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Anélise Micoldgica e Quantificacdo de Zearalenona e Deoxinivalenol em

Alimentos Compostos para Suinos

RESUMO

As andlises micoldgica e micotoxicolégica representam uma parte importante da
monitorizacdo da qualidade e seguranca dos alimentos compostos para animais.

O objectivo deste trabalho foi avaliar o nivel de contaminagéo fungica em amostras
de alimentos compostos para suinos, identificar as espécies fingicas presentes e quantificar
os niveis de zearalenona (ZEA) e deoxinivalenol (DON).

Para tal, foram analisadas 55 amostras, encontrando-se 52 (94.5%) contaminadas
com fungos, apresentando teores médios de 1.7x10* UFC/g. Os fungos mais predominantes
foram o Fusarium spp (81.8%), o Aspergillus flavus (69.0%), as leveduras (60.0%) e o
Aspergillus candidus (56.3%). A analise micotoxicolégica foi efectuada por Cromatografia
Liquida de Alta Performance (HPLC), com purificacdo por colunas IAC (Colunas de
imunoafinidade), e revelou 18 amostras positivas para ZEA e 13 positivas para DON, com
niveis de ZEA variando entre 6.1 e 5.4x10" pg/kg, e de DON variando de 1.0x10? e 9.0x10?
Mg/kg. Foi observada co-ocorréncia em 3 amostras (5.5%). Todos os resultados encontrados
estavam abaixo dos limites maximos permitidos pela Unido Europeia (UE).

As taxas de recuperagao para amostras contaminadas com ZEA, a concentragcbes
de 0.005; 0.010 e 0.10 pg/kg foram de 93.0; 95.0 e 95.0%, respectivamente e as de DON
foram de 98.0; 85.0 e 88.0%, para solu¢cdes contaminadas com 100.0; 250.0 e 500.0 ug/kg,

respectivamente.
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Mycological analysis and quantification of zearalenone and deoxynivalenol in
Swine Feed

ABSTRACT

Mycological and mycotoxicological analysis represents an important part in
monitorization of feed’s quality and security.

The aim of this work was to evaluate the contamination levels of mycobiota in swine
feed samples, identify the mycobiota species present, and to quantify the levels of
zearalenone (ZEA) and deoxinivalenol (DON).

For such, 55 samples were analysed, 52 samples (94.5%) found with fungi
contamination, with a mean of 1.7x10* UFC/g. The most predominant fungi were Fusarium
sp (81.8%), Aspergillus flavus (69.0%), yeasts (60.0 %) and Aspergillus candidus (56.3 %).
The mycotoxicological analysis was performed by High performance Liquid Chromatography
(HPLC), with Immunoaffinity Columns (IAC) purification, and revealed 18 samples positive
for ZEA and 13 positive for DON, with levels ranging between 6.1 to 5.4x10" pg/kg of ZEA
and 1.0x10? to 9.0x10? pg/kg for DON. It was observed co-occurrence in 3 samples (5.5%).
All the results found were bellow the maximum limits permitted by European Union (EU).

The recovery taxs for samples contaminated with ZEA at concentration’s level of
0.005; 0.010 and 0.10 pg/kg were 93.0; 95.0 and 95.0%, respectively and DON recovery taxs
were 98.0; 85.0 and 88.0%, for spiking concentrations of 100.0; 250.0 and 500.0 ug/kg of
DON, respectively.

Keywords: “Deoxynivalenol”, “Zearalenone”, “Feed”, “Swine”, “HPLC”



LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

60s - Sub-unidade ribossomal

ADN - Acido desoxirribonucleico

AFs - Aflatoxinas

ALP - Alanina aminotransferase

ARN - Acido ribonucleico

AST — Aminotransferase

ATA - Aleucémia Toéxica Alimentar

Aw — Teor de agua activa

C1 - Resultado da quantificacdo da amostra fortificada

C2 - Resultado da quantificacdo da testemunha

C3 - Valor do padréo

CE - Comisséao Europeia

CEN - European Committee for Standardization (Comité Europeu de Normalizacéo)
DON - Deoxinivalenol

EU — European Union (Unido Europeia)

FIR - Flame ionisation detector (detector de ionizacdo de chama)

FTIR - Fourier transform infrared spectroscopy (Espectroscopia Infravermelho Transformada
De Fourier)

GGT - y-glutamate transferase

HACCP - Hazard Analysis Critical Control Point (Analise de Perigos e Pontos Criticos de
Controlo)

HPLC - High Performance Liquid Chromatography (Cromatografia Liquida de Alta
Performance)

HSD - Hidroxiesteréide desidrogenase

IAC - Immunoaffinity Columns (Colunas de Imunoafinidade)

IACA - Associacdo Portuguesa dos Industriais de Alimentos Compostos para Animais
IgA — Imunoglobulina A

IgG — Imunoglobulina G

LNIV - Laboratério Nacional de Investigacdo Veterinaria

m - Massa da amostra, em gramas

M - Massa total da amostra, em gramas

MDA — Malondialdehyde (malondialdeido)

Mg?* - Cati&o bivalente magnésio

mRNA - Acido ribonucleico mensageiro
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MS - Mass spectrometry (espectrometria em massa)

0O, - Oxigénio

PBS - Phosphate Buffered Saline (solucdo fosfatada tamponizada)
PKS - Poliquétido sintetase

ppb - Partes por bilido

ppm - Partes por milhdo

TMM - Teores Micoldgicos Médios

TMT - Teores Micoldgicos Totais

ton - Tonelada

UDPGT - Uridina difosfato glucuronil transferas

UE - Unido Europeia

UFC - Unidade Formadora de Col6nias

UV - Ultravioleta

Viean - Fraccéo de volume a ser eluido, em mililitros

Vext - Fraccéo de volume do extracto, em mililitros

V@edis - Volume de redissolucéo (fase mével), em mililitros
Vs - Volume de solvente de extraccéo, em mililitros

W, - Teor em micotoxina (ZEA, DON), em ug/Kg

w¢ (DON) - Teor de DON

W (ZEA) - Teor de ZEA

WHO - World Health Organization (Organiza¢cdo Mundial de Saude)
ZEA - Zearalenona

a-ZEA - a-Zearalenol

B - ZEA - B — Zearalenol

p - Concentracdo de DON, ng/ml
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INTRODUCAO

As suiniculturas, principalmente as que operam em regime intensivo, S&o
dependentes de alimentos compostos para suprir as necessidades nutricionais dos seus
efectivos. A industria de alimentos compostos contribui para o funcionamento de milhares de
exploracdes pecuarias e agro-pecuarias em Portugal, sendo o 3° negdcio mais importante
neste sector. Contribui também, de forma definitiva, para os rendimentos agricolas
(Associagdo Portuguesa dos Industriais de Alimentos Compostos para Animais [IACA],
2009).

As matérias-primas utilizadas na formulacao dos alimentos compostos para suinos,
devem possuir elevada qualidade e seguranca, para que o processo de producéo nao fique
comprometido. Essas matérias-primas podem ser contaminadas por fungos nas diversas
fases de producédo: antes da colheita, pela flora de campo; nos processos de transformacao,
pela flora intermédia; ou no transporte e armazenamento, pela flora de armazenamento
(Martins, 1987, p.60). Os alimentos compostos para animais, podem ser contaminados
durante 0 seu processamento, através da mistura de matérias-primas contaminadas, assim
como nos processos de transporte e armazenamento. Algumas das espécies fungicas
envolvidas nestas contaminacdes, alteram as caracteristicas organolépticas dos alimentos,
podendo resultar na diminui¢cdo da ingestdo de alimentos por parte dos animais, ou recusa
alimentar, além das alteracdes no valor nutritivo dos alimentos que pode ocorrer (Torrado,
2007, p.28). Algumas espécies fangicas sdo ainda toxigénicas, tendo a capacidade de
produzir metabolitos secundarios téxicos nos alimentos destinados ao consumo animal,
nomeadamente as micotoxinas.

As micotoxinas sdo quimicamente muito estaveis e persistem nos alimentos
compostos, mesmo apos a remogdo dos fungos pelos processos usuais de industrializacéo
e embalagem (Oliveira, 2006, p.1). As micotoxinas sdo responsaveis por perdas econémicas
muito significativas, que podem ser contabilizadas através dos custos das medidas de
prevengdo contra a contaminagdo de matérias-primas e alimentos compostos por fungos e
micotoxinas, custos de destruicdo de ragdes contaminadas, perdas dos indices produtivos
em varias espécies animais e tratamentos veterinarios aplicados as micotoxicoses agudas
ou crénicas.

Estdo catalogadas varias micotoxinas que contaminam frequentemente alimentos,
pelo que a escolha da analise de ZEA e DON esteve associada a duas questbes
fundamentais: estas duas micotoxinas ocorrem frequentemente em concentragcbes
toxicologicamente relevantes em alimentos para animais analisados na Europa (Doll &

Dénicke, 2011), e a industria suinicultora assenta o seu retorno financeiro nos indices
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produtivos e reprodutivos dos animais, sendo que estas duas micotoxinas afectam
directamente esses factores. Os distlrbios causados por estas micotoxinas incluem
diminuicdo do ganho de peso e alteracbes reprodutivas, que reduzem directamente a
produtividade associada a esta espécie animal.

Com o objectivo de controlar os efeitos adversos da contaminagédo dos alimentos
com micotoxinas, a Unido Europeia disponibiliza legislagédo relativa as quantidades maximas
destes metabolitos recomendadas, nos alimentos de varias espécies animais.

Em Portugal, com base em procedimentos regulamentados, sé&o colhidas amostras
de alimentos compostos para suinos, que sao depois analisadas quanto a quantidade de
micotoxinas presentes. A presenca de micotoxinas em valor superior ao recomendado pela
Unido Europeia, obriga a destruicao de todo o lote de alimentos em questao. Estas analises,
em conjunto com a analise micolégica dos alimentos, permitem aferir sobre a seguranca e
gualidade dos alimentos compostos utilizados na alimentacdo de suinos, permitindo a
monitorizacao e a melhoria continua das técnicas de prevencao contra a contaminacao.

O trabalho aqui apresentado foi desenvolvido durante o Estagio Curricular de
conclusdao do Curso de Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria, da Faculdade de
Medicina Veterinaria da Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias (ULHT).

O estagio decorreu no Laboratério Nacional de Investigacdo Veterinaria (LNIV),
tendo sido supervisionado pela Dr2. Herminia Marina Loudes Martins, que ali desempenha
funcdo de Investigadora Principal do Servico de Micotoxicologia, do Departamento de
Higiene Publica.

O LNIV procede a analise de amostras, pela técnica de HPLC e purificacdo com
colunas de imunoafinidade. O HPLC, devido a sua alta sensibilidade e especificidade, é uma
das técnicas mais utilizadas na rotina de monitorizacéo deste tipo de alimentos.

No periodo entre 4 de Outubro e 4 de Julho de 2011, foram acompanhadas e
realizadas todas as actividades de analise dos alimentos compostos, e foi feita toda a
pesquisa de literatura necessaria para a realizagéo deste trabalho.

As actividades que foram desenvolvidas durante o estagio, incluiram a realizagéo
da analise micolégica de 55 amostras de alimentos compostos para suinos, assim como a
guantificacdo de ZEA e DON nas mesmas amostras.

Na sequéncia do trabalho desenvolvido durante o estagio realizado no laboratério
de Micotoxicologia do LNIV, foram publicados os seguintes trabalhos: um artigo, entitulado
de “Co-occurrence of mycotoxins in swine feed produced in Portugal”’, na revista Mycotoxin
research (ANEXO E), assim como duas apresentacdes “afixadas”, no 4° simpoésio

internacional de micotoxinas — Perspectivas e desafios (realizado em Ghent), entitulados



“Occurrence of Zearalenone and Deoxinivalenol in plant crops” (ANEXO F) e “Zearalenone
and Deoxynivalenol in mixed-feed for swine.” (ANEXO G).

O objectivo deste trabalho foi avaliar o nivel de contaminacéo flingica em alimentos
compostos para suinos, identificar as espécies fungicas mais frequentes e avaliar os niveis

de contaminagdo com ZEA e DON.



PARTE | — REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. A INDUSTRIA DE ALIMENTOS COMPOSTOS PARA ANIMAIS
1.1 Expresséo sectorial

A industria de alimentos compostos para animais é relativamente recente em
Portugal, mas é essencial ao funcionamento das exploracdes agro-pecuarias, contribuindo
de forma decisiva para a formacao de uma parte substancial dos rendimentos agricolas. O
valor da sua producéo e do sector dos fabricantes de pré-misturas aproxima-se dos 1.000
milhdes de euros/ano, estando ao seu alcance incorporar uma parcela cada vez mais

importante dos recursos agricolas nacionais (IACA, 2009).
1.2 Aprovisionamentos

Portugal € dependente em 70 % de alimentos compostos importados, quer de outros
estados membros da Unido Europeia, quer de estados ndo membros. As fabricas de
alimentos compostos nacionais, possuem sistemas HACCP (Analise de Perigos e Pontos
Criticos de Controlo) implementados, no entanto, as condicbes de producdo de matérias-
primas obtidas especialmente de paises terceiros, ndo sado totalmente controladas (Almeida,
Martins, Santos, Costa, & Bernardo, 2011).

As caracteristicas das matérias-primas incorporadas em alimentos compostos para
animais, sdo essenciais para garantir a sua seguranca e a qualidade do produto final, como ja
foi referido. Estas sdo escolhidas de acordo com numerosos factores como o preco,

disponibilidade no mercado e capacidade de armazenagem, entre outros condicionalismos.
1.3 Fabrico de alimentos compostos

Os alimentos compostos sado formulados por nutricionistas e zootécnicos, com 0
objectivo de fornecer fontes nutritivas completas aos animais, de acordo com a sua espécie,
raca, idade, estado fisiolégico e estado reprodutivo. Entre as fases de fabrico de alimentos
compostos, encontram-se as fases de transporte e armazenamento das matérias-primas,
doseamento, moenda, mistura, granulacdo, incorporacéo de gorduras e melagos, aplicagéo

de antifungicos, entre outros, variando de acordo com a empresa (Torrado, 2007, p.8).



A qualidade e seguranca das matérias-primas e dos alimentos compostos, vai
influenciar directamente, a satde e a produtividade dos efectivos animais. Essa qualidade
depende das precaucdes que forem adoptadas nas fases de colheita, pds-colheita,
transporte, armazenamento, processamento, embalamento e distribuicdo das matérias-
primas e alimentos compostos processados. Uma das partes integrantes da manutencéo da
seguranca alimentar em indlstrias de alimentos compostos para animais, é a
implementacdo de sistemas HACCP, que inclui a analise rotineira de amostras
representativas de destes alimentos (figura 1). Estas analises permitem aferir da seguranca
dos alimentos analisados, evitando as consequéncias associadas a ingestdo de produtos
toxicos, e permite, por outro lado, avaliar a evolugédo da seguranca alimentar nestas fabricas,

ao longo do tempo.

Figura 1. Alimento composto granulado para suinos (fonte: Original, 2011).

1.4 Alimentos compostos para suinos

No panorama das Indastrias de suinicultura, os custos da alimentacdo dos efectivos
pode atingir até 75% de todos os custos de uma exploragdo, constituindo assim um encargo
determinante na produtividade das explorac¢des (IACA, 2011).

A producdo nacional de alimentos compostos para animais, distribui-se de forma
desigual, com 28% da producdo destinada ao consumo por efectivos suinos. Dessa
percentagem, 18% da producéo é direcionada a suinos em fase de crescimento e engorda,
4% a suinos de iniciacéo, restando 6% de alimentos compostos para outros tipos de suinos.

A composigéo dos alimentos compostos para animais, afecta directamente o tipo de
flora microbiol6gica que os possa contaminar, contribuindo assim para a salude e bem-estar
dos animais. O quadro 1 apresenta a composicdo das amostras de alimentos compostos

para suinos em fase de engorda e em fase reprodutiva, que foram analisadas.



Composicéo
das
amostras

analisadas

Suinos em fase reprodutiva

Suinos em fase de engorda

Ingredientes

Cevada, milho, bagaco de soja
obtido por estraccdo, bagaco de
colza obtido por estraccdo, trigo,
farinha forrageira de milho, sémea
de trigo, bagaco de palmiste obtido
por pressdo, carbonato de calcio,

cloreto de sédio e fosfato dicalcico.

Milho, trigo, cevada, bagaco de soja
torrada obtido por estraccdo, sémea
de trigo, bagaco de colza obtido por
de
torrada, carbonato de calcio, fosfato

estraccdo, sementes soja
dicélcico, cloreto de soédio e 6leo de

soja

Nutrientes

Proteina Bruta (18 %), matéria gorda
bruta (2,2 %), fibra bruta (6,5 %),
lisina (0,84 %), cinza bruta (6 %),
calcio (0,85%), fosforo (0,5 %), sédio
(0,18 %), %),

vitamina E, A, D3, aminoacidos e

metionina (0,22

oligoelementos.

Proteina Bruta (17,5 %), matéria
gorda bruta (3 %), fibra bruta (5 %),
sédio (0,17 %), cinza bruta (6,3 %),
calcio (0,85%), fosforo (0,6 %), lisina
(1,01 %), %),

vitamina E, A, D3, aminoacidos e

metionina (0,28

oligoelementos.

Quadro 1. Composicao das amostras de alimentos compostos para suinos em fase reprodutiva e em fase
de engorda analisadas.

2. O REINO DOS FUNGOS

2.1 Definicdo e caracteristicas bioldgicas

O Reino Fungi constitui-se de um grupo de organismos pertencentes ao dominio
Eukaryota. Pensa-se que existam cerca de 1.5 milhdes de espécies flngicas no planeta,
apesar de a maioria ndo ter ainda sido identificada e descrita, devido a falta de estudos
micol6gicos intensivos em areas tropicais e sub-tropicais (Guarro, Gené, & Stchigel, 1999).
Estas espécies estao distribuidas nos mais diversos habitats, variando de organismos de
grandes dimensfes, como os cogumelos, a formas microscépicas, como os bolores e as
leveduras.

No século XVIIl, os fungos eram classificados de acordo com a sua morfologia e
fisiologia, mas o desenvolvimento de novas técnicas moleculares, incluindo técnicas de

andlise de ADN (4cido desoxiribonucleico), promoveram profundas alteragbes na
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classificacdo micolégica (Hibbett et al., 2007). Até aos anos 60, manteve-se a tradicional
divisdo em trés reinos: animal, vegetal e mineral, e s6 a partir dessa década, o ecologista
norte-americano Robert Handing Whittaker propés a actual divisdo em seis reinos: Monera,
Protista, Plantae, Animalia, Mineralis e Fungi. Os fungos divergiram das plantas h& cerca de
mil milhées de anos (Bruns, 2006) e foi 0 aumento do conhecimento relativo a estes seres,
gue ditaram a sua exclusdo do Reino Plantae e a sua integracdo num novo reino exclusivo,
0 Reino Fungi.

Os fungos sdo constituidos por filamentos, organizados segundo diferentes graus
de complexidade, denominados de hifas. Estas podem ser asseptadas ou septadas. Existem
também, fungos que nao exibem fase filamentosa, pelo menos em grande parte do seu ciclo
de vida, sendo por isso predominantemente unicelulares, como as leveduras. Alguns fungos
apresentam a capacidade de alternarem entre a forma filamentosa e a forma tipica de
levedura, de acordo com as condicbes ambientais, denominando-se por isso fungos
dimérficos (Karkowska-Kuleta, Rapala-Kozik, & Kozik, 2009). A hifa constitui a forma
vegetativa dos bolores, representando o seu principal elemento de crescimento (Kobayashi,
1980). O conjunto das hifas contitui o micélio, e este subdivide-se em trés tipos, de acordo
com a funcéo fisioldgica que cumpre: o micélio vegetativo é constituido pelas hifas que
penetram o substrato para absorverem nutrientes, o micélio aéreo € constituido pelas hifas
gue se projectam acima do substrato e 0 micélio reprodutivo constitui a parte especializada
na producdo de esporos. O micélio fungico € uma das estruturas mais importantes para a
correcta identificacdo do género ou espécie fungica em presenca. Podem ocorrer duas
formas de crescimento nos organismos fangicos, o crescimento apical, através do
alongamento do apéx de uma hifa, e o crescimento bidirecional, através da ramificacdo
lateral da hifa (Harris, 2008).

Os fungos sdo seres heterotréficos, utilizando diversas formas de matéria organica
como fonte de energia, dividindo-se em 3 grupos ecoldgicos: saprofitos, parasitas e
simbiontes (Peito, 1993). Possuem uma membrana nuclear bem definida, pela qual os
nutrientes passam em forma soluvel, sendo esta nutricdo do tipo osmotrdfica.

