotoxinas na inddstria alimentar e contribuir para
a diminuicéo de contaminagéo.

A ocorréncia das micotoxinas nos produtos alimentares acaba por ser inevitavel, ja que
sdo compostos naturais produzidos por diversas espécies de fungos. Contudo € possivel
reduzir os niveis destes contaminantes na inddstria alimentar atraves da implementacao
de medidas de monitorizacdo e controlo. O método de monitorizacdo de micotoxinas
utilizado neste trabalho foi um método rapido aprovado oficialmente, método ELISA
competitivo, uma ferramenta importante para a detecdo de toxinas no controlo da
qualidade de alimentos. Contudo, é importante referir que este tipo de métodos sdo
utilizados apenas para controlo, uma vez que, podendo os resultados negativos serem
considerados efetivamente negativos, os resultados positivos devem ser confirmados
por métodos padrdes.

A monitorizacdo dos produtos alimentares (matérias-primas) recebidos na instalacéo
industrial da Frutorra Pimenta, Lda. constitui o ponto fulcral do programa de controlo
de micotoxinas (maioritariamente aflatoxinas e ocratoxina A), por esta empresa. Desta
forma, os produtos estudados foram analisados a chegada da fabrica, como forma de
decidir a conformidade toxicoldgica (aflatoxinas totais, aflatoxina B; e ocratoxina A)
dos mesmos. Porém, tendo em atencdo que a contaminacdo dos produtos alimentares
também pode surgir no decurso da sua linha de producdo, foram ainda analisadas
amostras apés a sua transformacéo.

Analisando os dados obtidos neste estudo podem-se retirar algumas conclusdes gerais
importantes. Na esmagadora maioria dos lotes analisados a chegada das matérias-
primas, os valores determinados para as micotoxinas estudadas encontravam-se abaixo
dos valores maximos toleraveis (4 pg/Kg para aflatoxinas totais, 2 pg/Kg para a
aflatoxina B; e 10 pg/Kg para a ocratoxina A, na maior parte dos produtos analisados).
Por outro lado, também se verificou que ndo existiu, nos lotes de produtos alimentares
analisados, aumento dos niveis das micotoxinas estudadas ao longo do processo de
producdo na Frutorra Pimenta, Lda. Pelo contrario, foi notdria uma redugéo
significativa destes niveis pelo processamento efetuado aos produtos alimentares.

De facto, nos lotes dos produtos transformados (fritos ou torrados) analisados,
observou-se que a concentracdo de aflatoxinas totais diminuiu em média para 57,7%
(caju), 33,8% (amendoim), 51,0% (amendoim com casca), 72,1% (pistacho) e 39.0%
(améndoa) do valor inicial. Pode-se concluir, deste modo, que o processamento efetuado
(fritura ou torra) teve um impacto significativo na degradacdo das aflatoxinas totais
presentes na matéria-prima, expectavel devido as temperaturas de degradacéo,
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reportadas na literatura, das mesmas. Mais, analisando a globalidade dos dados obtidos,
apenas em alguns casos isolados (lote de caju 1386 e lote de amendoim com casca
1486) se verificou um aumento da concentracdo de aflatoxinas totais. Contudo, este
aumento pode ser atribuido, muito provavelmente, a problemas de representatividade da
amostra, ou mesmo a erros experimentais, e ndo a um aumento real da concentracao
destas toxinas. De facto, em alimentos sélidos, a distribuicdo ndo uniforme das
micotoxinas no lote pode originar variabilidade nos resultados, consoante o volume
recolhido, sendo a representatividade da amostragem um ponto fundamental para o
controlo de micotoxinas.

Apenas em trés lotes analisados, os valores dos niveis de toxinas obtidos suscitaram
alguma preocupacdo, nomeadamente o lote de améndoa granulada 1886 (6,5 ug/Kg para
aflatoxinas totais e 4,83 pg/Kg para aflatoxina B;), lote de améndoas 2046 (5,98 pg/Kg
para aflatoxinas totais) e lote de améndoas 2056 (5,89 ug/Kg para aflatoxinas totais).
Tendo-se verificado os maiores valores de aflatoxinas para o lote 1886, foi realizada,
para este lote, uma contagem de bolores e leveduras, potencialmente patogénicos, a
25°C, na qual se obteve um valor estimado de 2x10° ufc/g (presumivelmente do género
Aspergillus, de acordo com o tipo de coldnias formadas e observagdo ao microscopio).
Desta forma pode-se concluir que este lote se encontrava dentro dos parametros
microbiologicos aceitaveis.