A reproducdo dos fungos pode ocorrer através de processos assexuados ou
sexuados. Os mecanismos de reproducdo assexuada incluem a esporulagdo, gemulagéo,
divisdo binéria e fragmentacéo das hifas, e sdo responsaveis pela dispersdo da maioria dos
fungos (Torrado, 2007, p.10). A esporulagdo € um processo muito relevante para a
reproducdo fungica, ja que leva a formagéo de estruturas com caracteristicas morfologicas e
biolégicas diferentes, os esporos, que permitem a sua disseminagdo. A reproducao
sexuada, ocorre quando surge uma modificacdo no ambiente do micobiota, susceptivel de

comprometer a sua sobrevivéncia. Os novos gendtipos criados estdo mais adaptados ao



novo ambiente, permitindo assim a manutencdo do fungo. Este tipo de reproducdo sé é
conhecido num grupo especifico de fungos denominados de Fungos Perfeitos, e pode
ocorrer por plasmogamia e cariogamia.

O estudo das caracteristicas do Reino fungi tem um interesse especial, pelas
vertentes que este apresenta: a vertente benéfica e a prejudicial.

A descoberta mais importante para a humanidade, em termos micoldgicos, foi feita
por Alexander Fleming em 1929. Este reconheceu a actividade antibacteriana de uma
substancia secretada pelo fungo Penicillium notatum numa placa contaminada (Bush, 2010),
permitindo o0 seu uso, mais tarde, no tratamento de doencas infecciosas de origem
bacteriana. Os fungos sao utilizados na alimentacdo, na producdo de antibidticos, como
agentes biol6gicos no controlo de ervas daninhas e pragas agricolas, assim como na
fermentacédo alimentar usada no vinho, cerveja e molho de soja, entre outros.

Os fungos sdo também essenciais como microrganismos decompositores de
matéria organica, participando na reciclagem do solo, restituindo-lhe nutrientes que as
plantas haviam anteriormente utilizado nos seus metabolismos. Sem esta reposicdo, a
sobrevivéncia do ecossistema estaria comprometida.

Apesar de ser reconhecida a extrema importancia dos fungos no ecossistema, a
verdade é que eles séo, por outro lado, responsaveis pela contaminacao e decomposicao de
matéria organica viva, alterando as suas caracteristicas fisicas, quimicas e organolépticas,
desencadeando alteracbes morfo-fisiologicas em plantas e animais. Para a sua
sobrevivéncia e proliferacdo, os fungos necessitam de absorver do substrato determinados
nutrientes. A maioria dos nutrientes ndo se encontra em formas directamente utilizaveis por
estes, pelo que os mesmos desenvolveram a capacidade de os desdobrar em elementos
mais simples. Este desdobramento é feito por diversas enzimas, e a consequéncia deletéria
destas reaccdes enziméaticas, € a alteracdo da composicdo do substrato, que origina, por
sua vez, alteracdes fisicas visiveis. Estes fungos denominam-se de fungos parasitas, e sao
responséaveis pela degradagédo de matérias-primas e de produtos transformados destinados
ao consumo (figura 2), causando um impacto negativo na economia. As colheitas de mung
bean, por exemplo, sdo afectadas por fungos patogénicos como Rhizoctonia solani,
causando o apodrecimento e dessecacédo das suas plantas (Vijayan & Kirti, 2011).

Sdo varias as matérias-primas e os alimentos que, contaminados por fungos,
adquirem caracteristicas organolépticas indesejaveis. Produtos como queijos, farinhas,
lacticinios, e muitos mais, sofrem alteracdes de coloragdo, quando contaminados com
fungos como Aspergillus candidus, Aspergillus niger ou Penicilium spp. Estes fungos
promovem o aparecimento de manchas de cor variavel, de acordo com o agente

contaminante.



A hidrolise de &cidos gordos e a formacdo de acido caproéico, &cido caprilico ou
acido caprico, ou em corpos cetonicos, confere cheiros desagradaveis aos substratos. Os
fungos envolvidos neste processo sdo Aspergillus spp., Mucorales, leveduras e Penicillium
spp. (Martins, 1987, p.70). A textura e o sabor sdo outras caracteristicas organolépticas que
podem ser alteradas em consequéncia de contaminacgéo fungica. Os géneros Aspergillus e
Penicillium sao responsaveis por sabores amargos ou desagradaveis em cereais e 0S seus
derivados (Martins, 1987, p. 70).

As contaminacdes sdo responsaveis também, pela reducdo do valor nutricional e
palatibilidade dos alimentos compostos, além de aumentarem o seu potencial alergénico
(Scudamore & Livesey, 1998). Alguns fungos s&o ainda oportunistas e altamente
patogénicos para os humanos, como por exmplo, a Candida albicans que pode causar

septicemia e mesmo morte (Zipfel, Skerka, Kupka, & Luo, 2011).

Figura 2. Milho contaminado por fungos (fonte: Phuong, 2010).

z

O efeito deletério mais relevante dos fungos, é a sua capacidade de provocar
doenca grave ou mesmo morte, em plantas e animais. O numero de infeccdes flngicas em
seres humanos tem aumentado nas duas Ultimas décadas, devido ao uso de farmacos
antibacterianos, agentes imunossupressores apoés transplante de 6rgaos, terapia contra o
cancro ou cirurgias avancadas (Karkowska-Kuleta et al., 2009). Fungos patogénicos
oportunistas podem invadir o organismo, e causar infeccbes em varios 0rgaos,
especialmente em pacientes imunodeprimidos (Latgé, 2001; Rhodes & Brakhage, 2006). A
sua capacidade de crescer a 37°C, a producdo de queratinase que permite aos fungos
dermatofilos digerir pele, cabelo e unhas e ainda o dimorfismo dos fungos que Ihes permite
passar da sua forma filamentosa para levedura no hospedeiro, torna estes organismos

potencialmente patogénicos (Cartage, 2006).

2.2 Classificagao dos fungos

Os sistemas de classificagédo disponiveis, nem sempre apresentam um esquema de
classificagdo comum, devido a morfologia muito variada dos organismos indexados no

Reino Fungi e & evolugéo no arranjo dos taxa ao longo das ultimas décadas, proporcionado
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pelo avanco das técnicas moleculares (Marques, 2007, p.15). No entanto, é importante
sistematizar e catalogar os caracteres fenotipicos que estdo na base das chaves
dicotémicas de classificacdo, para que o seu estudo e divulgacao sejam facilitados.

O sistema de classificacdo de Hawksworth et al (1995), reconhecem no Reino dos
Fungos as seguintes divisbes: Chytridiomycotina, Zygomycotina, Ascomycotina,
Basidiomycotina e Deuteromycotina (Hawksworth, Kirk, Sutton, & Pegler, 1995).

A divisdo Deuteromycotina é constituida por fungos cuja reproducéo sexuada néo é
conhecida, ou ndo estava presente aquando da sua identificacdo, sendo esta divisdo
conhecida por Fungi Imperfecti. A maioria dos géneros de fungos contaminantes da industria
alimentar, como o Fusarium spp., Aspergillus spp., Penicilium spp., Alternaria spp. e
Trichoderma spp., pertencem a esta divisdo — Ascomycetes e Basidiomycetes (Santos,
Venancio, & Lima, 1998).

2.3 Factores que influenciam o crescimento micolégico

A biodegradacéo das matérias-primas e dos transformados industriais destinados a
alimentacdo, € um processo complexo que depende de condi¢bes ecoldgicas variadas,
como a temperatura, a humidade, a tensdo de O,, a luminosidade, o pH (potencial de
hidrogénio iénico), a presenca de produtos quimicos estabilizadores e de outros factores
bidticos. A intensidade e natureza destas biodegradacdes, variam com o teor micolégico
inicial, com as espécies fungicas presentes e com a composicao do substrato. As alteracdes
induzidas pela presenca de contaminacdo fungica nos géneros alimenticios incluem
alterac@es fisicas, quimicas e organolépticas.

A curva de crescimento dos fungos é influenciada por diversos factores, como a
estirpe em presenca, a natureza do substrato e as condi¢des do meio. Os parametros que
afectam o crescimento dos fungos sdo a temperatura, o pH, a natureza do substrato, a
tensdo de O,, as radiagbes, o teor de agua activa (Aw), a osmofilia, a ac¢do dos agentes

guimicos e a competicdo microbiana.

2.3.1 Factores fisicos

O teor de agua activa presente no substrato, € um dos factores mais importantes
para o desenvolvimento flngico. Os fungos necessitam de valores de Aw mais baixos que

0S outros microrganismos, mas na presenca de valores de Aw inferiores a 0.62, o

crescimento fungico cessa (Rosset, 1986). Os esporos sdo formas de reproducéo
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assexuada, e sdo resistentes a secura durante bastante tempo, mas s6 com valores de Aw
variando entre 0.7 e 0.94, ocorre a germinacdo e o aparecimento de formas vegetativas.

A maioria dos fungos sao organismos mesdfilos, apresentando um crescimento
Optimo a temperaturas entre 0os 25 e os 30°C (Know Mycotoxins, 2008). No entanto, existem
fungos com capacidade de crescer a temperaturas entre 0os 0 e os 35°C, alguns subsistem a
temperaturas abaixo dos 0°C, como 0s pertencentes ao género Fusarium, e alguns crescem
a temperaturas acima de 35° C, como o0s pertencentes ao género Aspergillus spp. (Oliveira,
2006, p.4). Temperaturas abaixo de -18°C ou acima de 60°C, cessam todo o crescimento
fungico, apesar de alguns esporos serem capazes de sobreviver nessas condi¢des (Martins,
1987, p.18). O quadro 2 esquematiza alguns dos constituintes do Reino Fungi, agrupados

de acordo com a temperatura éptima para o seu crescimento.

e Temperatura 6ptima de
Classificacao fangica

desenvolvimento Exemplos
Cridfilos > -18°C Leveduras do grupo pink
Psicrofilos -10a+3°C Leveduras
Psicotroficos +3a+15°C Mucor spp.
_ 37°C Penicillium spp.
Mesofilos _
Aspergillum spp.
_ Aspergillus fumigatus,
Termofilos > 37°C

Humicola lanuginosa (60°C)

Quadro 2. Temperaturas de desenvolvimento éptimo de vérios fungos.

A tenséo de O, &€ um parametro essencial para a proliferacdo fangica, sendo que,
valores de anidrido carbdnico superiores a 10%, restrigem significativamente o crescimento
fungico (Torrado, 2007, p.13). Substratos armazenados com elevados teores de humidade e
baixos teores de agua activa, constituem uma atmosfera onde algumas leveduras e fungos
de armazenamento, como por exemplo o Aspergillus spp., conseguem proliferar.

Os factores fisicos incluem também a accd directa de agentes animados ou
inanimados sobre as matrizes. O dano mecanico dos grdos de matérias-primas, por
exemplo, favorece o desenvolvimento fangico, uma vez que destroi o tegumento, permitindo
o féacil acesso do fungo ao interior do gréo (Filho, 2005). A presenca de danos mecénicos e
danos fisicos na planta, devidas a actividade de insectos, passaros ou outros fungos, ou

factores climaticos, como secas ou chuvas intensas, sdo um veiculo de ataque por parte de
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fungos e outros invasores, e aumentam enormemente a susceptibilidade da planta em

gualquer estado de maturagéo.

2.3.2 Factores quimicos

Os fungos possuem um sistema tamponado no interior das hifas, que lhes permite
sobreviver com reduzida sensibilidade ao pH do meio (Torrado, 2007, p.14). Os fungos
apresentam capacidade de sobrevivéncia num intervalo de pH que varia entre 2,5 e 9,5,
mas 0 seu crescimento 6ptimo da-se num intervalo de pH entre 5-6 (Universidade Federal
do Parana [UFPR], 2008, p.29).

A natureza do substrato em que os fungos se desenvolvem, varia consoante as
necessidades nutritivas de cada espécie. Algumas sobrevivem em substratos muito pobres,
como os fungos limosos, enquanto outros necessitam de substratos complexos para o seu
desenvolvimento, como o0s dermatdfitos. Os minerais mais importantes para o
desenvolvimento flngico, de um modo geral, sdo o zinco, o ferro e o cobre, sendo que as
concentracdes Optimas destes minerais para o crescimento fangico podem ser determinadas
laboratorialmente (Gouveia, 2004).

A capacidade que alguns fungos possuem de se multiplicarem em substratos ricos
em aculcares ou sais (UFPR, 2008, p.29), é de grande importancia, nomeadamente no

controlo de qualidade dos alimentos.

2.3.3 Factores bioldgicos

Os factores bhioldgicos incluem a actividade de insectos, roedores, acaros e mesmo
mamiferos superiores, na disseminacdo de espécies micobiotas, principalmente em
empresas ou exploragdes em que os cuidados de higiene ndo se apresentem correctamente
implementados.

A competicdo microbiana, principalmente a que ocorre entre bactérias e fungos,
representa um factor biol6gico limitante do crescimento flngico. As bactérias séo, sob
condi¢cbes ambientais adequadas, as primeiras a multiplicarem-se em diferentes substratos.
Porém, quando as condigbes ambientais ndo favorecem o crescimento bacteriano, sdo os
bolores e as leveduras que aproveitam a desvantagem em que 0s seus competidores se
encontram, para proliferarem. Além disso, alguns fungos produzem metabolitos secundarios

gue tém accdao inibitéria do crescimento bacteriano (Molard, 1986).
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24 Origem das diferentes contaminacfes fungicas dos alimentos
compostos

A contaminacao fungica final de um determinado produto € cumulativa, sendo o
resultado de trés tipos de flora fungica:

Flora de campo: Este tipo de flora fungica inclui micobiotas como o Fusarium spp.,
Saccharomyces spp., Alternaria spp., e Clamidosporium spp. S&o responsaveis pela
contaminacdo de matérias-primas antes da colheita, em condicbes de teores de agua
relativos superiores a 0.95, e geralmente terminam o seu desenvolvimento apés a colheita.
No entanto, se as condi¢cdes de armazenamento oferecerem niveis de Aw adequados, o seu
desenvolvimento pode prosseguir (Torrado, 2007, p.16).

Flora intermediaria: Os géneros Fusarium, Aspergillus e Penicillilum sao
representantes deste tipo de flora. Estes géneros de fungos desenvolvem-se no periodo
pos-colheita, quando as condicGes de transporte e armazenamento ndo sao adequadas as
regras de qualidade e seguranca alimentar, favorecendo o seu desenvolvimento.

Flora de armazenamento: Os géneros Mucor, Rhizopus, Absidia, Aspergillus,
Candida e Trichoderma desenvolvem-se em condicbes de armazenamento com
temperaturas médias e Aw compreendido entre 0.61 e 0.75. Os bolores pertencentes a esta
categoria de flora, sdo os principais responsaveis pela deterioracdo de cereais e outras
matérias-primas (Torrado, 2007, p.16).

O aparecimento das espécies fangicas como contaminantes de alimentos
compostos, depende muito das condi¢des oferecidas para o seu desenvolvimento. As floras
intermédia e de armazenamento sS40 as mais preocupantes, uma vez que alteram as
propriedades fisicas e quimicas dos alimentos, incluindo altera¢cbes nas caracteristicas
sensoriais e organolépticas, e perda de nutrientes, podendo eventualmente dar-se a
producdo de micotoxinas. As espécies xerofilas sdo geralmente as primeiras a proliferar em
alimentos armazenados. O seu desenvolvimento, aumenta posteriormente os niveis de
humidade e temperatura no substrato, permitindo assim a colonizacdo de espécies mais

exigentes ecologicamente (Torrado, 2007, p.17).

25 Importancia da analise micolégica

A analise micol6gica constitui uma parte importante para o controlo da qualidade
final do produto. A qualidade é avaliada de acordo com varios factores, sendo que a carga

micolégica de um produto pode afectar as suas caracteristicas organolépticas e a
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nutritividade do produto final. Caracteristicas organolépticas desagradaveis sé&o
responsaveis por recusa de alimentos, e por perda de nutrientes nos produtos
transformados. Estas perdas originam prejuizos econémicos muito significativos para os
produtores de suinos e para as industrias de alimentos compostos.

Apesar de ndo estarem definidos limites maximos recomendados de contaminacéo
fungica em matérias-primas e alimentos compostos, existe um concenso respeitante aos
critérios de qualidade nesses substratos (Laffond-Grellety, 1972), e sao apresentados no
guadro 3. Estes critérios tém por base dados estatisticos obtidos através de estudos

realizados em varias espécies animais, assim como a observacado de dados analiticos.

Classificagdo dos alimentos compostos Valores de referéncia(*)
Ma >8.0x10° — 10°
Mediocre >4.0x10* — 8.0x10°
Razoavel >4.0x10° — 4.0x10"
Boa <1.0x10° — 4.0x10°

Quadro 3. Valores de referéncia para classificacdo de amostras de alimentos compostos, de acordo com
os teores micoldgicos totais encontrados (fonte: Valores de referéncia adaptados de Laffond-Grellety,
1972); (*) UFC/g.

De acordo com os critérios usados por Laffond-Grellety (1972), o limite maximo de
contaminacao fangica admitida para alimentos compostos para animais é de 5x10* UFC/g,
ja que a maioria das amostras apresentam uma flora flngica diversificada, com
predominancia de um ou dois grupos de bolores e grande percentagem de leveduras. Com
teores de contaminacdo fangica acima de 10"° UFC/g, os alimentos apresentam
caracteristicas organolépticas anormais, como cheiro a bafio.

A analise dos teores micoldgicos de uma amostra pode ser complexa, ja que pode
evidenciar uma carga micolégica baixa, mas ser constituida por uma cultura quase pura de
uma espécie potencialmente téxica. Por outro lado, as amostras podem apresentar valores
micol6gicos mais elevados, mas ter uma cultura diversificada.

Em Portugal, os niveis de contaminacao fungica dos alimentos foram analisados ao
longo dos anos, como forma de monitoriza¢do da sua qualidade.

Em 1987, Martins analisou 404 amostras de ra¢des para suinos, e encontrou teores
micolégicos médios (TMM) de 1.4x10° UFC/g. A autora encontrou 83% de amostras
contaminadas com Mucorales, com 13% dessas amostras a registar valores acima de 5x10°
UFC/g. O género Penicillium foi encontrado em 80% das amostras e o género Fusarium em

74%, sendo que a maioria das amostras apresentava valores bastante elevados de
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contaminacao. Estes resultados revelam ra¢gdes contaminadas com niveis médios acima dos
valores de referéncia recomendaveis, e por isso de qualidade questionavel (Martins, 1987,
p.145-152).

Num estudo realizado em Portugal em 2001, verificou-se a contaminacao de racdes
para suinos em 18.9% das 106 amostras analisadas, com teores médios de bolores de 4.9
logi;0UFCl/g, tendo sido os géneros predominantes o Aspergillus spp. (70%), Mucor spp.
(58%), Penicillium spp. (54%) e Fusarium spp. (24%) (Martins & Martins, 2001).

Um estudo efectuado por Martins no intervalo de 1999 e 2002, no qual 74 amostras
de alimentos compostos para suinos foram analisadas, revelaram que os fungos mais
comuns foram leveduras, Aspergillus spp., Penicillium spp. e A. flavus, com médias de
3.2l0g10, 2.9l0g10, 2.6l0g10 € 2.2l0g10 UFC/g respectivamente (Martins, 2003).

Num estudo efectuado em 2007, foram analisadas 75 amostras de alimentos
compostos para suinos, das quais 73 (97.3%) se encontravam contaminadas por fungos. Os
TMM encontrados foram de 3.7log;o UFC/g. Os bolores que apresentaram uma frequéncia
mais elevada foram os géneros Aspergillus (84.9%) (TMM = 6.6log;o UFC/g), Penicillium
(74%) (TMM = 3log;o UFC/g), Clamidosporum, Mucor (71.2%) (TMM = 2.3log;o UFC/g) e
Fusarium (61.6%) (TMM = 3.2log:o UFC/g) (Torrado, 2007, p.31).

Num outro estudo efectuado em 2007, 75 amostras do mesmo substrato foram
analisadas, e registaram-se 97.3% de amostras contaminadas com fungos (Almeida,
Marques, Torrado, & Martins, 2007). A média encontrada de contaminacao fungica foi de
2.8log;0 UFC/g. Fusarium spp., Aspergillus flavus e Penicillium spp. foram os fungos mais

comuns.