A temperatura e a humidade das instalacdes da linha de producdo da Frutorra Pimenta,
Lda. foram também monitorizadas com a finalidade de perceber se as condi¢Ges de
armazenamento eram apropriadas. Pode-se constatar que, embora os valores obtidos ndo
sejam os 6timos para o crescimento dos géneros Aspergillus e Penicillium, produtores
das micotoxinas estudadas, ndo pode ser liminarmente excluida a possibilidade de
existir crescimento destas espécies, e consequente de producdo de micotoxinas, nas
condicdes referidas. Mais, especial atencdo deve ser dada aos produtos embalados em
pacotes de maior capacidade (gramagem), devido aos niveis de oxigénio obtidos para 0s
mesmos.

Numa concluséo final, provou-se a utilidade do método escolhido para a monitorizacao
e controlo dos produtos alimentares analisados na instalacdo industrial da Frutorra
Pimenta, Lda. Ainda que ndo tenham sido ultrapassados os limites maximos toleraveis,
presentes na legislagéo, foi possivel determinar e caracterizar alguns lotes de matérias-
primas que suscitaram alguma preocupacao. Mais, foi ainda possivel, por este processo
de monitorizagdo, quantificar a reducdo dos niveis das aflatoxinas totais decorrentes do
processamento de alguns produtos alimentares. De facto, a necessidade de serem
mantidos programas de monitorizacdo e controlo, quer das matérias-primas, quer dos
produtos acabados, para a obtencdo de um produto com qualidade é, por demais,
reconhecida.
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10.

10.1

Anexos

Regulamentos aplicaveis

10.1.1 Seccéo 2 do Anexo do Regulamento (CE) N°1881/2006 da Comisséo Europeia

de 19 de Dezembro de 2006

Tabela 14 — Teores maximos de aflatoxinas e de ocratoxinas segundo a sec¢édo 2 do regulamento
N°1881/2006 de 19 de Dezembro de 2006.

Géneros alimenticios ()

Teores mdximos (pg/kg)

2.1

Aflatoxinas

B,

Somatédrio de By,
Bz, G| [ Gz

Amendoins destinados a serem submetidos a um tratamento de
triagem ou a outro tratamento fisico antes de consumo hu-
mano ou utilizagio como ingrediente de géneros alimenticios

8,0()

15,0 (%)

Frutos de casca rija destinados a serem submetidos a um mé-
todo de triagem ou a outro tratamento fisico antes de consumo
humano ou utilizagio como ingrediente de géneros alimenticios

500)

10,0 ¢)

Amendoins e frutos de casca rija e produtos derivados da sua
transformagio, destinados ao consumo humano directo ou
como ingrediente de géneros alimenticios

20()

40()

Frutos secos destinados a serem submetidos a um método de
triagem ou a outro tratamento fisico antes de consumo hu-
mano ou utilizagio como ingrediente de géneros alimenticios

5,0

10,0

Frutos secos e produtos derivados da sua transformagdo, desti-
nados ao consumo humano directo ou como ingrediente de
géneros alimenticios

2,0

4,0

Todos os cereais e produtos derivados de cereais, incluindo
produtos derivados da sua transformagio, com excep¢io dos
géneros alimenticios referidos nos pontos 2.1.7, 2.1.10 e 2.1.12

20

4.0

Milho destinado a ser submetido a um mérodo de triagem ou a
outro tratamento fisico antes de consumo humano ou wtiliza-
¢do como ingrediente de géneros alimenticios

5.0

10,0

Leite cru (°), leite tratado termicamente e leite para o fabrico de
produtos licteos

0,050
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(Continuacéo da tabela)

Géneros alimenticios (')

Tenres miximos (ugky)

219 Especiarias das seguintes espécies: 5.0 10,0 —_
Capsicumn spp. (o fruto seco, inteiro ou miturade, incluindo a
malagueta, a malagueta em po, a pimenta de caiena e o pimen-
tio-doce)
Piper spp. lo [ruto, incluindo a pimenta branca e a pimenta
preta)
Myistica fragrans {noz-moscada)
Zingiber officinale (pengibre)
Curcuma longa (curcuma)
2110 | Alimentos i base de cereais transformados ¢ alimentos para | 0,10 — —
bebés destinadas a lactentes & criangas jovens (%), {7
L1.11 | Féonulas para lactentes e férmulas de transigdo, incluindo leite — — 0,025
para bebés ¢ leite de transigio (%) (%)
2112 | Alimentos dietéticos destinados a fins medicinais especifi- 0,10 - 0,025
<os ("} (1% especificamente destinados a lactentes
11 Ocratoxina A
121 Cereais ndo transformados 5.0
222 Todos os produtos derivados de cereais nio transformados, 3.0
incluindo produtos & base de cereais transformados ¢ cereais
destinades a0 consumo humano directo, com excepgio dos
géneros alimenticios referidos nos pontos 2.2.9 e 2.2.10
223 Passas de uvas (uvas de Corinto, uvas e sultanas) 10,0
224 Café rorrado, moido ou em grio, com excepgio do caflé soluivel 5.0
.25 Café salivel (café instantineo} 10,0
2.26 Vinhe (incluinde vinho espumante ¢ excluindo vinho licoroso e 2003
vinho com teor alcoométrice ndo inferior a 15 % vol) e vinho
de frutos ('Y
227 Vinhe arormatizado, bebidas aromatizadas & base de vinho e 2001
cocktails aromatizados de produtos vitivinicolas {1)
228 Sumo de uva, concentrado de uva reconstituido, néctar de uva, 20"
masto de uva e concentrado de mosto reconstituido, destinados
a0 consumo humano directa (14)
2.29 Alimentos i base de cereais ¢ alimentos para bebés destinados a 0,50
lactentes e criangas jovens () (')
2210 | Alimentos dietéticos destinados 2 fine medicinais especifi- 0.50
<os (*) ('%) especificamente destinados a lactentes
2211 | Café verde, frutos secos que ndo uva passa, cerveja, cacau e —

produtos derivados do cacaw, vinhos licorosos, produtos i
base de camne, especiarias ¢ alcaquz
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Anexo do Regulamento (CE) N° 165/2010 da Comissédo Europeia de 26 de Fevereiro de

2010

Tabela 15 — Teores maximos de aflatoxinas segundo o regulamento N°165/2010 de 26 de Fevereiro

de 2010.

Géneros alimenticios {4

Teores maximos (pgkg)

<21

Aflatoxinas

B,

Somatério de By,
Ba. G'L 3 Gz

M,

211,

Amendains e outras semenies oleaginosas (%) destina-
dos a serem submetidos a um méido de riagem ou
a outro tratamento fisico antes do seu consumo hu-
mano ou da sua wilizagio como ingrediente em gé-
neros alimenticios,

com excepgio de:

— amendoins ¢ outras sementes nleagirm!-ls destina-
dos a serem triturados para a produgio de dleo
vegetal relinado

80%

15.0 %)

Amendoins, pisticios ¢ carogos de alperce destinados
a serem submetidos a um méwodo de triagem ou a
owro tratamento fisico antes do sen consumo hu-
mano ou da sua wrilizagio como ingredicnte em pé-
neros alimenticios

12,0 (%

15,0 (%

Avelis ¢ castanhas do Brasil destinadas a serem sub-
metidas a um méede de idagem ou a outro trata-
mento fisico antes do seu consumo humano ou da
sua utilizagdo como ingrediente em géneros alimenti-
cios

80

150 (%)

2.1.4.

Frutes de casca rija. 3 excepgiio dos enumerados nos
pontos 2.1.2 e 21,3, destinados a serem submetidos a
um méodo de tnagem ou a outro tratamemo fisico
antes do seu consumo humano ou da sua wilizagio
como ingrediente em géneres alimenticios

5005

10,0 ()

Amendoins e outras semenies oleaginosas (1% e pro-
dutos derivados da sua iransformagdo, destinados ao
consume humano dirccto ou & wilizagio coma ingre-
diente em géneros alimenticios,

com excepedo de:
— dleos vegerais brutos destinados & refinagiio,

=~ oleos vegetais refinados

2.00)

4.0 %)

216

Amendoins, pisticios ¢ carogos de alperce destinadas
ao consemo humano directo ou a utilizagio como
ingrediente em géneros alimenticios (*1)

5009

10,0 (%)

Avelds ¢ castanhas do Brasil destinadas ao consumo
humano directo ou 2 utilizagio como ingrediente em
géneros alimenticios (*1)

509

10.0 1%

Frutos de casca rija, & excepgdo dos enumerados nos
pontos 2.1.6 ¢ 2.1.7, ¢ produtos derivados da sua
rransformagio, destinados ao consumo humano di-
vecto ou A utilizagie como ingredicnte em géneros
alimenticios

20th

10

Frutos secos destinados a serem submetidos a um
método de triagem ou a outro tratamento fsico antes
do seu consumo humano ou da sua uilizagido como
ingrediente em péneros alimenticios

50

2.1.10.