2.6 Principais fungos contaminantes de alimentos compostos para animais

A biodegradacdo de matérias-primas e de alimentos compostos, é um dos
principais efeitos deletérios associados a contaminagdo fangica, e o conhecimento das
caracteristicas morfolégicas e fisiolégicas de certas espécies flngicas, permite o
desenvolvimento de medidas preventivas contra o seu desenvolvimento em diferentes
substratos. O resume que se segue, foi elaborado no sentido de referir as caracteristicas
associadas a cada uma das principais espécies contaminantes de matérias-primas e
alimentos compostos. E importante referir que as caracteristicas das colénias de fungos
variam de acordo com o substrato em que se desenvolvem. As caracteristicas
macroscopicas referidas no texto abaixo (aspecto, textura, forma, pigmentagéo da superficie

anversa e reversa, velocidade de crescimento), ocorrem em meio de cultura Rosa Bengala,
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apesar de algumas das fotos se referirem por vezes a culturas em meio de Sabourard, uma

vez que as fotografias ficaram mais explicitas neste meio.

Aspergillus spp.

Os bolores deste género podem ser encontrados no solo, em produtos alimentares,
em poeiras, produtos de forragem e matérias em decomposicao (Gugnani, 2003), sendo
apontados frequentemente como 0s contaminantes mais comuns de matérias-primas e
alimentos compostos. Algumas espécies de Aspergillus, como o Aspergillus fumigatus, séo
responsaveis pela doenca pulmonar invasiva, infeccdes disseminadas e infec¢gdes no
sistema nervoso central em pacientes imunodeprimidos (Latgé, 2001; Rhodes & Brakhage,
2006).

A maioria das espécies sdo saproéfitas e pouco patogénicas para as plantas
(Gugnani, 2003), mas as espécies A. parasiticus e A. flavus destacam-se pela sua
capacidade de produzir aflatoxinas em certas colheitas. As aflatoxinas produzem doenca e
morte em animais e humanos (Gugnani, 2003; Vesonder, Haliburton, Stubblefield, Gilmore,
& Peterson, 1991), tendo propriedades hepatotéxicas, teratogénicas, mutagénicas e
carcinogénicas (Council for Agricultural Science and Technology [CAST], 1979; Payne,
1992). Estes metabolitos secundéarios estdo implicados em carcinomas hepatocelulares
primarios em humanos, provocando morte a nivel mundial (International Agency for
Research on Cancer [IARC], 1984; Li, Yoshizawa, Kawamura, Luo, & Li, 2001), podendo
também ser metabolizados e aparecer em excrecdes de origem animal, como urina, fezes e
leite (Peraica, Radic¢, Luci¢, & Pavlovi¢, 1999; Prandini et al.,, 2009). As aflatoxinas foram
encontradas como contaminantes de leite em paises como Italia, Espanha e Portugal
(Montagna, Napoli, Giglio, Latta, & Barbuti, 2008; Cano-Sancho, Marin, Ramos, Peris-
Vicente, & Sanchis, 2010; Martins, Guerra, & Bernardo, 2007).

Aspergillus niger

Esta espécie foi isolada em matérias-primas e alimentos compostos para suinos
(Pereyra, Cavaglieri, Chiacchiera, & Dalcero, 2010; Torrado, 2007, p.31), encontrando-se
disseminada no ar e em vegetais em decomposicdo. S&0 responsaveis por doengas
invasivas em humanos (Saubolle, 2000; Wiederhold, Lewis, & Kontoyiannis, 2003), e ja
foram isolados em lesdes nodulares de pulmdes de mamiferos (touro, veado, vitelo)
(Ainsworth & Austwick, 1973, p.9; Okoye, Gugnani, & Okeke, 1990). Sob condicdes

ambientais apropriadas, apresentam capacidade de produzir ocratoxina A, conhecida pelo
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seu potente efeito nefrotdxico, hepatotoxico, teratogénico, carcinogénico e imunossupressor
em mamiferos (World Health Organization [WHO], 2002). Relativamente ao seu aspecto
macroscopico, os fungos pertencentes a esta espécie sao também conhecidos como fungos
negros, devido a coloragdo negra que as suas colénias adquirem a superficie. Esta
coloracao pertence aos conideos, que dao a colénia um aspecto granuloso.

Aspergillus flavus

E considerada a espécie mais comum incluida no género Aspergillus, e é
contaminante habitual de matérias-primas e alimentos compostos para animais. Coloniza
matéria organica em decomposicdo e foi encontrada em alimentos compostos para suinos
em Portugal (Torrado, 2007, p.31). Produz um metabolito secundario, a aflatoxina, que
apresenta elevada toxicidade e carcinogenicidade (Prado et al., 2011). As suas colénias tém
uma textura rugosa, com um pigmento de superficie que varia de amarelo intenso a amarelo

esverdeado (figura 3).

Figura 3. Coldnia de Aspergillus flavus em meio Sabourard (ao centro), envolvida por colénias de
Fusarium spp. (fonte: Original, 2011).

Aspergillus glaucus

O Aspergillus glaucus é uma das espécies mais comuns na natureza, € é um
contaminante frequente de alimentos. Apresentam capacidade de multiplicagdo em
condi¢cdes de privacdo de dgua, capacidade de produzir metabolitos secundarios, tais como
a micotoxina fiscion, e antibiéticos, como a emodina e a rubrocristina (Martins, 1994, p.163-
190). As suas colbnias apresentam caracteristicamente uma dimensdo reduzida, com

coloracdo amarela e o rebordo da colénia esbranquicado.
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Aspergillus terreus

Esta espécie foi isolada em concentrados destinados a alimentacdo de aves na
Venezuela (Figueroa, Centeno, Calvo, Rengel, & Adelantado, 2009) e em milho analisado
em Portugal, destinado ao fabrico de alimentos compostos para suinos (Torrado, 2007,
p.31). Este fungo apresenta capacidade de producdo da micotoxina patulina. A patulina tem
propriedades antibiéticas (Bennett & Klich, 2003), mas apresenta toxicidade para plantas e
animais, incluindo genotoxicidade (zZhou, Jiang, Geng, Cao, & Zhong, 2010),
imunosupressao e carcinogenicidade (Kawashima, 2004, p.110), além de originar doenca

respiratoria em animais e humanos. O pigmento superficial varia de cor de canela a marrom.

Aspergillus candidus

Esta espécie é também produtora da micotoxina patulina, e é frequentemente
encontrada em alimentos compostos para animais (Torrado, 2007, p.31). As col6nias
apresentam coloracdo branco puro e uma textura algodonosa/aveludada inicialmente, que

se torna granulosa devido a esporulacdo acentuada.

Fusarium spp.

O género Fusarium € frequentemente isolado de grdos de cereais (Luca, 2007), e
foi isolado em alimentos compostos para suinos em Portugal (Torrado, 2007, p.31). Além
dos danos fisicos incutidos as matérias-primas e racdes, este género afecta a saude de
plantas e animais (Pitt, 2000). Produz micotoxinas como as fumonisinas, os tricotecenos,
nivalenol e ZEA (Luca, 2007). As fumonisinas sdo citotoxicas para varias linhagens de
células em mamiferos (Abbas, Shier, Seo, Lee, & Musser, 1998; Sewram et al., 2005),
provocam leucoencefalomalacia equina e edema pulmonar em suinos (Caloni & Cortinovis,

2010; Harrison, Colvin, Greene, Newman, & Cole, 1990).

Figura 4. Colonias de Fusarium spp. (fonte: Original, 2010).
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Foi demonstrado também, o seu poder no aumento dos niveis de proteinas de stress do
tracto gastro-intestinal (Lallés, Lessard, Oswald, & David, 2010). A ZEA induz alterac¢es
no tracto reprodutivo de suinos e o DON induz emese e recusa alimentar (Sobrova et al.,
2010). As suas colbnias apresentam aspecto algodonoso, com pigmentacao branca, rosa ou
cinza (figura 4).

Penicillium spp.

Os fungos incluidos neste género, representam os segundos mais frequentes em
alimentos e sdo denominados de bolores verdes ou azuis. As suas exigéncias nutricionais
sdo reduzidas, jA que sobrevivem apenas com uma fonte de sais minerias e outra de
carbono. Eles dominam a micoflora produtora de toxinas em climas temperados,
principalmente em cereais e derivados de carne (Luca, 2007). Analises de alimentos
compostos para suinos em Portugal, revelaram contaminacdo com esta espécie (Torrado,
2007, p.31). Produzem metabolitos secundérios, entre eles a penicilina (utilizada como
antibiodtico), a ocratoxina, a patulina e a citrina. A ocratoxina foi encontrada em varias
matérias-primas e alimentos, em todo o mundo (Jgrgensen, 2005), sendo tdxica e
carcinogénica para os rins (O'Brien & Dietrich, 2004), além de induzir danos hepaticos,
guando em elevadas concentracdes (Richard, 2007). As colbénias deste género apresentam
pigmentacdo verde-azulada, com a periferia branca e o reverso branco. Tem um aspecto

Unico, devido a sua textura aveludada (figura 5).

Figura 5. Colonias de Penicillium spp. em meio Sabourard (fonte: Original, 2011).

Mucor spp.

O género Mucor origina a contaminagdo de colheitas, tanto no campo como no
periodo pés-colheita, principalmente em colheitas danificadas mecanicamente, sendo
contaminantes comuns de alimentos compostos para suinos (Torrado, 2007, p.22). S&o

responséaveis por doenga em humanos imunodeprimidos ou com traumas (Luca, 2007). As
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colénias deste género sdo densas, de rapido e abundante crescimento, apresentando um
micélio aéreo muito desenvolvido. As coldnias apresentam cor cinza de intensidade variavel,

de acordo com a espécie presente (figura 6).

Figura 6. Col6nias de Fusarium spp. e Mucor spp. (fonte: Original, 2011).

Alternaria spp.

As espécies pertencentes a este género sdo importantes patdégenos vegetais,
sendo que pelo menos cerca de 20% da deterioracdo de produtos agricolas € causada pelas
mesmas. Existem cerca de 299 espécies pertencentes a este género (Kirk, Cannon, Minter,
& Stalpers, 2008), sendo que algumas apresentam a capacidade de produzir compostos
téxicos, que incluem micotoxinas citotdéxicas, como o alternariol e o metil ester de alternariol
(Ansari & Shrivastava, 1990). A contaminacdo de alimentos com esta espécie reduz a
gualidade, viabilidade e o valor econémico e nutricional das colheitas (Rodriguez-Herrera,

Waniska, & Rooney, 1999). A superficie das suas colénias € rugosa e os bordos sado

irregulares, possuindo cor cinza intenso na fase anversa e cor negra na face reversa.

3. METABOLITOS SECUNDARIOS DOS FUNGOS: AS MICOTOXINAS

3.1 Caracterizacdo das micotoxinas

As micotoxinas sdo metabolitos secundarios produzidos por fungos filamentosos
toxigénicos (quadro 4), com a interferéncia de reac¢gbes mediadas por enzimas. Sao
moléculas de peso molecular reduzido e sao especificas, geneticamente, de um grupo de
espécies dentro de cada género. A sua producdo por parte dos fungos é controlada por
diversos factores ambientais, como o0s nutrientes disponiveis, a temperatura, a

luminosidade, o pH e a actividade de 4gua (Georgianna & Payne, 2009). As micotoxinas
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podem formar-se no final da fase exponencial ou no inicio da fase estacionaria do

crescimento do bolor (Gimeno, 2010).

Micotoxina Espécies produtoras

Aflatoxinas Aspergillus flavus; A. parasiticus

Aspergillus ochraceus; A. alliaceus; A.
Ocratoxina A niger; A. carbonarius, Penicillium

verrucosum; P. nordicum

Tricotecenos Fusarium spp.

Zearalenona F. graminearum e outras Fusarium spp.

F. moniliforme (=F. verticillioides);

Fumonisinas _
F. proliferatum

Quadro 4. Principais espécies fungicas responsaveis pela producdo de micotoxinas (fonte: adaptado de
Marques, 2007).

As micotoxinas, quando ingeridas, sdo metabolizadas pelo figado e seguidamente,
exercem efeitos deletérios em varios O0rgdos e sistemas do organismo, demonstrando
propriedades toxicas para animais e humanos (CAST, 2003). Os efeitos toxicos induzidos
pelas micotoxinas, denominam-se de micotoxicoses, e 0s animais podem ser expostos por
via dietética, dermal ou respiratdria, entre outras (Bennett & Klich, 2003). A susceptibilidade
dos animais a contaminacdo dos seus alimentos por micotoxinas, depende de varios
factores, entre eles factores genéticos, factores fisiologicos e factores ambientais. As
micotoxicoses podem ser agudas ou cronicas, sendo que a gravidade depende da
concentracdo de micotoxinas ingerida, a duracdo da exposi¢cdo, a sensibilidade do
organismo, assim como caracteristicas especificas da espécie e raca afectada.

Existem 3 formas gerais de caracterizar o efeito das micotoxicoses em animais:
micotoxicoses agudas, micotoxicoses crdnicas e doencas secundarias as micotoxinas (Pier,
Richard, & Cyzewski, 1980). A caracterizacéo destas 3 formas de micotoxicoses encontra-se
esquematizada no quadro 5.

Os efeitos desencadeados na saude de animais e seres humanos sdo muito
variados, uma vez que podem afectar varios 6rgaos e sistemas, tais como o figado, os rins,
0 sistema nervoso, 0 sistema enddécrino e o sistema imunitario. Muitas micotoxinas tém
propriedades carcinogénicas, teratogénicas, mutagénicos e hormonais (Torrado, 2007,

p.23).
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_ o Dose necessaria
Tipo de . Sinais Clinicos
_ _ Caracteristicas para provocar
micotoxicose (exemplos)

micotoxicose

Sinais marcados de

doenca ou morte, sinais

o o Estrogenismo (ZEA) Dose alta ou
Primaria clinicos dependem da )
. Enterite e emese (DON) moderada
natureza e concentragao
da micotoxina
Reducao de
Falta de alteracdes produtividade, ritmo de
- macroscopicas nos crescimento, eficiéncia Dose moderada a
Secundéaria o _ _
animais afectados, que reprodutiva, valor de baixa
dificulta o diagnéstico mercado e indice de
conversao
. Perdas economicas
Imunodepressao; o
Doencas . ] Vacinacoes ineficazes
. Reducao da capacidade o _ )
secundarias a Aumento da incidéncia  Dose muito baixa
_ _ de combate a doencas _ _
micotoxicoses ) _ de doencas infecciosas
infecciosas.

Quadro 5. Caracterizagdo das micotoxicoses primaria e secundaria, e de doengas secundarias as
micotoxinas (fonte: Adaptado de Pier et al., 1980).

As doses de micotoxinas que sdo insuficientes para causar quadros agudos de
doenca, culminam frequentemente no aparecimento de imunodepressao, que pré-dispde os
animais a infeccdes sub-clinicas, falta de efectividade das vacinagbes e queda dos seus
indices produtivos. Estes efeitos deletérios sdo responsaveis por perdas econémicas muito
significativas na inddstria suinicultora.

3.2 Perspectiva histdrica
O primeiro caso conhecido na histéria relativo a ocorréncia de micotoxicoses,
ocorreu na idade média. Nessa época, na Europa, surgiu uma doencga caracterizada por
sinais clinicos como alucinacdes, ardéncia e necrose dos membros anteriores e posteriores
em humanos, que foi associada a bruxaria. Hoje sabe-se que esta doenca foi provocada

pela ingestao de ergolina e ergotamina em cereais contaminados por Claviceps purpurea.
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O conceito de metabolismo secundario dos fungos ganhou relevéncia no inicio do
século XX. Foi em 1929, que Alexander Fleming descobriu as propriedades bactericida e
bacteriolitica da penicilina, um metabolito secundario produzido por uma espécie de
Penicillium. Desde entéo, a penicilina é utilizada no tratamento de infec¢bes bacterianas, até
aos dias de hoje. S6 30 anos depois de divulgadas as propriedades da penicilina, foram
descobertos novos metabolitos secundarios produzidos por fungos.

Em 1961, uma doenca denominada de “doenga X” dos perus, dizimou milhares de
aves em exploragfes inglesas, tendo sido associada a contaminagédo dos seus alimentos
com aflatoxinas (Bennett & Klich, 2003). O impacto econdmico desta catastrofe, impulsionou
o estudo destes metabolitos, tendo sido a partir dai que surgiu o termo Micotoxicologia.

A ATA (Aleucémia Toxica Alimentar), foi uma micotoxicose que ocorreu na Russia
no inicio do século XX (Kuhn & Ghannoum, 2003), sendo considerada uma doenca
secundaria a uma micotoxicose. Esta doenca ocorreu devido a ingestdo de cereais
contaminados com tricotecenos, produzidos pela espécie fungica Fusarium sporotrichioides.
A ATA foi responsavel por uma elevada taxa de mortalidade, principalmente devido ao
desenvolvimento de infeccbes bacterianas oportunistas em fases mais avancadas da
micotoxicose (Butler, 1975; Ciegler, Burmeister, Vesonder, & Hesseltine, 1981; Schiefer,
1986).

3.3 Principais micotoxinas contaminantes de alimentos

Segundo CAST (2003), colheitas de todos os tipos sédo frequentemente
contaminadas com micotoxinas. A mesma fonte estimou que 25 % da alimentacdo mundial
esteja contaminada com estes metabolitos secundarios (CAST, 2003).

Apesar da elevada quantidade de micotoxinas catalogadas, apenas algumas sao
encontradas frequentemente como contaminantes de alimentos. Entre a grande variedade
de micotoxinas conhecidas, existem cinco que se encontram com maior frequéncia em
alimentos: deoxinivalenol/nivalenol, zearalenona, fumonisinas, ocratoxina e aflatoxinas
(Torrado, 2007, p.23).

Estas micotoxinas foram encontradas em anos anteriores em Portugal, em
alimentos compostos para suinos (Martins, Guerra, & Bernardo, 2006; Martins, Marques,
Almeida, Guerra, & Bernardo, 2008).

A ocratoxina é responsavel por uma doenca denominada de nefropatia micotoxica
porcina (Golinski, Chelkowski, Grabarkiewicz-Szczesna, & Szebiotko, 1983), além de causar

efeito imunossupressor, aumentando a susceptibilidade dos animais a infec¢des subclinicas
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(Veldman, Borggreve, Mulders, & Van De Lagemaat, 1992). Esta micotoxina € um dos
metabolitos secundarios conhecidos mais toxicos (Jaki¢-Dimi¢, Nesi¢, & Petrovi¢, 2009).
Outra micotoxina também bastante comum, a fumonisina B1, foi identificada como
causa de edema pulmonar e sindrome hepatico em suinos (Scott, 1993). O DON afecta a
ingestdo de alimentos, o peso corporal e tem actividade imunossupressora (Pestka & Bondy,
1990). A ZEA, por sua vez, tem propriedades estrogénicas (Gouveia, Guerra, Martins, &
Bernardo, 2005), induzindo problemas graves no tracto reproductivo dos suinos. As
aflatoxinas séo produzidas por algumas estirpes de Aspergillus flavus e Aspergillus
parasiticus, apresentam propriedades carcinogénicas para 0s animais e humanos, e

interferem no funcionamento do sistema imunitario.

3.4 A probleméatica das micotoxinas

As micotoxinas representam um problema econémico a nivel mundial, devido a sua
elevada resisténcia em matérias-primas e em alimentos compostos para animais e
humanos, e a dificuldade no seu controlo e eliminacdo. As micotoxinas apresentam, no
geral, uma grande estabilidade quimica, o que permite a sua persisténcia no alimento,
mesmo apdés a remocdo dos fungos pelos processos usuais de industrializacdo e
embalagem (Oliveira, 2006, p.1). As micotoxinas sdo bastante resistentes a tratamentos
térmicos utilizados no processamento alimentar, como sdo a cozedura ou congelacdo
(Marques, 2007, p.18), e a sua eliminacdo dos produtos finais é inviavel. Praticamente todo
o tipo de alimentos s@o susceptiveis de serem contaminados durante 0s processos de
producao, processamento, transporte ou armazenagem (Santin, 2005).