Frutos secos ¢ produtos derivados da sua transforma-
tio destinados a0 consumo humano directo ou 3
utilizagio como ingrediente em géneros alimenticios

20

4,0

EA RN

Todos os cereais ¢ produtes derivados de cereais, in-
cluindo produtos derivados da sua transformagio,
com excepgio dos géneros alimenticios referidos nos
pontes 2112, 2.1.15 ¢ 2.1.17

20

4.0
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Curvas de calibracao das aflatoxinas totais, aflatoxina B; e ocratoxina A

10.1.2 Curva de calibracéo das aflatoxinas totais
A determinacdo das aflatoxinas totais foi efetuada utilizando o kit RidascreenFast

AflatoxinSC (R-Biopharm, Darmstadt, Alemanha). Este kit contém um certificado de
qualidade que permite a construcdo de curvas de calibragdo usando apenas uma solugéo
padrdo de concentracdo 0 ppb, através dos dados da tabela seguinte.

Tabela 16 — Valores retirados do certificado de qualidade do kit das aflatoxinas totais para
construcdo da curva de calibragéo.

Concentragao (ppb) Absorvancia B—BO (%)
0,00 1,248 100,00

2,00 1,062 85,10

4,00 0,943 75,60

10,00 0,749 60,00

20,00 0,559 44,80

50,00 0,298 23,90
100,00 0,178 14,30

Na tabela acima, o valor de By (1,248) corresponde a absorvancia obtida para a
concentracdo de 0 ppb em condicdes 6timas e o valor B corresponde a absorvancia em
cada ponto.

Na tabela seguinte sdo apresentados os dados obtidos para a absorvancia, assim como 0s
valores de concentracdo calculados para as analises efetuadas.
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B ,. o . ~ .
Uma vez que o valor 50 € igual para todas as curvas, o grafico de calibracdo para este kit
sera também o mesmo. Os valores utilizados para tracar a reta de calibragcdo encontram-
se de seguida.

Tabela 18 — Valores de Logit e de Log para a construcgdo da curva de calibracéo das aflatoxinas

totais.
Concentragao (ppb) Log (concentragao) % (%) Logit (Absorvancia)
2,00 0,30 85,10 1,74
4,00 0,60 75,60 1,13
10,00 1,00 60,00 0,41
20,00 1,30 44,80 -0,21
50,00 1,70 23,9 -1,16
100,00 2,00 14,3 -1,79

Na figura seguinte é representada a curva de calibracdo das aflatoxinas totais. Uma vez
que o logaritmo de 0 é um numero indefinido, a representacdo da concentracdo desse

valor numa escala logaritmica ndo €é possivel.

2,00
1,50
1,00

0,50 +

0,00

-0,50

Logit (& bsorvincis)
]
o]
[
L
[
]

L ]
-
L
o
o]
o
(%3]

-1,00

-1,50

-2,00 -
Log (Concentracdo)

Figura 27 — Representacgdo grafica da curva de calibracdo das aflatoxinas totais.
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Anexos

10.1.3 Curva de calibracéo da aflatoxina B,
A determinacédo da aflatoxina B; foi efetuada utilizando o kit Ridascreen Aflatoxin B1

30/15 (R-Biopharm, Darmstadt, Alemanha). Para a determinagdo das concentragdes
foram realizados dois ensaios, tendo sido, por isso, utilizadas duas curvas de calibracao.
Os resultados das curvas de calibracdo sdo apresentados na seguinte tabela.

Tabela 23 — Valores de absorvancias obtidas para o calculo do Logit com a finalidade de obter as
curvas de calibracéo.

Absorvancias Logit

Conc (ppb) Curval Curva 2 Logconc Curval Curva 2
0 1,406 1,432 - - -
1 1,199 1,277 0 1,757 2,109
5 0,967 1,005 0,699 0,790 0,856
10 0,802 0,893 1,000 0,284 0,505
20 0,675 0,715 1,301 -0,080 -0,003
50 0,503 0,488 1,699 -0,585 -0,660

Com os valores da tabela acima, foi possivel a construcéo das duas curvas de calibragéo.
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_ - -
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R*=0,897
1,00 '

Logit

0,50

0,00 .
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-0,50
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Figura 28 — Curvas de calibragéo obtidas para o teste da aflatoxina B;.

Através das curvas de calibragéo foi possivel obter o valor da concentracéo pelo mesmo
método das aflatoxinas, ou seja, substituindo nas expressdes 0s respetivos parametros.
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Anexos

A tabela seguinte apresenta as curvas de calibracdo utilizadas para cada produto

alimentar.

Tabela 24 — Curva de calibragéo utilizada para cada produto alimentar.

Produto Lote Curva de calibragao

Amendoim com casca 1316
Amendoim com casca 1306
Ameéndoa laminada 1396

Farinha de améndoa 1596 y=-1,390x+1,735
Pistacho cru 0316
Ameéndoa granulada 1886
Améndoa 1966
Améndoa 2046

Farlr:ha de amgndoa 2056 y=-1,610x+2,074
Ameéndoa laminada 2066
Amendoim com casca 2166
Amendoim despelado 2266

De referir que o valor de By para a curva 1 é 1,406 e para a curva 2 o valor é 1,432,

Os valores de absorvancias obtidos para os produtos analisados para as AFB1

encontram-se de seguida.

Tabela 25 Valores de absorvancias para os produtos analisados.

Produto Lote Origem Logit Absorvancias
Amendoim com casca 1316 EUA 2,125 1,256
Amendoim com casca 1306 EUA 2,284 1,276

Améndoa laminada 1396 EUA 2,497 1,299
Farinha de améndoa 1596 EUA 2,486 1,298
Pistacho cru 0316 Irdo 4,530 1,391
Améndoa granulada 1886 EUA 0,790 0,967
Améndoa 1966 EUA 2,025 1,265
Améndoa 2046 EUA 1,628 1,197
Farinha de Améndoa 2056 EUA 1,588 1,189
Améndoa laminada 2066 EUA 3,014 1,365
Amendoim com casca 2166 EUA 2,279 1,299
Amendoim despelado 2266 Brasil 3,046 1,367
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Anexos

10.1.4 Curvas de calibracdo da ocratoxina A
A determinacdo das aflatoxinas totais foi efetuada utilizando o kit Ridascreen Fast

Ochratoxin A (R-Biopharm, Darmstadt, Alemanha). Foram realizadas quatro curvas de
calibracdo correspondentes aos quatro produtos analisados. Os resultados das curvas de
calibracdo, e os valores calculados para a concentracdo da ocratoxina A nos ensaios
realizados, sdo apresentados na seguinte tabela.

Tabela 26 — Valores de absorvancias obtidas para o calculo do Logit com a finalidade de obter as
curvas de calibracéo.

Absorvancias Logit
Conc. (ppb) 1 2 3 4 Log (Conc) 1 2 3 4
0 1,405 1,643 1,491 1,564 - - - - -
5 1,21 1,383 1,126 1,132 0,699 1,825 1,671 1,127 0,963
10 1,03 1,174 1,007 0,989 1 1,010 0,918 0,733 0,542
20 0,813 1,018 0,753 0,758 1,301 0,317 0,488 0,020 -0,061
40 0,558 0,644 0,568 0,507 1,602 -0,417 -0,439 -0,486 -0,735

Com os valores obtidos anteriormente tracaram-se as curvas de calibracdo para cada
ensaio, que se encontram representadas na figura seguinte.
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Figura 29 — Curvas de calibragéo obtidas para os ensaios realizados para o teste da ocratoxina A.
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Através das expressdes das curvas foi possivel obter o valor da concentracao,
substituindo nas expressdes 0s respetivos parametros. A tabela seguinte apresenta as
curvas de calibracdo utilizadas para cada produto alimentar.

Tabela 27 — Curva de calibragéo utilizada para o respetivo produto.

Produto Lote Curva de calibragao
Passa de uva 1716 Y=-2,465x+3,520
Sultana 1866 Y=-2,245x+3,243
Sultana 2246 Y=-1,843x+2,469
Corintos 2586 Y=-1,892x+2,355

A seguinte tabela apresenta os valores de absorvancias obtidos para os produtos
analisados para a OTA.

Tabela 28 Valores de absorvancias para os produtos analisados.

Produto Lote Origem Absorvancia obtidas
Passa de uva 1716 Africa do sul 1,319
Sultana 1866 Turquia 1,528
Sultana 2246 Turquia 1,261
Corintos 2586 Grécia 1,376

10.1.5 Contagem de bolores e leveduras

De acordo com a norma ISO 7954 o calculo para o nimero de bolores e leveduras por
grama de produto tem a seguinte expressao:

xC 1)
(ny + 0,1n,)d

Onde:

Y'C € o somatorio das colonias em cada placa

n, € n, € numero de placas da primeira diluicdo e da segunda diluicéo, respetivamente
d diluicdo que foram obtidas as primeiras contagens

Substituindo os valores obtidos na expressdo temos que:

yC _ 15+16+5+8 _ 44

= = = 2000
(n1+0,1ny)d  (24+0,1x2)x10~2 0,022
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