As colheitas podem estar contaminadas com varias micotoxinas, uma vez que a
maioria dos fungos tém a capacidade de produzir mais que uma micotoxina (Melo dos
Santos, Dorner, & Carreira, 2002), além da mistura de metabolitos que ocorre, qguando se
combinam diferentes matérias-primas para a formulacdo de alimentos compostos, 0 que
torna a avaliagdo da exposi¢do a micotoxinas ainda mais complexa (Mirocha & Christensen,
1974). A co-ocorréncia de micotoxinas pode ter um efeito sinérgico, antagonista ou aditivo. A
interacdo aditiva ocorre quando diferentes micotoxinas se unem para produzir um efeito e
exacerba-lo, os compostos atuam no mesmo local e com 0 mesmo mecanismo de agéo
(Coppock & Christian, 2007). A possibilidade de co-ocorréncia de micotoxinas em alimentos
suscita preocupagdes acrescidas, uma vez que € ainda muito limitado o estudo dos efeitos
das interacgfes entre estes compostos. Por outro lado, a legislagdo a nivel Europeu apenas
divulga valores maximos recomendados, tendo em conta as micotoxinas como presenca

Unica nos alimentos. Num artigo elaborado em 2010 na Bélgica, relata-se que 75% das
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amostras de alimentos compostos para suinos, trigo e milho estavam contaminadas com
mais de uma micotoxina (Monbaliu et al., 2010). Geralmente, os alimentos compostos para
animais encontram-se contaminados tanto com ZEA como com DON, e 0s mecanismos
toxicos destas micotoxinas em conjunto sdo pouco conhecidos. Sabe-se que ambas inibem
a maturacao nuclear dos odcitos (Alm, Greising, Brussow, Torner, & Tiemann, 2002). Um
estudo recente demonstrou que as micotoxinas ZEA e DON reduzem a fertilidade em
suinos, alterando a formacédo do fuso durante a meiose do odécito. As malformacdes do fuso
induzidas pela micotoxina nos od6citos podem resultar em embrides aneuploides
(Malekinejad et al., 2007). O mesmo estudo concluiu que as duas micotoxinas parecem ter
um efeito aditivo, no que diz respeito a sua toxicidade.

Dietas contendo aflatoxinas (AFs) e DON em concentra¢cfes mais elevadas do que
60 e 300ug/kg, respectivamente, reduzem o crescimento e a ingestdo de alimento, enquanto
dietas contendo 120ug de AF/kg e 600ug de DON/Kkg, resultam em alteragbes no sistema
imunoldgico, inflamacédo sistémica, dano hepatico parcial, causando também reducédo do
crescimento (Chaytor et al., 2011).

Um dos perigos mais relevantes associado as micotoxinas, é o da permanéncia dos
seus residuos em tecidos e produtos de origem animal, como por exemplo, a presenca de
aflatoxina M1 no leite de bovinos que ingeriram racdo contaminada com aflatoxina B1
(Sugiyama, Hiraoka, & Sugita-Konishi, 2008). A transferéncia de ZEA e DON para os tecidos
animais € muito limitada, pelo que os alimentos de origem animal apenas contribuem
marginalmente para a exposicdo de seres humanos a estas micotoxinas (Unido Europeia,
Recomendacado (CE) N° 576/2006 (ANEXO A)).

O diagnostico das micotoxicoses € dificil para os veterinarios, porque existem varios
graus de micotoxicose, varias interac¢des entre as diferentes micotoxinas, e cada animal
tem condi¢Bes fisioldégicas, nutricionais e genéticas que vao influenciar os sinais clinicos
apresentados, pelo que as micotoxicoses sado frequentemente sub-diagnosticadas, apesar
de a sua importancia ser cada vez mais clara. Por este motivo, é dificil estabelecer niveis
seguros de micotoxinas na alimentagdo de animais de producdo, ja que sdo tantos 0s
factores que podem influenciar a resposta dos animais a presen¢a da micotoxina na sua
dieta.

Por fim, ao serem encontrados niveis ndo aceitaveis de micotoxinas em matérias-
primas ou em ragBes para suinos, estas devem ser destruidas, uma vez que ainda nao
possuimos tecnologia que permita a eliminagdo das micotoxinas dos alimentos sem o0s

destruir.
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Por todos os motivos apresentados, parece indiscutivel o problema complexo que a
contaminacdo por fungos e micotoxinas apresenta para o sector de produgdo animal, e

consequentemente, para economia nacional.

No inicio do estudo, definiu-se que as micotoxinas ZEA e DON seriam analisadas,
pelos motivos atras referidos, pelo que de seguida vao ser caracterizadas, para melhor

entendimento da sua importancia na salde e bem-estar dos suinos.

3.5 Zearalenona

A ZEA é produzida por varias espécies de Fusarium, sendo o F. graminearum o
mais frequentemente associado & sua producdo. E uma micotoxina estrogénica n&o
esteréide, quimicamente descrita como uma lactona do acido fendlico resorcilico (Vekiru et
al., 2010).

O Fusarium graminearum foi isolado pela primeira vez no solo de Buckinghamshire,
em Inglaterra (Dixon, 1998). A histéria do estrogenismo e as observagfes que levaram a
descoberta da micotoxina foram descritas por Mirocha, Christensen, & Nelson (1971). Stob,
Baldwin, Tuite, Andrews, & Gillette (1962), isolaram uma substancia activa de culturas de
Gibberella zeae, que se sabia provocar uma sindrome estrogénica, quando administrado a

ratos. A sua estrutura foi determinada por Urry, Wehrmeister, Hodge, & Hidy (1966).

3.5.1 Biossintese e propriedades fisico-quimicas

A ZEA é um poliquétido sintetizado por condensacdo da cabeca-cauda de 9
unidades de acetato, via acetato-malonil-coA. A ZEA é estavel e ndo se degrada a altas
temperaturas, sendo das micotoxinas melhor estudadas. A férmula empirica desta
micotoxina € CigH,,Os5 , correspondendo ao 6-(10-hidroxi-6-oxo-trans-1-undecenil)-B- acido
resorcilico lactona, cujo peso molecular é 318,147. A representacdo da sua estrutura
encontra-se na figura 7. A ZEA é uma substancia branca e cristalizavel; solivel em metanol,
éter dietilico, benzeno, acetonitrilo, acetato de etilo e alcoois, sendo insolivel em agua; O seu
ponto de fusdo é de 165° C; sob luz UV a 366 nm emite uma fluorescéncia azul (Marques,
2007, p.26).

Bolores do género Fusarium, produzem a ZEA em diversas matérias-primas,
durante periodos prolongados de frio, elevada humidade, e em épocas de colheita
(Zinedine, Soriano, Molt6, & Mafies, 2007). As enzimas responsaveis pela biossintese de

ZEA, sédo aparentemente induzidas por baixas temperaturas, entre os 12 e os 14°C,
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seguidas de uma producdo Optima a temperaturas mais altas, de 27°C (Mirocha et al.,
1971).

@)

Figura 7. Representagéo da estrutura quimica da zearalenona (fonte: European Mycotoxin Awareness
Network, 2011).

3.5.2 Actividade bioldgica nos animais

A competicdo da ZEA e dos seus metabolitos com o 173-estradiol, por receptores
estrogénicos celulares, explica os efeitos anabdlicos e estrogénicos observados em diversas
espécies (Diekman & Green, 1992). A ZEA apresenta maior potencial estrogénico quando
comparada com o 17-estradiol, devido ao seu modo de acc¢éo e ao tempo de permanéncia
no nucleo das células (Gaumy, Bailly, Burgat, & Guerre, 2001).

As espécies animais apresentam diferentes susceptibilidades a ZEA, de acordo
com diferencas no seu metabolismo hepatico e extra-hepéatico, que é catalizado por
hidrogenases hidroxisteréides (Malekinejad, Maas-Bakker, & Fink-Gremmels, 2005).

Duas vias de biotransformacdo foram sugeridas, em animais: hidroxilacao
resultante na formacgdo de a-ZEA (a-zearalenol) e B-ZEA (B-zearalenol), que se assume ser
catalizada pelas 3a- e 3p-hidroxiesteroide desidrogenases (HSDs) ou conjugacéo da ZEA e
dos seus metabolitos reduzidos com o acido glucorénico, catalizado pela uridina difosfato
glucuronil transferase (UDPGT) (Zinedine, Soriano, Moltd, & Mafies, 2006).

A sua metabolizagdo no figado origina 2 metabolitos, o a-zearalenol e o B-
zearalenol (figura 8), tendo o a-zearalenol uma actividade muito mais potente que a ZEA ou
0 [-zearalenol (Malekinejad, Maas-Bakker, & Fink-Gremmels, 2005). A producéo
predominante de a-zearalenol em suinos, associada a maior afinidade desse metabolito
pelos receptores estrogénicos, justifica a alta sensibilidade da espécie a micotoxina
(Malekinejad, Maas-Bakker, & Fink-Gremmels, 2006).
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Tanto a ZEA como os seus derivados, o - zearalanol e o a-zearalenol, foram
utilizados como promotores de crescimento em animais de carne, devido precisamente aos
seus efeitos estrogénicos e anabolizantes. No entanto demonstrou-se que, para além disso,
estes derivados tém efeitos carcinogénicos (Marques, 2007, p.29). Além de carcinogénica, a
ZEA tem efeitos hepatotdxicos, hematotoxicos, imunotdxicos e genotdxicos (Zinedine et al.,
2007).
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Figura 8. Estruturas quimicas dos derivados da zearalenona, a-zearalenol e B-zearalenol (fonte: Marques,
2007, p.26).

A ZEA é responsavel por multiplas alteracbes no organismo, mas os seus efeitos
destacam-se mais frequentemente associados a problemas do tracto reprodutivo (figura 9).
As fémeas jovens, parecem ser as mais sensiveis a afec¢des induzidas pela ZEA (Jakimiuk
et al.,, 2010). Foram reportados sinais clinicos como edema da vulva, do Utero e dos
mamilos, prolapso vaginal e infertilidade em porcas sujeitas a uma alimentagdo contaminada
com ZEA (Aoyama, Ishikuro, Nichiwaki, & Ichinoe, 2009). Estas alteracdes dao-se pelo
estimulo dos receptores estrogénicos citoplasmaticos, que incrementa a sintese proteica no
aparelho reprodutor, provocando o aumento da secrecdo das células endometriais, aumento
da sintese das proteinas uterinas, que por sua vez, levam ao aumento do peso do tracto
reprodutivo. Estas alteracbes podem levar a pseudogestacdo pela manutencdo do corpo
lateo, resultando em quadros clinicos de vulvovaginite, leitdes fracos e natimortos, além de
quadros de splayleg (figura 9), marcada reducdo das taxas de concepgéo e repeticdo de
cios (Malekinejad et al., 2006).

A ZEA induz hepatomegalia e nefromegdlia, aumento dos niveis de AST
(aminotransferase), ALP (alanina aminotransferase), GGT (y-glutamato transferase), ureia,
creatinina e MDA (malondialdeido), no soro e no figado (Jiang et al., 2011).

Os leitBes séo expostos as micotoxinas através da ingestdo de leite, quando as
suas progenitoras se alimentaram com alimentos contaminados com estes metabolitos
(Danicke et al., 2007). A intoxicacdo mimetiza o estro, e os leitdes recém-nascidos podem
apresentar vulvovaginite infantil. Ocorre um decréscimo na sobrevivéncia embrionaria e

decréscimo do peso fetal, em porcas alimentadas com comida contaminada com altos niveis
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de ZEA (Etienne & Dourmad, 1994). Foram observadas alteracdes no desenvolvimento
tanto dos foliculos ovéricos, como dos embrides ja formados (Tiemann & Danicke, 2007).

Em suinos machos, os sinais clinicos incluem atrofia testicular, hipertrofia das
glandulas mamarias (Aoyama et al., 2009), edema do prepucio, diminuicdo da libido e
efeminizacdo dos animais (CAST, 2003).

(D)

Figura 9. Sinais clinicos em suinos com micotoxicose induzida por zearalenona (fonte: Voorsluys, 2010);
A: Edema e hiperemia da vulva em leitoas; B; Splayleg em suinos recém-nascidos; C: Prolapso vulvar; D:
Edema vulvar.

3.6 Deoxinivalenol

O DON é uma micotoxina pertencente a familia das tricocenenas do tipo B, e é
produzida pelos fungos Fusarium graminearum e Fusarium culmorum (Diesing et al., 2011).
Estdo descritas mais de 180 tricotecenas (Malekinejad et al., 2007), sendo o DON e o
nivalenol os mais frequentemente encontrados em cereais como trigo, centeio, aveia,
cevada e milho, existindo relatos de contaminacdo a nivel mundial (Binder, Tan, Chin,
Handl, & Richard, 2007; Driehuis, Spanjer, Scholten, & Te Giffel, 2008).

Em 1972, um grupo de investigadores elucidou, pela primeira vez, o papel das
tricotecenas como agente etiolégico das micotoxicoses, demonstrando o papel da toxina T-
2, produzida pela espécie Fusarium tricinctum em milho contaminado, na doenga e morte de
vacas (Hsu, Smalley, Strong, & Ribelin, 1972). O metabolito foi, mais tarde, isolado e
caracterizado por Yoshizawa e Morooka, em cevada contaminada com fungos, no Japao
(Yoshizawa & Morooka, 1973).

Esta micotoxina, e outras produzidas por fungos, foram implicadas na doenca ATA,
qgue ficou conhecida por provocar hemorragias severas, leucopénia, angina necrética e

degeneracdo da medula 6ssea (Ueno, 1977).
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3.6.1 Biossintese e propriedades fisico-quimicas

As tricotecenas sdo constituidas por um nucleo triciclico denominado de
tricotecena, e normalmente contém um epdxido no C-12 ou C-13, que é essencial a sua
toxicidade. A sua estrutura quimica € variavel de acordo com o numero, posicdo e
complexidade das esterificagfes, assim como pelo niumero de hidroxilacdes (Marques,
2007, p.22).

As tricotecenas de Fusarium séo alcoois relativamente simples e estéreis de cadeia
curta. A sua biossintese origina-se de um produto natural, denominado de tricodieno. Este
tricodieno origina-se da incorporacdo de Mg®* no composto farmesil-difosfato.

A formula empirica do DON é C;5H,006, sendo 0 seu nome quimico 12,13-epoxy-
3a,7a,15-trihydroxytrichothec-9-en-8-on (Nagy, Fejer, Berek, Molnar, & Viskolcz, 2005). E
solavel em acetonitrilo - agua (90-10); emite fluorescéncia acastanhada sob luz UV de 260

nm e funde a 152°C. A figura 10 esquematiza a estrutura do DON.
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Figura 10. Representacéo da estrutura quimica do deoxinivalenol (fonte: Purdue University, 2001).

Para que haja producédo de DON, a temperatura é essencial, devendo variar entre
0s 15 e os 30°C, sendo a temperatura 6ptima de 28°C (Marques, 2007, p.24). Temperaturas
abaixo de 21°C e chuva intensa sdo dois factores que favorecem a contaminacdo das
colheitas. O DON é muito estavel a altas temperaturas, entre 170 e 350°C, sendo esta uma
das suas propriedades fisico-quimicas mais importantes, aumentando muito o risco da sua

permanéncia em alimentos (Hughes, Gahl, Graham, & Grieb, 1999).

3.6.2 Actividade biolégica nos animais

Os suinos foram identificados como sendo a espécie mais sensivel ao DON
(Pestka, 2007), seguidos dos roedores, caes, gatos, aves e ruminantes (Pestka & Smolinski,

2005; Rotter, Prelusky, & Pestka, 1996; Trenholm, Hamilton, Friend, Thompson, & Hartin,
1984).
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A toxicidade associada ao DON € causada pela inibicdo da sintese proteica,
através da sua ligacao aos ribossomas (Pestka & Smolinski, 2005; Rotter et al., 1996). Os
tricotecenos sdo micotoxinas fortemente citotéxicos para as células eucariéticas (Marques,
2007, p.24), com potente acgéo inibidora na sintese de ARN (&cido ribonucleico) e ADN nas
paredes celulares.

Esta micotoxina exerce efeitos inflamatorios, induzindo a expressao de citoquinas e
quimiocinas nos fagocitos mononucleares (Nasri, Bosch, Voorde, & Fink-Gremmels, 2006;
Pestka, Zhou, Moon, & Chung, 2004; Zhou, Jia, & Pestka, 2005).

As alteracdes inflamatdrias ocorrem particularmente no tracto gastrointestinal,
dificultando o transporte de nutrientes e resultando numa reducdo do ganho de peso
(Malekinejad et al., 2007). Doses mais elevadas de DON, resultam em efeitos eméticos, e
doses mais reduzidas contribuem para a reducdo da ingestdo de alimento, diminuindo o
crescimento e a performance destes animais (Malekinejad et al., 2007). A exposi¢cdo dos
suinos ao DON, em conjunto com a exposicdo a agentes infecciosos, aumenta a sua
sensibilidade ao DON, devido a resposta inflamatéria concomitante que ocorre (Pestka &
Zhou, 2006). O DON contribui para a perda da funcéo da parede intestinal, responsavel pela
primeira barreira contra as micotoxinas no organismo, através do decréscimo da expressao
da proteina claudina-4 (Pinton et al., 2010). Um estudo realizado em 2007, revelou que,
niveis de DON de 2.8 mg/kg, administrados a 24 suinos, num periodo de 4 semanas,
reduziu significativamente o ganho de peso destes animais e teve um efeito moderado nas
bactérias intestinais, o que sugere altera¢des significativas na dinamica da comunidade
intestinal bacteriana destes animais (Waché et al., 2009).

Foi reportado também, que o DON reduz a taxa de sintese fraccionada de albumina
e linfocitos (Goyarts, Grove, & Danike, 2006). Em suinos, a ingestdode 2a 5 mg
de alimentos contaminados com DON/kg aumenta a regulacdo de IgA (Imunoglabulina A)
em soro (Bergsjg, Langseth, Nafstad, Jansen, & Larsen, 1993; Danicke et al., 2004). Foram
observadas respostas imunes retardadas, uma ou duas semanas depois da imunizagdo, em
suinos a quem foram administrados 3 mg de DON por kg de racdo (Rotter, Thompson,
Lessard, Trenholm, & Tryphonas, 1994). Suinos alimentados com 2.2-2.5 mg de DON/kg de
racdo durante 9 semanas, e imunizados subcutaneamente com ovalbumina, revelaram uma
alteracdo significativa na resposta imunitaria global e especifica. No referido estudo, foi
observado um aumento das concentracdes de IgA e IgG (Imunoglobulina G) especificas
para a ovalbumina, tendo sido registados decréscimos de citoquinas nos linfonodos
mesentéricos. O estudo concluiu que o DON afecta a imunidade vacinal em suinos,
podendo levar & ocorréncia de doenca em animais apropriadamente vacinados (Pinton et
al., 2008).
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Ocorre também hepatomegalia, hipoproteinémia e hipoalbuminémia séricas, assim
como a redugdo temporaria do volume sanguineo, célcio e fosforo séricos (Bergsjo et al.,
1993).

Com valores de 9 mg de DON/kg de racao, a sintese proteica e a resposta imune
humoral e celular sofrem alteragdes, sendo as estruturas celulares do figado e do baco
também afectadas. Foram observadas também alteragbes reprodutivas, incluindo o
decréscimo do desenvolvimento de odcitos e embrides (Tiemann, & Danicke, 2007).

Um estudo recente refere que a exposicdo aguda ao DON apresenta um potencial
hepatotoxico, imunotdéxico e induz apoptose dos linfécitos nos o6rgdos linféides, com

exposicao aguda em suinos (Mikami, Yamaguchi, Murata, Nakajima, & Miyazaki, 2010).

3.7 Co-ocorréncia de ZEA e DON

Os efeitos da alimentacéo de porcas reprodutoras, com
gréaos naturalmente contaminados com uma combinagdo de micotoxinas: 5.5mg/kg de DON,
0,5 mg/kg de DON 15-acetil, e 0,3 mg/kg de ZEA, resultou em reduzido ganho de peso vivo,
aumento da taxa de nados mortos, reducdo da ingestao alimentar, aumento das perdas de
peso corporal e prolongamento do intervalo inter-estros (Diaz-Llano & Smith, 2006; Diaz-
Llano & Smith, 2007).

Animais alimentados com rac¢des contaminadas com ZEA e DON revelaram,
histologicamente, disfuncdes a nivel hepatico e esplénico. Animais em periodo pré-puberal,
revelaram-se mais sensiveis aos efeitos destas micotoxinas, relativamente a porcas
gestantes. Apesar de a ZEA afectar a performance reprodutiva de uma forma mais directa, o
DON afecta a reproducéo dos suinos de forma indirecta, através da reducéo da ingestéo de
alimentos, o que resulta em reducdo do ganho de peso e diminuicdo da performance de
orgaos vitais, como o figado e o baco (Tiemann & Déanicke, 2007).

Um estudo publicado em 2008, demonstra que niveis de contaminacdo de 1 mg/kg
de DON e 250 ug/kg de ZEA, causam hipoproteinémia, hipoaluminémia e hipoglobulinémia
séricas, entre muitas outras alteragbes observadas. Histologicamente, com as mesmas
doses, foram demonstradas anomalias hepaticas, esplénicas, nos linfonodos, Utero e rins
(Chen et al., 2008).

3.8 Controlo das micotoxinas

7

O ponto mais importante para o controlo de micotoxinas é, sem duvida, a

prevencdo, j que a sua eliminacdo do produto final € muitas vezes inviavel ou impossivel. A
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aplicacdo de protocolos de prevencéo e controlo destes metabolitos, ajuda a reduzir a sua
ocorréncia para niveis de contaminacdo aceitaveis. O fabrico de alimentos compostos, conta
com a aplicacdo de sistemas HACCP em todas as fases de producdo, sendo uma parte
essencial desses sistemas a analise micolégica e micotoxicologica dos alimentos. O controlo
micolégico e micotoxicolégico de alimentos compostos para animais, protege a saude e
bem-estar destes, evita a perda de nutrientes essenciais, 0 aparecimento de caracteristicas
organolépticas indesejaveis e a producdo de metabolitos toxicos nos alimentos.

A micologia e micotoxicologia alimentar tém uma importancia fundamental para a
seguranca alimentar, ja que permitem o estudo das condicbes em que os fungos e as
micotoxinas se desenvolvem, permitindo a criacdo de medidas preventivas contra estes.
Permitem, por outro lado, a sua correcta identificacdo e quantificacdo, permitindo a
destruicdo de alimentos desadequados ao consumo animal e humano. Existem neste
momento, métodos de pesquisa e quantificacdo destes metabolitos de elevada
sensibilidade, que podem ser de grande utilidade no controlo sanitario de alimentos para
humanos e animais.

A implementacdo de praticas adequadas de colheita e armazenamento de
matérias-primas, assim como a escolha do momento ideal para a colheita, sdo muito
importantes, uma vez que as culturas tardias tendem a ter maiores probabilidades de serem
contaminadas com micotoxinas. As culturas de cereais e sementes de oleaginosas devem
sofrer secagem imediatamente apds a colheita.

Uma forma eficaz de controlar o crescimento fangico, é através da manipulacdo do
microambiente onde o0s géneros alimenticios sdo armazenados. Se for oferecido um
microambiente desfavoravel ao crescimento destes microorganismos e a producdo de
micotoxinas, a sua ocorréncia sera reduzida. O controlo do microambiente € a medida mais
eficiente e barata que pode ser aplicada no controlo da proliferacdo fungica. Para isso, basta
aplicar boas praticas agricolas, como seleccionar sementes descontaminadas, aplicar
medidas de controlo de insectos, roedores, entre outras (Mallmann, 2006), ja& que muitas
micotoxinas se formam ainda durante o periodo de crescimento das plantas, no campo.
Agentes anti-fungicos podem ser utilizados, mas sempre como complemento de boas
praticas agricolas (CAST, 2003).

Os materiais que entram em contacto com as colheitas durante o transporte, devem
ser limpos previamente, para evitar a sua contaminacao.

A engenharia genética tem oferecido desenvolvimentos muito relevantes, ja que o
genoma das plantas tem muita influéncia na sua contaminagéo flngica e micotoxica. Sendo
assim, cada vez mais irdo ser produzidas plantas cujos genomas conferem maior resisténcia

a estas pragas. Dilkin, Mallmann, & Santurio (2000), avaliaram cinco tipos de hibridos de
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milho e concluiram que hibridos diferentes apresentam diferencas muito significativas no
gue diz respeito ao potencial de producéo de micotoxinas.

Os &cidos organicos podem também ser utilizados no controlo do crescimento de
microorganismos. Estes reduzem o pH do meio, tornando-o assim impréprio para o
crescimento fungico (Krabble, Penz, Lazzari, & Reginatto, 1994). Estes acidos dissociam-se
no interior das células, acidificando o citoplasma, o que resulta na inibicdo do transporte de
nutrientes. Os fungos elevam posteriormente 0 consumo de energia, na tentativa de manter
o pH homeostatico. Ocorre assim um estreitamento da faixa de pH, o que promove a
inibicao celular, acabando por levar a perda de capacidade de desenvolvimento dos fungos.
E comum a utilizacdo de um conjunto de acidos organicos - acido propidnico, acido acético,
acido benzéico e o acido sorbico - que forma um complexo tamponado. Este complexo
dissocia-se na presenca de humidade, libertanto o acido propionico, que promove entao a
inibicao fungica (Krabble et al., 1994).

Existem varios métodos de descontaminacdo de matérias-primas e alimentos
compostos para animais, apesar de apresentarem uma eficacia duvidosa. Existem métodos
fisicos, quimicos, adsorventes e microbiol6gicos. A maioria das micotoxinas € quimicamente
estavel, e resistem as condicdes de processamento, como por exemplo, temperaturas
elevadas.

Temperaturas em torno de 150 a 220°C reduzem 87 a 100% a concentracdo de
fumonisina B; em grdos de milho, mas esta temperatura altera a constituicdo nutritiva das
racdes (Dupuy, Le Bars, Boudra, & Le Bars, 1993). A lavagem de grdos com agua e solucéo
de carbonato de sédio, revelou uma diminuicdo de DON, ZEA e fumonisina em milho (Voss,
Bacon, Meredith, & Norred, 1996). O problema surge pela inviabilidade de aplicacao,
guando se trata de uma grande quantidade de racdes a serem tratadas, como acontece nas
fabricas de alimentos compostos.

O DON pode ser reduzido através de processos de moagem, e a ZEA, assim como
os tricotecenos, podem ser reduzidos através de separacdo por densidade (Mallmann,
2006).

Os métodos quimicos podem ser aplicados através da utilizacdo de &cidos, bases,
aldeidos, agentes oxidantes e gases. Estes agentes vdo degradar ou inactivar as
micotoxinas. Estes métodos s&o no entanto considerados pouco praticos e seguros,
podendo alterar os niveis nutricionais e o paladar dos alimentos (Park, Lee, Price, &
Pohland, 1988).

Os processos biologicos passam pela utilizagdo de bactérias ou processos
fermentativos. Foi observada a diminuicdo dos niveis de DON em graos de trigo que

sofreram processos de fermentacdo e processos térmicos. Este evento pode estar
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associado a capacidade das leveduras de adsorver as micotoxinas, reduzindo assim a
contaminacao total. Varios estudos comprovam a eficicia dos processos de fermentacao no
combate as micotoxinas: a utilizacdo de Bacillus spp., A. Flavus/A. parasiticus e
Trichoderma spp., reduziram a contaminagdo em 98%, 90% e 75%, respectivamente
(Mallmann, 2006).

O uso de adsorventes tem a vantagem da facilidade de utilizagdo, e de n&o exigir
nenhum equipamento especial para a sua aplicacdo. Eles sédo utilizados para reduzir a
absorcdo de micotoxinas pelo aparelho digestivo de suinos e aves. Sao utilizadas argilas
seleccionadas e processadas, sendo 0 seu custo geralmente elevado e a sua eficiéncia
reduzida. Por outro lado, os adsorventes que resultam na adsorcdo de uma micotoxina,
podem apresentar limitacdes na adsorcéo de outro tipo de micotoxina, sendo que algumas
micotoxinas ndo sao eficazmente adsorvidas, como as fumonisinas, DON, T-2 e ocratoxinas
(Kubena, Harvey, Baylei, Buckley, & Rottinghaus, 1998). Por outro lado, estes minerais
possuem a capacidade de adsorver outros constituintes das racdes formuladas para suinos,
tais como minerais, vitaminas, promotores de crescimento e coccidiostaticos, tornando os
animais mais sensiveis a doencas infecciosas (Shryock, Klink, & Readnour, 1994).

No combate aos agentes fungicos, sdo utilizados produtos quimicos, organicos ou
inorganicos, que actuam como desinfectantes de superficies, plantas, animais e solos.

Para cada ecossistema referido, estdo disponiveis produtos fungicidas adequados a
prevencdo ou tratamento de contaminacdes flngicas, alguns com accao téxica para animais
e manipuladores. Cada grupo de fungicidas actua sobre os fungos de forma directa,
perturbando a permeabilidade celular e os metabolitos protoplasméticos, ou de forma
indirecta, interferindo nos sistemas de assimilacdo de nutrientes extracelulares (Lacaz,
Minami, & Purchio, 1970).

As doencas fangicas que ocorrem nas plantas sdo combatidas com derivados
cupricos, como o sulfato de cobre, ou mercuriais, entre outros fungicidas sulfurados
inorganicos. Quanto aos fungicidas orgéanicos, sao utilizados diversos compostos
heterociclicos nitroarométicos, halogenados e outros, utilizados em concentracdes baixas,
variando entre 0.5 a 2%. O formol a 1-2%, assim como 0s compostos fendlicos, sao

empregados na desinfeccdo de parques, pavilhdes, superficies e laboratérios.

3.9 Legislacéo

O reconhecimento dos riscos associados a ingestdo de alimentos contaminados
com micotoxinas, € aceite em todo o mundo industrializado, e torna evidente a importancia

dos estudos efectuados nesta area, assim como dos mecanismos legais que asseguram a
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seguranca dos alimentos. A legislacdo imp&e limites quanto as concentracdes de
micotoxinas que podem estar presentes em matérias-primas e em alimentos compostos,
sendo através deste processo que o Governo Nacional e as organizagdes internacionais
garantem a seguranca dos alimentos.

A aplicacdo de medidas de controlo, como a andlise de perigos e pontos criticos de
controlo, tornam possivel a diminuigdo dos niveis de micotoxinas nos alimentos. O HACCP
assenta na suposicao de que boas praticas de higiene, fabrico e armazenamento, resultam
na obtencdo de produtos finais com perigos controlados. Para que este sistema funcione, é
necessario o conhecimento profundo das condi¢cdes de producdo dos varios fungos e
micotoxinas, a fim de proporcionar microambientes durante as varias fases de producéo,
gue reduzam a sua ocorréncia. Neste contexto, o controlo de micotoxinas nas matérias-
primas que serdo utilizadas para formular racbes compostas para animais, deve ser um pré-
requisito do sistema HACCP.

Os niveis maximos admitidos de micotoxinas em alimentos dependem muito da
condicdo geogréafica, econdmica e politica, assim como, do nivel de industrializacdo e
caracteristicas agronémicas de cada pais. Os paises sem producao prépria de determinado
alimento tém, geralmente, uma exigéncia mais elevada relativamente a paises onde o0s
produtos séo produzidos. Consequentemente, sinais clinicos de micotoxicoses associadas a
alimentos, sdo mais comuns em zonas produtoras e exportadoras, € menos comuns em
paises importadores com regras mais restritas.

A regulamentacdo das micotoxinas estd condicionada a diversos factores, que
incluem a disponibilidade de métodos analiticos de controlo e de dados toxicolégicos, a
existéncia de dados sobre a ocorréncia de micotoxinas nos varios alimentos, a
homogeneidade da distribuicAo das micotoxinas nas matrizes alimentares, a legislacao
noutros paises com 0s quais existam contactos comerciais € a necessidade de alguns
paises em garantirem o abastecimento de alimentos em quantidade suficiente.

Estudos efectuados pelo Scientific Committee on Food relativamente a toxicidade
do DON e da ZEA revelaram-se extremamente importantes para avaliar a perigosidade
destas micotoxinas quando presentes em alimentos ou racbes animais. Contudo, as
investigacdes realizadas demonstram resultados contraditérios e ndo permitem estabelecer
um limite abaixo do qual ndo sejam observados efeitos nocivos, pois existe uma vasta gama
de variaveis a ter em conta.

Nado é possivel, pelo menos actualmente, impedir ou eliminar totalmente

QO

proliferacdo de fungos, pelo que a presenca de micotoxinas em alimentos produzidos

(0]

M-

armazenados continua a ser um perigo real. Para exercer controlo sobre esse perigo,
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necessario estabelecer limites tdo baixos quanto possiveis (Comunidade Europeia,
Regulamento (CE) N° 466/2001).

Esses limites foram entdo estabelecidos pela Comissdo da Unido Europeia, com
base na Recomendacdo N° 576, da Comisséo de 17 de Agosto de 2006 que estabelece
valores de orientagdo para alimentos compostos para suinos (ANEXO A).

No quadro 6, apresentam-se esses valores de orientacdo para as micotoxinas ZEA

e DON, relativamente a alimentos compostos para suinos.

- Valoresguiaemmg/kg
(ppm) relativos a
Micotoxina Produtos destinados a alimentacéo de alimentos para
Suinos animais com teor de
humidade de 12 %

Alimentos complementares e completos

para leitbes e porcas jovens

0.1

Zearalenona _

Alimentos complementares e completos
para porcas reprodutoras e porcos de
0.25
engorda
o Alimentos complementares e completos
Deoxinivalenol 0.9

para suinos

Quadro 6. Guia de niveis maximos aceitaveis de micotoxinas em alimentos compostos para suinos
(fonte: Unido Europeia, Recomendacgéo (CE) N° 576/2006).

Os lotes de matérias-primas ou alimentos compostos, cujos niveis de contaminacdo

com micotoxinas sejam superiores ao limite maximo admitido, devem ser destruidos.

4. APARELHOS DE DETECCAO E QUANTIFICACAO DE MICOTOXINAS

A deteccgdo e quantificacdo de micotoxinas sdo executadas, recorrendo a métodos
analiticos adequados a finalidade a que se destinam. Esta deteccdo e quantificacdo em
alimentos é essencial para gerir e controlar 0os niveis de micotoxinas nos produtos
alimentares. Os métodos cromatograficos sdo os mais populares na deteccdo e
guantificacado destes metabolitos secundarios, em particular a cromatografia em camada
fina (TLC) e a cromatografia liquida de alta performance, ou a cromatografia gasosa

(GC). Alternativamente, as técnicas imunoenzimaticas sao utilizadas quando se pretende
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um resultado mais rapido e de um grande numero de analises. Seguidamente, encontra-se
um resumo de algumas das técnicas mais utilizadas na deteccdo e quantificacdo de

micotoxinas, incluindo as principais vantagens e desvantagens associadas a cada método.

4.1 Técnicas imunoenzimaticas

O enzimoimunoensaio (EIA) competitivo € uma técnica que se baseia numa
reaccdo de competicdo, que ocorre entre as moléculas eventualmente presentes na
amostra, com outras que sdo adicionadas de forma controlada e que se encontram
marcadas, estando unidas a anticorpos. Partindo do principio que ambas tém a mesma
afinidade, quanto maior for a contaminacdo da amostra, mais moléculas ndo marcadas se
VAo unir ao anticorpo.

O EIA conta com duas técnicas, a homogénea, onde ocorre a separacdo dos
reagentes, e a heterogénea, na qual se verifica a separacdo entre o imuno-complexo e a
matéria que nao reagiu. A ELISA (Enzime-Linked Immunosorbent Assay) é uma técnica de
EIA heterogénea. Neste método, o reagente, que pode ser um antigénio ou um anticorpo, é
imobilizado numa fase sélida, adicionando-se depois a solucdo-teste da micotoxina e a
enzima marcada, com um antigénio ou um anticorpo. Ap6s a incubacéo, faz-se uma
lavagem que elimina o material livre que néo reagiu e contabiliza-se a quantidade de enzima
ligada a fase sélida, pela adicdo de um substrato cromogénico. Quanto maior for o nimero de
moléculas de micotoxina existentes na amostra, menor é o nimero de moléculas conjugadas a
peroxidase que se irdo unir ao anticorpo. A cor desenvolvida pela accao da peroxidase sobre o
substrato que posteriormente se adiciona sera inferior (Egmond, 1989).

Estas técnicas sdo muito utilizadas na industria, como por exemplo nas fabricas de
processamento de produtos lacteos, que as utilizam para testar grandes lotes de produtos.
Actualmente estdo disponiveis no mercado kits comerciais com sensibilidade adequada a
pesquisa de aflatoxina M1 em lacticineos.

Este método permite a facil identificacdo dos compostos presentes, sendo
altamente especifico (Turner, Subrahmanyam, & Piletsky, 2009). Apresenta um custo
reduzido e é facil de aplicar (Goryacheva, De Saeger, Eremin, & Van Peteghem, 2007). A
possibilidade de se poder processar ao mesmo tempo um ndmero elevado de amostras, usando
microplacas é outra das vantagens atribuidas a este método.

Como desvantagens deste método, conta o facto de uma amostra positiva ter de
ser confirmada através de outro mais sensivel, ja que pode ocorrer reactividade cruzada

com anticorpos secundarios, o que pode resultar num sinal ndo-especifico (Turner et al.,
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2009). Outra desvantagem apresentada € o facto de cada kit s6 poder ser utilizado uma vez,

0 que aumenta 0s custos no caso de ser necessario um grande namero de analises.

4.2 Cromatografia Liquida de Camada Fina

A cromatografia liquida de camada fina usa a adsorgdo como processo separativo,
e uma fase estacionaria sélida que forma um revestimento fino de uma placa plana metélica,
gue serve de suporte. O procedimento mais usado € pressionar os cilindros de agar contra a
placa de TLC, secar e correr com fase mével. O TLC permite a separacdo dos compostos
presentes numa amostra, de acordo com as suas afinidades para com a fase moével e a fase
estacionaria. Para a aquisicdo de um cromatograma de forma correcta, este é realizado em
camara fechada, para a estabilizacdo de varios parametros experimentais, como a
temperatura, evaporacdo do eluente, composicdo e grau de saturacdo da atmosfera em
contacto com o meio cromatogréfico. Estes factores sdo muito importantes para facilitar a
cromatografia. O factor de retencéo (Rf), dado pela razédo entre a distancia em centimetros
migrada pelo composto, e a distancia total migrada pelo solvente, assim como pela cor dos
metabolitos a diferentes comprimentos de onda, permite a identificacdo dos compostos. A
identificacdo dos compostos presentes é feita de acordo com bases de dados, de acordo
com o Rf e a cor dos metabolitos (Paterson & Bridge, 1994).

As principais vantagens do TLC sédo a sua rapidez e a capacidade de analisar
varias amostras de uma vez, de forma econdmica (Turner et al., 2009), além da capacidade
de deteccdo simultdnea de varias micotoxinas. As principais limitacbes sdo o limite de
deteccao relativamente elevado, a falta de precisdo e guantificacao limitada. Por outro lado,
esta técnica exige procedimentos de preparacdo da amostra de acordo com o tipo e as
propriedades da micoxina a analisar, que podem ser complexos.

As limitagdes do TLC séo ultrapassadas com a analise dos metabolitos por HPLC.

4.3 Cromatografia Gasosa (CG)

A cromatografia gasosa € utilizada para deteccdo de micotoxinas em alimentos,
sendo frequentemente utilizada em combinacéo com técnicas de detec¢gdo como MS (mass
spectrometry), FIR (flame ionisation detector) ou FTIR (Fourier transform infrared
spectroscopy), que permitem a detecgdo de produtos volateis (Onji et al., 1998; Suzuki,
Kurisu, Nose, & Watanabe, 1981; Young & Games, 1994).
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As micotoxinas ndo sdo volateis, constituindo assim um problema inicial para a
utilizacdo deste método (Scott, 1995). No entanto, varios trabalhos foram ja publicados
(Jiao, Blaas, Ruhl, & Weber, 1992; Scott, 1995), e descrevem a utilizagdo desta técnica para
a quantificacdo de micotoxinas. Para tal, sao utilizadas reacc¢des quimicas como sililagéo ou
polifluoroacililagéo, para obtencao de compostos volateis. O método GC-MS (Cromatografia
Gasosa — Espectrometria em Massa) permite a andlise de até 4 compostos
simultaneamente, em apenas 23 minutos (Turner et al., 2009).

No entanto, ndo € uma técnica utilizada comercialmente, devido a existéncia de
técnicas muito mais economicas e rapidas, como o HPLC (Turner et al., 2009). Como
desvantagens, este método apresenta o facto de que apenas substancias volateis ou
volatilizaveis podem ser analisadas, além de que, o processo de aquecimento que induz a
volatibilizag&@o, pode provocar a destruicdo de algumas moléculas. Algumas substancias sao

evaporadas pelo calor do injector, antes de serem medidas.

4.4 Cromatografia Liquida de Alta Performance

A técnica para deteccdo e quantificacdo de micotoxinas mais utilizada neste
momento € a cromatografia liquida de alta performance. Esta técnica utiliza uma fase mével
liguida e o suporte solido encontra-se no interior de uma coluna.

E uma técnica realizada a alta pressdo, utilizando colunas de enchimento de
particulas de reduzidas dimensdes e com sistemas de deteccdo continua de eluato. As
separacfes dao-se com elevada resolucao e em tempos relativamente curtos, variando de
alguns minutos até uma hora (Marques, 2007, p.35).

O HPLC é usado em combinacdo com técnicas de imunoafinidade para a
determinacdo de micotoxinas. Para isso, procede-se a purificacdo com colunas de
imunoafinidade, que sdo usadas para reter antigénios ou anticorpos, como mostra a figura
11. A utilizac&o de IAC é incluida nos passos de extraccao e lavagem.

O extracto atravessa a coluna contendo o0 anticorpo anti-micotoxina. A coluna é
depois lavada e eluida. Depois de evaporada, se esse for 0 caso, e redissolvida em fase

moével, a amostra € injectada no sistema de HPLC e a deteccdo pode ser feita por

fluorescéncia ou por ultravioleta.
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Figura 11. Esquema representativo da ac¢do da coluna sobre o extracto injectado (fonte: Analytical
Venture, 2008).

O resultado da andlise € um cromatograma com diversos picos, identificados pelo
seu tempo de retencéo, isto &, pelo tempo que o composto tarda a ser eluido.

O HPLC tem uma precisédo e sensibilidade elevadas, com um limite de deteccdo
baixo. Pode também ser automatizado (Hurst & Martin, 1998), oferecendo assim uma
vantagem adicional, quando comparado com outras técnicas, como TLC ou ELISA. No
entanto, as amostras tém de ser submetidas a um sistema de purificagdes exaustivo
(Reinhard & Zimmerli, 1999; Shephard, Sydenham, Thiel, & Gelderblom 1990; Giacomelli et
al., 1998).

O limite de deteccao para a ZEA por HPLC é de 5 pg/kg e no caso do DON, o limite
de deteccao é 100 pg/kg. As colunas permitem uma quantificacdo até 50 ppm de ZEA e 5
ppm de DON, limite acima do qual, as colunas ndo apresentam mais capacidade de
retencdo dessas micotoxinas. Se as concentragdes de micotoxinas ultrapassarem os limites
maximos de retencdo da coluna, devem ser feitas diluicbes da amostra inicial, para que se

proceda a uma nova guantificacao.
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PARTE Il - ANALISE MICOLOGICA E QUANTIFICACAO DE ZEARALENONA E

DEOXINIVALENOL EM ALIMENTOS COMPOSTOS PARA SUINOS

1. COLHEITA E TRANSPORTE DE AMOSTRAS

No presente estudo, 55 amostras de alimentos compostos para suinos, na forma
granulada, foram analisadas num intervalo de 4 meses. As amostras foram colhidas em
fabricas de racdes situadas em varias regides Portuguesas.

A toma de amostras para andlise, obedeceu a parametros estabelecidos por um
plano de amostragem prévio, tendo em vista a representatividade do lote. A figura 12
esquematiza as diferentes fases de amostragem. Cada fase de amostragem tem regras
especificas que facilitam e orientam uma correcta amostragem, como por exemplo, a
recomendacédo de utilizacdo dos kits fornecidos pela DGV (Costa, 2005). Essas regras sao

baseadas nos seguintes documentos:

e Norma Portuguesa — NP3256
e Norma CEN- EN ISO 6497/2004
¢ Recomendacao (CE) N° 152/2009

Envio para o

Laboratorio Acondicionamento

Figura 12. Fases da amostragem de alimentos compostos para animais (fonte: Costa, 2005).

As tomas foram recolhidas aleatoriamente em diferentes unidades ou pontos do
lote, e depois misturadas, de forma a obter amostras compostas. As amostras recolhidas
devem manter-se microbiologicamente estabilizadas até serem analisadas. Para isso, foram
acondicionadas em recipientes esterilizados e hermeticamente fechados, e foram enviadas

para o laboratério em 12 horas. O transporte das amostras foi efectuado ao abrigo da luz e
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da humidade. Uma vez no laboratorio, quando ndo houve possibilidade de analisar a
amostra imediatamente, esta foi conservada entre os 4 e 10°C.

O peso da amostra deve ser de aproximadamente 100 gramas mas, por exemplo,
no caso de lotes em embalagens para venda a retalho ja depende do peso da embalagem.
Os lotes com peso igual ou superior a 50 toneladas, devem ser subdivididos em sublotes
sempre que for fisicamente possivel, de acordo com os dados apresentados no quadro 7. O
peso do sublote pode exceder o peso indicado até um maximo de 20%. Se o lote ndo poder
ser separado em sublotes, deve colher-se do loteum minimo de 100 amostras elementares.
Cada sublote deve ser objecto de uma amostragem separada, em que o0 peso da amostra
global deve ser igual a 10kg. Para lotes com peso inferior a 50 toneladas, o plano de
amostragem deve ser aplicado com a colheita de 10 a 100 amostras elementares, em
funcdo do peso do lote, resultando numa amostra global entre 1 a 10kg. Para lotes muito
pequenos, inferiores ou iguais a 50 toneladas, pode colher-se um numero inferior de
amostras elementares, mas a amostra global que redne todas as amostras deve pesar

também, pelo menos 1kg.

Produto Peso do lote Peso dos N° de amostras Peso da
(ton) sublotes ou n° elementares amostra
de sublotes global (kg)
Cereais e 21500 500 toneladas 100 10
produtos >300 e < 1 500 3 sublotes 100 10
derivados de >50e <300 100 toneladas 100 10
cereais <50 . 3-100* 1-10

* Consoante o peso do lote

Quadro 7. Subdivisédo dos lotes em funcao do produto e do peso do lote (fonte: Unido Europeia,
Regulamento (CE) N° 401/2006).
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Isolamento e identificacdo da micoflora

Para isolar a flora micolégica das amostras e proceder posteriormente a sua
identificacdo e quantificacéo, seguiram-se as linhas de orientacdo estabelecidas pela Norma
Portuguesa 3277-2 (2002) — ANEXO B. Estas linhas de orientagcdo estdo descritas

seguidamente.
2.1.1 Preparacéao da suspenséo e diluigéo

As amostras foram trituradas num triturador (Retsch) e homogeneizadas. Pesou-se
10g de amostra numa balanca de precisdo (Mettler), com o auxilio de um erlenmeyer
esterilizado e adicionaram-se 90 ml de Triptona-Sal para obter uma solugdo de 0.1g
amostra/ml. De seguida, agitou-se durante 5 minutos com um vértex (Maxi-Mix), até a
obtencdo de uma suspensdo uniforme. A suspensdo-mde obtida repousou durante 10
minutos. Por Gltimo, prepararam-se diluicdes decimais até se obter a diluicdo 107 a partir da

suspensdo-mae.
2.1.2 Realizacdo de Sementeiras

De cada tubo, retirou-se 1 ml da solucao final com a ajuda de uma pipeta graduada
esterilizada, e inocularam-se 0.25 ml em cada uma das 4 caixas de Petri contendo Cook-
Rose Bengal-Agar (Oxoid), suplementado com uma solucdo de oxitetraciclina na
concentracdo de 3.5mg/dm?, tendo sido distribuidos uniformemente na superficie do agar
com um semeador de plastico esterilizado. Esta operacao repetiu-se até se obter a diluicdo
10 devidamente semeada. As caixas semeadas foram depois colocadas a incubar em

posicéo invertida numa estufa (Memmert), a 25°C graus, durante 5 dias.
2.1.3 Identificacdo e contagem de coldnias de bolores e leveduras

Procedeu-se seguidamente a contagem de bolores e leveduras que cresceram em
cada caixa de Petri. A contagem efectuou-se nas 4 placas de suspensao-mae ou da mais
alta diluicdo cujo numero de colbnias por placa fosse inferior a 150. Os géneros e espécies
de bolores e leveduras encontrados foram identificados e contabilizados com a ajuda de um

microscopio estereoscopico (Wild) e de um microscopio 6ptico (Olympus), sendo que as
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ampliagbes utilizadas foram 40x e 400x%, respectivamente. Para facilitar a identificagdo de

caracteristicas tipicas dos géneros e espécies fungicas, procedeu-se a preparagdo de
montagens frescas de fungos repicados em Azul de Lactofenol (Merck).

2.2 Quantificacdo de micotoxinas

Os procedimentos analiticos realizados, seguiram as técnicas descritas pelos
standards internacionais EN 15792:2009 e EN 15791:2009, para a pesquisa de ZEA e DON,

respectivamente, em alimentos para animais (ANEXOS C e D, respectivamente).

2.2.1 Procedimento para isolamento de Zearalenona

Pesou-se 20g de amostra para um baldo de Erlenmeyer de 250 ml, e adicionou-se
150 ml de solvente de extraccdo contendo agua (Lichrosolv) e metanol (Lichrosolv). Agitou-
se a solucdo durante 60 minutos com um agitador de bracos para baldes Erlenmeyer (SBS).
De seguida, filtrou-se a solugdo com um filtro (Whatman). Retirou-se 30 ml de filtrado, aos
guais se juntou 120 ml de solucdo fosfatada tamponizada (PBS) (Sigma), seguido de uma
segunda filtracdo com filtro de microfibora (Whatman). Para activar as colunas de
imunoafinidade (VICAM), adicionou-se 20 ml de Solucdo Fosfatada Tamponizada (Sigma) a
coluna, deixando-os passar por gravidade. De seguida, transferiu-se 50 ml do filtrado para a
coluna deixando-se passar também por gravidade. A coluna foi posteriormente lavada com 5
ml de solvente de lavagem, que inclui metanol e PBS. Por fim, passou-se 15 ml de agua e
deixou-se secar a coluna.

A eluicdo foi feita com 0.75 ml de metanol, aguardou-se um minuto e adicionou-se
mais 0.75 ml de metanol, deixando-se de seguida secar a coluna. O eluato foi redissolvido

até a marca 3 ml, agitou-se durante 30 segundos e aplicou-se 100 ul no aparelho de HPLC.

2.2.2 Procedimento para isolamento de Deoxinivalenol

Pesou-se 25g de amostra para um baldo de Erlenmeyer de 250 ml e adicionou-se
200 ml de &4gua. Agitou-se a solugédo durante 60 minutos com um agitador de bracos para
baldes Erlenmeyer da (SBS). De seguida, filtrou-se a solugédo com filtro (Whatman).

Para activar as colunas de Imunoafinidade (VICAM) (figura 13), adicionou-se 8 ml
de agua a coluna, deixando o liquido fluir por gravidade. De seguida, transferiu-se 2 ml do
filtrado para a coluna e deixou-se passar também por gravidade. A coluna foi posteriormente

lavada com 5 ml de dgua e deixou-se secar a coluna.
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Figura 13. Coluna de imunoafinidade utilizada na extragdo de DON (fonte: Original, 2011).

A eluigéo foi feita com 0.5 ml de metanol. Esperou-se 1 minuto, e adicionou-se mais
1 ml de metanol, deixando-se de seguida secar a coluna. O eluato foi de seguida evaporado
a 50°C com um evaporador rotativo (Bichi). Redissolveu-se com 0.5 ml de fase movel, que
inclui metanol e agua, agitou-se durante 30 segundos no agitador vortex (Maxi-Mix) e
aplicou-se 100 ul no aparelho de HPLC.

2.2.3 Determinacao de micotoxinas por HPLC

Para a quantificacdo de micotoxinas, o aparelho HPLC utilizado foi um sistema de
fase reversa com enchimento LiChrospher Agilent Technologies 1200 series e um injector
com loop de 100 ul, como demonstra a figura 14. O forno esta programado para manter uma
temperatura de 40°C. Este aparelho tem um desgaseificador Agilent Technologies 1200
series, uma Coluna analitica de fase reversa (Licrospher) e dois detectores, um de
fluorescéncia e um de ultra-violeta. A bomba quaternaria acoplada ao sistema é uma Agilent
Technologies 1200 series e o sistema de tratamento de dados utilizado foi um integrador da

mesma marca.
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Figura 14. Aparelho de Cromatografia Liquida de Alta Performance utilizado na quantificagéo de
micotoxinas (fonte: Original, 2011).
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2.2.4 Célculo de resultados da anélise micotoxicoldgica

O teor de DON na amostra, expresso em pg/kg (w.), € dado pela Equacao:

(A | W (DON)= px M VS
m Vext

xVredis

em que:

M- massa total da amostra, em gramas (10009)

m — massa da amostra, em gramas (209)

Vs — volume de solvente de extrac¢do, em mililitros (200 ml)

Vext — fraccdo de volume do extracto, em mililitros (1 ml)

V¢edis — Volume de redissolucao (fase mével), em mililitros (0.8 ml)

p - concentracdo de DON, ng/ml

O teor de ZEA na amostra, expresso em ug/kg (w,), € dado pela Equacéo B:

B
®) W (ZEN) = px 0 VS
m Vext

xVclean

em que:

M- massa total da amostra, em gramas (10009)

m — massa da amostra, em gramas (209)

Vs — volume de solvente de extrac¢do, em mililitros (50 ml)
Vext — fraccéo de volume do extracto, em mililitros (1 ml)
V¢iean — fraccdo de volume a ser eluido, em mililitros (10 ml)

p - concentracdo de ZEA, ng/ml
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Os resultados obtidos sdo sempre ajustados a taxa de recuperacdo, e esta é

calculada de acordo com a equacéo C:

©) Recuperacio (%)= % X100

Em que:
C1 - resultado da quantificacdo da amostra fortificada

C2 —resultado da quantificacdo da testemunha
C3 —valor do padréo
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise Micolbgica

A andlise micologica de alimentos compostos para animais esta a cair em desuso,
pelo conhecimento que existe de que a flora fingica da amostra ndo influencia a seguranca
dos alimentos, apenas a sua qualidade, além de que, neste momento, os métodos de
processamento industrial eliminam a maioria dos fungos do produto final. No entanto, achei
interessante incluir a analise micolégica no meu trabalho, como forma de aferir sobre a
qgualidade das racdes que distribuimos aos animais. Como foi referido anteriormente, a
presenca de contaminacdo flngica em matérias-primas e alimentos compostos para
animais, resulta na diminuicdo da sua ingestdo, ou mesmo recusa alimentar, devido a
alteracdes organolépticas, além da alteracédo do seu valor nutritivo, 0 que pode originar mau
estar animal nos animais e perdas econémicas muito significativas para os produtores.

Os resultados da apreciacao da qualidade micolégica das 55 amostras de alimentos
compostos para suinos analisadas, encontram-se esquematizadas no grafico 1 (Resultados
da contagem flngica das amostras encontra-se no APENDICE A). Das 55 amostras de
alimentos compostos analisadas, 52 (94.5%) encontravam-se contaminadas com fungos,
com niveis de teores micolégicos totais (TMT) que variaram entre 1,9x10%e 1,2x10° UFC/g,
apresentando teores micolégicos médios de 1,7x10* UFC/g.

As amostras foram agrupadas de acordo com o nivel de contaminacdo que
apresentaram e classificadas com base nos niveis de referéncia de Laffond-Grellety (1972),
sendo apresentados no grafico 1. Das 55 amostras, 26 (47.3%) apresentaram boa
qualidade, com TMT entre 1,9x10? e 3,6x10° UFC/g, apresentando TMM de 3.0x10° UFC/g.
Das 55 amostras analisadas, 22 amostras (40%) apresentaram qualidade razoavel, com
TMT entre 4,4x10° e 4,0x10* UFC/g, e TMM de 1.9x10* UFC/g. Apenas 7 amostras (12.7%)
foram classificadas como mediocres, contendo TMT entre 4,5x10* e 1,2x10° UFC/g, com
TMM de 6.6x10* UFC/g. Nenhuma amostra apresentou qualidade méa. Estes resultados
demonstram que a maioria das amostras (87.3%) apresenta uma qualidade boa ou razoavel,
nao se revelando estes valores preocupantes quanto a qualidade das racbes analisadas. Os
valores baixos de contaminagdo fungica encontrados podem ser justificados pelos
tratamentos fungicidas/fungidiostaticos e/ou térmicos, que os alimentos compostos
granulados sofrem e que geralmente reduzem significativamente a sua contaminagéo

fungica.
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M Boa

m Razoavel

Mediocre

Gréfico 1. Percentagem de amostras classificadas de acordo com a sua qualidade.

Para uma andlise micolégica ser completa, ndo é suficiente o calculo dos teores
micoldgicos, pelo que se identificou também a flora fungica presente em cada amostra. Os

resultados desta analise sdo apresentados no grafico 2.

Fusarium spp. 81,8
A. flavus
Leveduras
A. candidus

Penicillium spp.

]
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=]
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A. glaucus 21,8
A. terreus 21,8
A. niger 18,1
Mucor spp. 14,5
Absidia spp. 14,5

Valores percentuais

Gréfico 2. Frequéncia dos diferentes géneros e espécies de fungos contaminantes das amostras
analisadas.

Verificou-se que as amostras se encontravam contaminadas com espécies fungicas
muito diversificadas, perfazendo um total de 10 géneros e espécies. O género Aspergillus
spp. esteve representado por 5 espécies.

Os teores micologicos encontrados foram relativamente baixos, o que pode indicar
gue estes alimentos compostos ndo foram sujeitos a biodegradag¢Bes fungicas muito
significativas.

Os fungos mais predominantes foram o Fusarium spp. (81.8%), Aspergillus flavus
(69.0%), Leveduras (60.0%) e Aspergillus candidus (56.3%). Estes fungos foram também os
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que apresentaram teores micoldgicos médios mais elevados: Fusarium spp. (1,6x10*
UFC/g), Aspergillus flavus (2,0x10°UFC/g), Leveduras (2,0x10°UFC/g) e Aspergillus
candidus (6,3x10% UFC/g) (quadro 8).

Por outro lado, os bolores menos contabilizados foram Mucor spp. (14.5%), Absidia
spp. (14.5%) e Aspergillus niger (18.1%). Estes bolores apresentaram teores micolégicos
médios de 1,6x10%; 1,4x10' e 8,9x10™" UFC/g, respectivamente, sendo estes os TMM mais
baixos encontrados (quadro 8).

O género Fusarium spp. foi o mais frequente nas amostras analisadas (81.8%), e
foi também o que revelou niveis de contaminacdo mais elevados. Este género é
caracteristico da flora de campo, sendo facilmente destruido pelos processos de secagem e
granulacdo dos alimentos (Gimeno, 2010). S6 consegue proliferar com actividades de agua
elevadas, acima de 0.88 (Gimeno, 2010), e geralmente o seu desenvolvimento cessa depois
da colheita, a ndo ser que o armazenamento seja feito em condi¢cdes de elevada humidade
(Quinta, 1978). A elevada presenca deste género nas amostras analisadas, pode revelar
problemas a nivel do armazenamento dos alimentos compostos, ja que geralmente sé

prolifera em condi¢gdes de armazenamento inadequadas.

Géneros e espécies fungicas Teor médio (UFC/g) Teor médio (logo)
Fusarium spp. 1,6 x 10* 4.2
Aspergillus flavus 2,0 x 10° 2.3
Leveduras 2,0 x 10° 2.3
Aspergillus candidus 6,3 x 10° 2.8
Penicillium spp. 8,7 x 10* 1.9
Aspergillus glaucus 5,1 x 10" 1.7
Aspergillus terreus 1,9 x 10* 1.3
Aspergillus niger 8,9x 10" -
Mucor spp. 1,6 x 10* 1.2
Absidia spp. 1,4 x 10* 1.1

Quadro 8. Médias dos teores micol6gicos dos géneros e espécies flngicas detectados nas amostras
analisadas.

Os géneros Aspergillus e Penicilium sdo conhecidos como fungos de
armazenamento (Torrado, 2007, p.16), pois precisam de baixas actividades de agua para se
desenvolverem. O crescimento do género Aspergillus é favorecido em climas quentes e
secos, muitas vezes presentes no armazenamento, sendo por isso, contaminantes

frequentes de cereais e alimentos compostos armazenados. Estes dois géneros também
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estdo presentes na flora de campo, pelo que as matérias-primas poderiam ter sido
contaminadas no campo, e terem-se desenvolvido durante o armazenamento, quando as
condicdes se tornaram mais favoraveis. Neste trabalho, verificou-se uma elevada frequéncia
destes dois géneros, mas com niveis de contaminacgdo aceitaveis no que diz respeito a sua
gualidade, tendo em conta os valores de referéncia de Laffond-Grellety (1972). No entanto,
€ aconselhavel rever os métodos de armazenamento, principalmente no que diz respeito a
temperatura e a humidade.

A elevada presenca de leveduras encontrada nas amostras (60,0%), pode dever-se
a um periodo de armazenamento prolongado ou em condi¢ées ndo recomendaveis, como a
falta de arejamento, temperatura e humidade elevadas (Torrado, 2007, p.31). As leveduras
estiveram ausentes em 40% das amostras, e quando presentes, atingiram quantidades
relativamente baixas, quando comparando com outros fungos. Isto pode dever-se ao facto
de as leveduras serem mais adaptaveis a produtos liquidos, uma vez que esse tipo de
ambiente proporciona uma melhor dispersdo para organismos unicelulares. A presenca
destes seres unicelulares pode resultar em alteracao das caracteristicas organolépticas, o
gue pode originar rejeicdo do alimento por parte dos animais (Torrado, 2007, p. 28).

Foram encontrados dados em Portugal relativos a estudos micolégicos efectuados
em alimentos compostos para suinos, que ja foram referidos no capitulo 2.5 deste trabalho,
mas que seréo agora discutidos comparativamente aos resultados encontrados.

Um estudo efectuado por Martins em 1987, revelou valores de contaminacdo
bastante elevados quando comparados com os do presente estudo (Martins, 1987, p.145-
152). Nesse estudo, foi verificada uma variabilidade sazonal, registando-se
sistematicamente os valores mais elevados de carga flngica nos meses referentes a
Primavera e Verao.

Num estudo efectuado em Portugal, verificou-se a contaminacdo de racdes para
suinos em 18.9% das 106 amostras analisadas, com teores médios de bolores de 4.910g;0
UFC/g, tendo sido os géneros predominantes o Aspergillus spp. (70%), Mucor spp. (58%),
Penicillium spp. (54%) e Fusarium spp. (24%) (Martins & Martins, 2001). Os resultados
demonstram menos amostras contaminadas e com médias de fungos mais baixas do que as
apresentadas pelo presente estudo. No entanto, as médias de fungos apresentadas pelo
presente estudo foram mais reduzidas para todos os fungos estudados. Estes resultados
podem ser explicados pelo maior intervalo de andlise das amostras, ja que foram analisadas
no intervalo de um ano (2001), sendo que foram fabricadas com matérias-primas colhidas
em diferentes alturas do ano, o que provoca variagdes nos niveis de proliferacdo dos

fungos.
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Um estudo efectuado por Martins no intervalo de 1999 e 2002, no qual 74 amostras
de alimentos compostos para suinos foram analisadas, revelaram que os fungos mais
comuns foram leveduras, Aspergillus spp., Penicillium spp. e A. flavus, com médias de
3.210910, 2.9l0g10, 2.6l0g10 € 2.2l0g10 UFC/g respectivamente (Martins, 2003). As médias
foram mais baixas no estudo presente, exceptuando a espécie A. flavus que apresentou
igual valor médio, e o género Aspergillus que foi dividido de acordo com as suas espécies,
nao tendo sido analisado como um todo no presente estudo.

Num estudo efectuado em 2007, foram analisadas 75 amostras de alimentos
compostos para suinos, das quais 73 (97.3%) se encontravam contaminadas por fungos. O
teor micol6gico médio encontrado foi de 3.7log;o UFC/g. Os bolores mais frequentes foram
0s géneros Aspergillus (84.9%) (TMM = 6.6log;o UFC/g), Penicillium (74%) (TMM = 3logio
UFC/g), Clamidosporum, Mucor (71.2%) (TMM = 2.3 log,o UFC/g) e Fusarium (61.6%) (TMM
= 3.2 logi0 UFC/Q) (Torrado, 2007, p.31). Num outro estudo efectuado em 2007, 75 amostras
do mesmo substrato foram analisadas, e registaram-se 97.3% de amostras contaminadas
com fungos. Os niveis de fungos encontrados por Almeida et al. (2007) no mesmo estudo,
demonstraram uma média de fungos de 2.8log;o UFC/g. Fusarium spp., Aspergillus flavus e
Penicillium sps. foram os géneros mais frequentes. Torrado (2007), encontrou médias mais
elevadas de fungos, com excepc¢do para o género Fusarium. (Torrado, 2007, p.31). Ja
Almeida et al. (2007), encontrou valores minimos e maximos de fungos mais baixos, quando
comparados com o presente estudo.

Almeida, Martins, Guerra, & Bernardo, 2008, analisaram 45 amostras de graos de
aveia, e encontraram 100% de amostras contaminadas, tendo sido 0s géneros mais comuns
0 Aspergillus (100%), Penicillium (48.8%), Fusarium (44.8%). Dentro do género Aspergillus
spp., A. glaucus (84.4%) e A. flavus (71.1%) foram os mais encontrados. Apenas 31% das
amostras continham leveduras. Este estudo encontrou um maior numero de amostras
contaminadas, com niveis minimos e maximos mais elevados em comparagdo com os do
presente estudo.

Os valores encontrados de contaminagdo fungica ao longo dos anos foi muito
flutuante, mas relativamente ao estudo de Martins (1987), pode dizer-se que houve uma
evolugdo muito positiva nas duas ultimas décadas, com um decréscimo muito acentuado
nos niveis de contaminagdo fungica. O estudo de Almeida et al. (2008), revela também
niveis mais elevados de contaminac¢do, quando comparado com o estudo presente. Esta
diminuicdo das contaminac¢des pode ser explicada através das melhorias aplicadas a nivel
tecnolégico nas etapas de colheita e armazenamento das matérias-primas e alimentos

compostos para animais, incluindo rapidez na secagem, correcto uso de
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fungicidas/fungistaticos e correcto armazenamento, consequéncias da aplicacdo de
sistemas HACCP adaptados a este tipo de producéo.

Existem actualmente técnicas que permitem uma identificacdo muito especifica das
espécies fungicas contaminantes de alimentos, das quais vale a pena referir o PCR
(Polimerase chain reaction), que permite a identificacdo das espécies a partir de bases de
dados contendo a informacgéo genética de cada espécie.

3.2 Analise Micotoxicoldgica

As 55 amostras de alimentos compostos para suinos, foram também sujeitas a
quantificacio de ZEA e DON (APENDICE C).

Das 55 amostras analisadas, 18 amostras estavam contaminadas com ZEA
(32.7%) e 13 amostras com DON (23.6%), variando os valores entre 6,1 e 5,4x10" pg/Kg de
ZEA e 1,0x10% a 9,0x10% pg/Kg de DON, como se pode verificar nos dados do quadro 9. A
média encontrada de contaminacdo com ZEA foi de 6.9 ug/Kg e com DON foi de 1.3x10?
Mg/Kg (Quadro 9).

Foi observada co-ocorréncia em apenas 3 amostras (5,5%). Todos os valores
encontrados estavam abaixo dos valores de orientagdo recomendados pela Unido Europeia,
apesar de 3 amostras apresentarem valores de contaminacdo com DON de 9,0x10? pg/Kg

(5,5%), sendo este o valor maximo admissivel pela Unido Europeia.

ZEA DON
N° amostras positivas 18 13
% amostras positivas 32.7 23.6
N° amostras negativas 37 42
% amostras negativas 67.3 76.3
Minimo (ug/Kg) 6.1 1.0 x 10?
Méaximo (ug/Kg) 5.4 x 10" 9.0 x 102
Média (ug/Kg) + DP 6.9 + 1.3x10" 1.3x10% + 2.8x10°

DP - Desvio-Padrao

Quadro 9. Frequéncia e percentagens de amostras positivas e negativas para a presenca de ZEA e DON,
maximos, minimos e médias encontradas.

A medida de disperséo utilizada (neste caso o desvio-padrdo) foi muito elevada,

factor que torna a média apresentada menos representativa. Para efectuar uma melhor
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localizacdo dos dados, as amostras foram agrupaddas de acordo com niveis de
contaminacdo, de forma a facilitar a andlise dos resultados. Os quadros 10 e 11 mostram o
resultado desse agrupamento.

N° amostras 13 4 1
% amostras 72.2 22.2 5.6
Média* 1.4x10*" 3.8x10" -

(*) ng/kg

Quadro 10. Frequéncia e percentagem de amostras positivas para ZEA, agrupadas de acordo com o teor
micotoxicologico.

N° amostras 4 3 6
% amostras 30.7 23.1 46.2
Média* 1.9x10? 5.7x10° 8.0x107

(*) ng/kg
Quadro 11. Frequéncia e percentagem de amostras positivas para DON, agrupadas de acordo com o teor

micotoxicoldgico.

Os niveis de contaminagcdo com ZEA foram bastante baixos, jA& que nao
ultrapassaram valores de 5,4x10" ug/kg, e 13 das amostras positivas para ZEA (72.2% das
amostras positivas) ndo ultrapassaram os 1.9x10" pg/kg (quadro 10).

Como se pode observar nos dados do quadro 11, 6 amostras de alimentos
compostos para suinos, apresentaram niveis de contaminacdo com DON variando de
6.1x10% a 9.0x10% pg/kg. Sendo o valor de orientacdo recomendado pela Unido Europeia
para esta micotoxina de 900 pg/kg, estas 6 amostras contém valores relativamente
elevados, n&o ultrapassando no entanto o limite referido.

Os valores de orientagdo recomendados pela UE visam estabelecer um intervalo de
seguranga, no qual os efeitos das micotoxinas ndo sédo detectaveis. O problema desta
abordagem, consiste no facto de que as micotoxicoses crénicas podem provocar sinais
clinicos subtis, mas igualmente negativos para as exploragfes, no que diz respeito as
perdas econOmicas e ao bem-estar animal. Por outro lado, as interac¢des entre diferentes
micotoxinas, mesmo que em niveis abaixo dos recomendados, ndo estao ainda totalmente
esclarecidas, pelo que estudos nesta area devem ser desenvolvidos. Varios estudos
comprovaram ja a ocorréncia de efeitos aditivos ou sinérgicos entre micotoxinas, sendo que
um deles relata efeitos negativos na satde de suinos alimentados com niveis supostamente

aceitaveis (Chen et al., 2008). Outro ponto importante referido na Recomendacgdo (CE) N°
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576/2006, indica que os valores definidos pela UE foram calculados com base nas espécies
menos sensiveis, categoria na qual os suinos ndo se enquadram, ja que sdo espécies muito
sensiveis, pelo que valores border-line como os que foram encontrados para a
contaminacdo com DON, podem representar problemas na salude destes animais.

Foi efectuada uma comparacdo entre a presenca de Fusarium spp. numa
determinada amostra, e a presenca de contaminag&o por micotoxinas (APENDICE B).

Das 55 amostras analisadas, 10 ndo continham teores de Fusarium spp., mas
continham ZEA (40.0%), DON (30.0%) ou co-ocorréncia das duas (10.0%). Os valores
encontrados de micotoxinas em amostras negativas para a presenca de Fusarium spp.
variaram entre 8,6 a 4,7x10" para a ZEA e entre 6,0x10° e 9,0x10° para DON. Os valores
encontrados de contaminagdo com ZEA sdo relativamente baixos, mas os valores de
contaminagdo com DON foram bastante elevados. Estes resultados vdo de acordo com o
conhecimento de que a auséncia de fungos em alimentos compostos para animais, ndo
implica a auséncia de micotoxinas, ja que estas podem permanecer activas em substratos
onde os fungos tenham ja sido inactivados.

Por outro lado, foram encontradas 45 amostras contaminadas com Fusarium spp.
(81.8%) das quais, 23 (51.1%) ndo apresentavam presenca de ZEA ou DON. A presenca de
um determinado fungo em alimentos compostos, ndo implica que ele tenha produzido
micotoxinas, ja que pode nao ter essa capacidade, ou podem nao ter sido oferecidas as
condicbes ecoldgicas necessarias para que estas fossem produzidas. Foi isso,
provavelmente, que se verificou com estes resultados, jA& que 23 das amostras
contaminadas com Fusarium spp., ndo continham ZEA ou DON.

Torna-se assim Obvia a importancia da determinacdo de micotoxinas em alimentos
compostos, j& que uma simples analise micoldgica ndo é suficiente para excluir ou confirmar
a presenca de micotoxinas nesses alimentos.

Varios estudos foram feitos em anos anteriores relativamente a presenca de
mixotoxinas em alimentos compostos para suinos.

Num artigo de revisdo de 2008, relativo a incidéncia de ZEA e DON em alimentos
compostos para suinos no intervalo de 2000 a 2007, encontraram-se 3.0% de amostras
contaminadas com DON (9 em 291 amostras analisadas) (1,0x10%-1,6x10° pg/kg) e 5 % de
amostras contaminadas com ZEA (1,0x10? - 3,5x10% pg/kg) (Martins et al., 2008). Esta
andlise foi realizada por TLC. Este método tem um limite de deteccao inferior ao do HPLC,
pelo que amostras que continham niveis inferiores de micotoxinas ndo foram contabilizadas,
0 que pode ocasionar resultados menos sensiveis, quando comparando com o método

utilizado no presente estudo.
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No nosso estudo verificou-se um valor superior de amostras contaminadas com
uma das micotoxinas (apesar de o0s niveis de micotoxinas serem inferiores), o que
demonstra que, apesar das medidas de monitorizagcdo e prevencdo contra a producdo de
micotoxinas em alimentos compostos e matérias-primas, o numero de amostras
contaminadas aumentou neste estudo, em relagdo a anos anteriores.

Um estudo efectuado em 2008, analisou 45 amostras de grdos de aveia e
encontrou 2 amostras contaminadas com DON (4.5%), sendo que o valor maximo
encontrado desta micotoxina foi de 7.1x10% pg/kg (Almeida et al. 2008).

Um outro estudo efectuado em 2008, analisou a co-ocorréncia de ZEA e DON em
307 amostras de matérias-primas, e encontrou 15% de co-ocorréncia. As médias de ZEA e
DON foram de 1.9log;o € 2.4log;o pg/kg, respectivamente. Apenas 1 amostra continha niveis
acima dos recomendados pela UE (Marques, Martins, Costa, & Bernardo, 2008).

O nosso estudo revela um aumento na taxa de ocorréncia de DON (23.6%), e um
nivel maximo de DON superior (9.0x10%ug/kg), em relacdo ao estudo efectuado por Almeida
et al. (2008). Por outro lado, em comparacdo com os resultados obtidos por Marques et al.
em 2008, a taxa de co-ocorréncia diminuiu (5.5%) em relacdo a esse estudo, mas 0s niveis
de micotoxinas encontrados nesse estudo foram superiores aos encontrados no NOSSO
estudo. E importante referir que os valores encontrados nos diferentes estudos se podem
dever a problemas relativos a amostragens incorrectas, assim como a discrepancias
causadas por colheitas em diferentes alturas do ano. Os fungos e micotoxinas distribuem-se
de forma heterogénea nos alimentos compostos, tendendo a formar bolsas concentradas de
fungos e/ou micotoxinas, pelo que é importante assegurar que a amostra seja representativa
(Krska, Welzig, Berthiller, Molinelli, & Mizaikoff, 2005), homogénea e integra. Uma
amostragem incorrecta constitui um problema comum na quantificacdo de micotoxinas,
introduzindo frequentemente erros e variabilidade nos resultados.

Por outro lado, o aumento dos niveis de micotoxinas em 2010, em comparagao com
os valores encontrados em anos anteriores, mostra que apesar de existirem neste momento
melhores técnicas de prevengdo, monitorizacdo e deteccdo de micotoxinas, ha ainda
trabalho a ser feito neste campo. Estudos recentes mostram que o aquecimento global pode
ter um papel preponderante no aumento de contaminagfes por micotoxinas, uma vez que
elevadas temperaturas e humidades oferecem aos fungos as condi¢Oes ideais para a
producédo destas. Caso o0 aquecimento global continue a resultar em verées muito chuvosos,
serdo necessarias medidas bastante rigidas de vigilancia e disciplina de adog¢édo de medidas
protectoras para detectar e controlar o crescimento de fungos (Gadd, 2008).

Este estudo apresentou como limitante, o facto de terem sido analisadas apenas

duas micotoxinas, sendo que a co-ocorréncia com outras micotoxinas ndo estudadas neste
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trabalho seria interessante para completar o estudo presente. As micotoxinas apresentam
capacidade téxica com valores muito reduzidos, pelo que os métodos escolhidos para a sua
deteccédo tém de ser muito sensiveis e fiaveis. Por outro lado, tém estruturas quimicas muito
variaveis, pelo que o uso de um Unico protocolo para todas as micotoxinas nao é possivel. O
método utilizado neste trabalho € muito sensivel, e permite a multi-analise de micotoxinas,
ndo sendo no entanto pratico, ja que nem sempre é necessaria a analise de mais de duas
ou trés micotoxinas, de acordo com a matriz em questdo. Existem neste momento, outras
técnicas que permitem a deteccao simultanea de varias micotoxinas. Num estudo de reviséo
efectuado por Turner et al. (2009), concluiu-se que n&o existe neste momento nenhuma
técnica que suplante todas as outras, mas existem métodos que permitem a deteccdo
simultanea de varias micotoxinas, como por exemplo o método de ELISA e o método LC-
MS/MS, sendo que estes métodos apresentam, no entanto, outras desvantagens que ja

foram referidas.
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CONCLUSAO

Os fungos séo responsaveis pela deterioracdo de matérias-primas e de produtos
transformados, destinados a alimentacdo de animais e humanos. Além de alterarem as
caracteristicas organolépticas desses alimentos podendo mesmo alterar o seu valor
nutritivo, provocam recusa alimentar ou diminuicdo da ingestdo de alimentos por parte dos
animais, podendo ainda produzir, se tiverem condicdes atmosféricas apropriadas,
metabolitos secundarios toxicos.

A recusa alimentar devido a alteracdes de caracteristicas organolépticas, provoca
perda de peso nos animais, diminuindo assim os seus indices produtivos. A contaminacao
dos alimentos com metabolitos secundarios pode levar a micotoxicoses agudas, mas
também a doenca subclinica, que pode passar desapercebida aos produtores, ou ser
confundida com outras patologias pelos veterinarios, o que leva a perdas econémicas muito
significativas nas exploracdes de suinos.

As perdas econOmicas associadas a contaminacdo alimentar por micotoxinas,
relacionam-se ndo s6 com a perda de lucro pelos produtores de animais, mas também com
0s custos associados a destruicdo das ra¢des contaminadas.

Os resultados encontrados neste trabalho, dao conta de uma grande percentagem
de amostras de qualidade boa e razoavel, mas também foi documentada uma pequena
percentagem de amostras de qualidade mediocre. Este facto demonstra que as medidas de
prevencao contra as contaminagdes alimentares com fungos néao foram totalmente eficazes,
mas apresentam um nivel bastante satisfatério para a maioria das amostras analisadas.
Quanto a presenca de micotoxinas, foram detectados apenas valores abaixo dos limites
recomendados pela Unido Europeia, mas algumas amostras continham valores de DON
border-line. Estes resultados demonstram que as medidas de monitorizagdo apresentam
uma eficacia razoavel/boa, mas também que devem ser melhoradas e a quantificacdo de
micotoxinas deve ser continuada, pois sé assim se pode reduzir a0 maximo a probabilidade
de contaminagéo dos animais. Na pratica, é importante a adop¢éo de técnicas que visam a
manutencdo da qualidade do produto acabado, tais como: a aquisicdo de produtos de
elevada qualidade, instalacdo de sistemas de controlo de arejamento, humidade e
temperatura, assim como a adopc¢do de medidas de fumigacdo e desratizagdo, a fim de
evitar o desenvolvimento de insectos, ratos e acaros.

Concluiu-se que a analise micolégica € meramente orientativa relativamente as

precaucfes adicionais que tém de se acrescentar as diversas fases de producdo dos
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alimentos. Para se ter uma ideia real da seguranca alimentar dos produtos fabricados, é
essencial a deteccdo e quantificacdo de micotoxinas nos produtos finais para consumo.

Os fungos encontrados com maior frequéncia nas amostras de alimentos
compostos para suinos analisadas foram o Fusarium spp., o Aspergillus flavus e as
leveduras.

Os fungos séo ubiquitarios, e como tal, a ideia de que podemos elimina-los
totalmente é pouco realista. Todavia, para reduzir ao maximo os efeitos nefastos
provocados por estes organismos, € fundamental adoptar medidas preventivas e de
monitorizacdo das condi¢cdes de colheita, armazenagem, transporte e processamento das

matérias-primas e alimentos compostos.
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Apéndice A — Resultados da analise micoldgica efectuada em 55 amostras de alimentos compostos para suinos (Resultados

apresentados em UFC/qg).

Amostra | Leveduras Fusarium A. A.niger | A.flavus A. A. terreus Penicillium Mucor Absidia Total
spp. glaucus candidus spp. spp. spp.

1 0 2.8x10" 0 0 1.4x10° 0 0 0 0 0 2.9x10*
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

3 8.0x10° 1.1x10* 0 0 2.0x10° 2.0x10° 0 6.0x10° 0 2.0x10° 1.4x10"
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

5 4.0x10° 0 0 0 0 6.0x10° 0 0 0 0 6.4x10°
6 3.4x10° 0 0 0 0 1.5x10" 0 2.0x10° 0 0 1.9x10*
7 6.0x10° 7.8x10° 0 0 0 0 0 0 0 0 8.4x10°
8 1.0x10° 1.8x10" 0 0 1.4x10° 8.0x10° 0 0 8.0x10? 0 2.2x10*
9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

10 6.0x10° 3.0x10* 0 0 2.0x10° 0 0 0 0 0 3.1x10*
11 0 2.3x10° 0 0 0 0 0 0 0 2.3x10°
12 1.2x10° 2.1x10° 0 0 1.0x10° 0 0 0 0 0 2.3x10°
13 0 2.5x10° 0 0 2.0x10° 0 0 0 0 0 2.7x10°
14 0 2.6x10° 1.2x10° 0 3.0x10° 0 0 0 0 0 3.0x10°
15 1.4x10? 1.2x10° 2.3x10° 0 1.2x10° 2.3x10° 0 0 0 0 2.0x10°
16 0 1.2x10° 2.1x10° 0 5.6x10° 1.5x10° 0 0 0 0 2.1x10°
17 0 1.5x10° 5.6x10° 1.2x10? 4.5x10° 1.6x10? 0 0 0 1.0x10? 2.9x10°
18 2.0x10° 0 4.5x10° 3.0x10" 2.1x10° 1.4x10? 0 3.0x10° 0 0 1.3x10°
19 2.3x10° 0 0 2.0x10" 3.2x10° 0 0 2.0x10* 0 2.0x10° 7.9x10°
20 2.2x10° 1.5x10° 0 5.0x10" 1.5x10? 0 0 1.3x10? 0 0 2.1x10°
21 0 2.2x10° 0 6.0x10" 1.6x10? 0 0 2.3x10° 0 30x10" 2.7x10°
22 0 2.3x10° 0 0 0 0 0 2.1x10° 0 0 4.4x10°
23 0 3.0x10* 0 0 0 0 0 0 0 2.0x10" 3.0x10*
24 0 4.0x10" 0 0 0 0 0 0 0 1.0x10* 4.0x10*
25 1.4x10° 3.2x10° 0 0 1.4x10? 1.6x10° 0 0 0 0 3.6x10°




Fusarium

A

A

Penicillium

Mucor

Absidia

Amostra | Leveduras spp. glaucus A. niger A. flavus candi.dus A. terreus spp. spp. spp. Total
26 1.5x10? 3.2x10* 0 0 1.5%10? 1.4x10? 1.2x10? 0 0 0 3.3x10*
;; 12:182 g 6)(()104 i;:igi 0 6.3><10§ 1.8><10§ 3.0x10: 0 1.0x10" 0 1.1x10°

. . . 0 2.1x10 1.9x10 2.1x10 0 0 0 5.7x10*
29 0 6.5x10‘3‘ 3.2x10° 0 3.0x10° 1.2x10? 5.2x10° 0 1.0x10" 0 6.6x10"
22 3.02102 2.2:184 8 g 2.0>(<)1o2 3.2>(<)102 0 0 1.0x10" 0 3.1><1oj‘1
32 2.0x10° 5.6><104 0 0 0 0 5 5 5 ; 32“0“
33 1.5x10° 4'5><1o3 0 0 0 0 1 021 . 5 5 ; 5'6“03
34 1.4x10° 6.3><104 0 0 1 z ' 01 : : - z 4'7X10“
- 1.6x102 2.5x104 .5><1o2 0 2.0><101 0 0 1.0x10 6.3x10
e 2.0><102 4.5x104 8 8 1'2282 8 3.0;10 0 0 1.0x107 2.5><102
37 3.0x10° 2.3x10" 1.2x10° 0 2.0x10° 0 0 1 28102 8 8 ;'2:184
38 0 1.2x10i 3.2x10j 0 3.0x10° 3.0x10° 0 1.2x10° 0 0 1.2x10°
39 0 2.5x104 1.4x10 0 2.1x10° 2.0x10° 0 1.3x10° 0 0 2.6x10"
40 0 2.6x10 0 0 3.0x10° 1.0x10° 0 1.0x10° 0 0 2.7x10"
41 0 5.5x10" 0 2.0x10" 3.0x10" 1.0x10° 0 0 0 0 5.6x10"
42 1.4x10° 3.2x10° 0 1.3x10° 2.0x10" 1.0x10° 0 0 0 0 3.6x10°
43 1.2><10: 3.3x10‘3‘ 0 0 2.0x10" 2.0x10° 0 0 3.0x10" 0 3.3x10"
44 1.5x10 4.6x10 0 0 1.0x10" 2.3x10° 1.0x10" 0 2.0x10" 0 5.1x10°
45 1.6x10° 5.6x10° 0 0 0 2.3x10° 2.0x10" 0 0 0 9.7x10°
46 0 2.7x10° 0 0 1.0x10" 3.2x10° 3.0x10" 1.2x10° 0 0 3.2x10°
47 0 5.1x10° 0 0 1.0x10° 3.2x10° 0 1.0x10° 0 0 5.6x10°
48 0 6.0x10° 0 0 1.5%x10° 1.0x10° 0 1.0x10° 0 0 9.5x10°
49 1.4x10° 2.3x10° 0 0 1.0x10° 1.0x10° 0 0 0 0 2.6x10°
50 1.2x10° 4.6x10° 0 0 1.3x10° 1.2x10° 0 1.0x10° 0 0 5.1x10°
51 1.2x10° 7.9x10° 0 0 1.2x10° 1.2x10° 0 2.0x10" 0 0 8.3x10°
52 1.2x10° 5.5x10° 0 2.0x10" 0 2.0x10° 0 3.0x10" 0 0 7.6x10°
53 5.0x10" 0 0 3.0x10" 0 3.2x10° 0 3.0x10" 0 0 3.3x10°
54 6.0x10" 2.3x10° 1.2x10° 1.0x10" 0 1.2x10° 3.0x10" 2.0x10° 1.0x10" 0 1.9x10°
55 3.0x10" 0 0 0 1.2x10° 0 3.0x10" 0 1.0x10" 0 1.9x10°




Apéndice B — Resultados comparativos entre os niveis de Fusarium spp. e os niveis de ZEA e DON quantificados.

Amostra SF'):;_S(aL;::ué?g) ZEA (pg/kg) | DON (ug/kg) Amostra Sggs(%r::lg?g) ZEA (ug/kg) | DON (ug/kg)
1 2.8x10* 0 3.0x10° 29 6.5x10" 0 7.0x10°
2 0 0 0 30 2.6x10° 0 0
3 1.1x10* 0 0 31 3.2x10* 0 0
4 0 0 9.0x10° 32 5.6x10* 1.1x10" 0
5 0 0 0 33 4.5%x10° 0 1.0x10°
6 0 0 0 34 6.6x10" 0 0
7 7.8x10° 0 2.7x10° 35 2.5x10" 0 0
8 1.8x10" 0 0 36 4.5x10" 0 0
9 0 4.7x10" 6.0x10° 37 2.3x10" 0 0
10 3.0x10" 0 0 38 1.2x10° 0 0
11 2.3x10° 1.0x10" 1.0x10° 39 2.5x10" 8.1 0
12 2.1x10° 1.5x10* 0 40 2.6x10" 1.5x10" 0
13 2.5x10° 5.4x10" 0 41 5.5x10" 0 0
14 2.6x10° 1.9x10* 0 42 3.2x10° 0 0
15 1.2x10° 0 0 43 3.3x10" 1.6x10" 0
16 1.2x10° 6.1 0 44 4.6x10° 0 0
17 1.5x10° 2.2x10" 0 45 5.6x10° 0 0
18 0 8.6 0 46 2.4x10° 0 0
19 0 1.4x10°" 0 47 5.1x10° 0 0
20 1.5x10° 1.6x10" 0 48 6.0x10° 0 0
21 2.2x10° 4.5%x10" 0 49 2.3x10° 0 7.0x10°
22 2.2x10° 0 0 50 4.6x10° 0 9.0x10°
23 3.0x10* 1.9x10" 5.0x10° 51 7.9x10° 0 6.0x10°
24 4.0x10" 0 0 52 5.5x10° 0 0
25 3.2x10° 0 0 53 0 0 0
26 3.2x10* 3.7x10" 0 54 2.3x10° 0 9.0x10°
27 0 1.9x10" 0 55 0 0 7.0x10°
28 5.6x10" 0 0




Apéndice C - Niveis de contaminacdo das amostras analisadas, com zearalenona e deoxinivalenol.

Amostra ZEA (pg/kg) DON (pg/kg)
1 0 3.0x10°
2 0 0
3 0 0
4 0 9.0x10?
5 0 0
6 0 0
7 0 2.7x10°
8 0 0
9 4.7x10* 6.0x10°
10 0 0
11 1.0x10* 1.0x10°
12 1.5x10" 0
13 5.4x10" 0
14 1.9x10" 0
15 0 0
16 6.1 0
17 2.2x10" 0
18 8.6 0
19 1.4x10" 0
20 1.6x10" 0
21 4.5x10" 0
22 0 0
23 1.9x10" 5.0x10°
24 0 0
25 0 0
26 3.7x10" 0
27 1.9x10" 0
28 0 0

Amostra ZEA (png/kg) DON (ng/kg)
29 0 7.0x10°
30 0 0
31 0 0
32 1.1x10" 0
33 0 1.0x10°
34 0 0
35 0 0
36 0 0
37 0 0
38 0 0
39 8.1 0
40 1.5x10" 0
41 0 0
42 0 0
43 1.6x10" 0
44 0 0
45 0 0
46 0 0
47 0 0
48 0 0
49 0 7.0x10°
50 0 9.0x10°
51 0 6.0x10°
52 0 0
53 0 0
54 0 9.0x10°
55 0 7.0x10°




ANEXOS
Anexo A — Recomendacao N° 576/2006

23.8.2006

Jornal Oficial da Unido Europeia

L 229(7

RECOMENDACAO DA COMISSAO
de 17 de Agosto de 2006

sobre a presenca de desoxinivalenol, zearalenona, ocratoxina A, toxinas T-2 ¢ HT-2 e fumonisinas
em produtos destinados a alimentagio animal

(Texto relevante para efeitos do EEE)
(2006/576|CE)

A COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS,

Tendo em conta o Tratado que institui a Comunidade Europeia,
nomeadamente o segundo travessio do artigo 211.°,
Considerando o seguinte:

(1) A pedido da Comissio, a Autoridade Europeia para a
Seguranca dos Alimentos (AESA) adoptou dois pareceres
relativos s micotoxinas desoxinivalenol em 2 de Junho
de 2004 ("), zearalenona em 28 de Julho de 2004 (3,
ocratoxina A em 22 de Setembro de 2004 (% e fumoni-
sinas em 22 de Junho de 2005 ().

(2)  Os referidos pareceres concluiram que as quatro micoto-
xinas exercem efeitos toxicos em diversas espécies ani-
mais. O desoxinivalenol, a zearalenona e as fumonisinas
B1 e B2 transferem-se, apenas de forma muito limitada,
dos alimentos para animais para a came, 05 OVOS € 0
leite, pelo que os alimentos de origem animal apenas
contribuem marginalmente para a exposicio total dos
seres humanos a estas toxinas. A ocratoxina A pode
transferir-se dos 0s para is para os
tos de origem animal, mas as avaliacdes da exposicio
indicam que os alimentos de origem animal pouco con-
tribuem para a exposicio dos seres humanos 3 ocrato-
xina A, por via alimentar.

(") Parecer do Painel Cientifico dos Contaminantes da Cadeia Alimentar
da Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (AESA)
sobre um pedido da Comissio relacionado com o desoxinivalenol
como substincia indesejivel nos alimentos para animais, adoptado
em 2 de Junho de 2004:
hittp: {fwww.efsa europa.eufetc fmedialib fefsafscience fcontam/
contam_opinions[47 8. Par0005 File.dat (opinion05_contam_ej73_
deox)fmvaﬁanol v2_enl.

(% Parecer do Painel Cientifico dos Contaminantes da Cadeia Alimentar
da Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (AESA)
sobre um pedido da Comissio relacionado com a zearalenona
como substincia indesejivel nos alimentos para animais, adoptado
em 28 de Julho de 2004:
hitep: ffwww. eﬁaeumgaeufen:fmadwhbfefsafsclence}mntamf
contam_opinions 527 Par 0004.File.dat[opinion_contam(6_ej&89_
zearalenone_v3_en1.pdf

(%) Parecer do Painel Cientifico dos Contaminantes da Cadeia Alimentar
da Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (AESA)
sobre um pedido Comissdo relacionado com a ocratoxina A
como substincia indesejivel nos alimentos para animais, adoptado
em 22 de Setembro de 2004:
hittp: {fwww.efsa europa.eufetc fmedialib fefsafscience fcontam|
contam_opinions (64 5. Par 0001 File.dat [opinion_contam(9_ej101_
ochratoxina_enl.pdf

(% Parecer do Painel Cientifico dos Contaminantes da Cadeia Alimentar
da Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (AESA)
sobre um pedido Comissio relacionado com as fumaonisinas
como substincia indesejivel nos alimentos para animais, adoptado
em 22 de Junho de 2005:
hittp: {fwww.efsa europa.eufetc fmedialib efsafscience fcontam|
contam_opinions (1037 Par 0001 Fle.dat{contam_op_ej235_
fumonisins_enl.pdf

(3} Os dados sobre a presenca das toxinas T-2 e HT-2 em
produtos destinados a alimentos para animais sdo, até
momento, muito limitados. Além disso, é urgentemente
necessdrio desenvolver e validar um método analitico
sensivel. Contudo, existem indicagdes no sentido de a
presenca das toxinas T-2 e HT-2 em produtos destinados
a alimentos para animais poder constituir motivo para
preocupacio. Por conseguinte, € necessirio desenvolver
um método analitico sensivel, recolher mais dados rela-
tivos &s ocorréncias e reforcar a investigacio sobre os
factores implicados na presenca de T-2 e HT-2 nos ce-
reais e nos produtos i base de cereais, em particular na
aveia e nos produtos i base de aveia.

4y Tendo em consideracio as concluses dos pareceres cien-
tificos referidos no considerando 1 e a ausénda de dados
fidveis sobre as toxinas T-2 e HT-2, a que acresce a
grande varia¢io anual da ocorréncia destas micotoxinas,
& conveniente recolher mais dados sobre as micotoxinas
mencionadas nas diferentes matérias-primas para a ali-
mentacio animal e alimentos para animais, além dos
dados jd disponiveis provenientes dos programas coorde-
nados de controlo relativos a 2002 (%), 2004(%) e
2005 ().

A fim de orientar os Estados-Membros em matéria de
aceitabilidade de cereais e produtos i base de cereais e
de alimentos compostos para animais e de evitar dispa-
ridades entre os valores aceites pelos diferentes Estados-
-Membros, bem como o consequente risco de distor¢io
da concorréncia, ¢ conveniente recomendar valores de
orientacio.

(5)

(6) Os Estados-Membros devem aplicar os valores de orien-
tacdo relativos as fumonisinas B1 + B2 apenas a partir de
1 de Outubro de 2007, para coincidirem com as regras
estabelecidas pelo Regulamento (CE) n® 856/2005 da
Comissio, de 6 de Junho de 2005, que altera o Regula-
mento (CE) n 466/2001 no que diz respeito s toxinas
Fusarium (%).

(*) Recomendagio 2002/214/CE da Comissio, de 12 de Marco de
2002, relativa aos programas coordenados de controlo no dominio
da alimentagio animal para 2002, nos termos da Directiva 95(53/CE
do Conselho (JO L 70 de 13.3.2002, p. 20).

(*) Recomendagio 2004[163(CE da Comissdo, de 17 de Fevereiro de
2004, relativa ao programa coordenado de controlo no dominio da
alimentagio animal para 2004, nos termos da Directiva 95(53CE
do Conselho (JO L 52 de 21.22004, p. 70).

(") Recomendagio 2005/187[CE da Comissio, de 2 de Margo de 2005,
relativa ao programa coordenado de controlo no dominio da ali-
mentagio animal para 2005, nos termos da Directiva 95/53(CE do
Conselho (JO L 62 de 9.3.2005, p. 22).

(%) JO L 143 de 7.6.2005, p. 3.
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{7} Deve ser realizada até 2009 uma avaliagio da aborda-
gem, prevista na presente recomendacio, em particular
no sentido de avaliar o seu contributo para a protecgio
da sanidade animal. Os dados de acompanhamento ob-
tidos em resultado da presente recomendacio permitirio
igualmente compreender melhor a variagio anual e a
presenca destas micotoxinas no vasto leque de subpro-
dutos utilizados nos alimentos para animais, factor de
primordial impornincia para adoptar, caso necessdrio,
medidas legislativas suplementares,

RECOMENDA:

1) Os Estados-Membros devem, com a participacio activa dos
operadores do sector dos alimentos para animais, intensificar
o acompanhamento da presenca de desoxinivalenol, zearale-
nona, ocratoxina A e fumonisinas B1+B2 e das toxinas T-2 e
HT-2 nos cereais ¢ nos produtos a base de cereais destinados
a alimentos para animais e a alimentos compostos para
animais.

2) Os Estados-Membros devem assegurar a andlise simultinea
de amostras destinadas a detectar a presenca de desoxiniva-
lenol, zearalenona, ocratoxina A, fumonisina B1+B2 e das
toxinas T-2 ¢ HT-2, para que se possa avaliar a dimensio da
co-ocorréncia.

3) Os Estados-Membros devem prestar particular atencio a pre-
senca das referidas micotoxinas em subprodutos e co-produ-
tos da producio alimentar destinados & alimentacio animal.

4) Os Estados-Membros devem assegurar que os resultados ana-
liticos sdo fomecidos regularmente 4 Comissio para compi-

lagio numa base de dados.

5) Os Estados-Membros devem assegurar que os valores de
orientacio fixados no anexo sio aplicados para apurar a
aceitabilidade de alimentos compostos para animais e de
cereais ¢ produtos i base de cereais destinados 4 alimentacio
animal. No que diz respeito as fumonisinas Bl + B2, os
Estados-Membros devem aplicar os valores de orientacio a
partir de 1 de Outbro de 2007.

6) Os Estados-Membros devem assegurar, em particular, que os
operadores do sector dos alimentos para animais utilizam
nos seus sistemas de andlise de perigos e pontos criticos
de controlo (APPCC) (") os valores de orientacio referidos
no ponto 5, a fim de determinar os limites criticos nos
pontos criticos de controlo que separam a aceitabilidade da
inaceitabilidade, com vista 4 prevencio, eliminacio e reducio
dos perigos identificados.

Ao aplicar esses valores de orientacio, os Estados-Membros
devem ter em consideragio o facto de os valores de orientacio
relativos aos cereais ¢ produtos & base de cereais serem deter
minados para a espécie animal mais tolerante, pelo que devem
ser encarados como valores de orientacio superiores.

Quanto aos alimentos para animais destinados as espécies mais
sensiveis, os Estados-Membros devem assegurar que os fabrican-
tes de alimentos para animais aplicam valores de orientacio
inferfores relativamente aos cereais e produtos i base de cereais,
tendo em conta o grau de sensibilidade das espécies animais,
permitindo a conformidade com os valores de orientacio rela-
tivos aos alimentos compostos para animais dessas espécies.

Feito em Bruxelas, em 17 de Agosto de 2006.

Pela Comissio
Markos KYPRIANOU
Membro da Comissdo

(") Regulamento (CE) n® 183(2005 do Pardamento Europeu e do
Conselho (JO L 35 de 8.2.2005, p. 1).
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ANEXO

VALORES DE ORIENTACAQ

Valor de orien-

tagio em mygfkg
(ppm) de ali-
Micotoxina Produtee destinados 3 alimentagio animal mento para ani-
mais para um
teor de humi-
dade de 12 %
Desoxinivalenol Matérias-primas para alimentacio animal (¥
— Cereais e produtos 4 base de cereais (**}) com excepgio dos subprodutos do 8
milho
— Subprodutos do milho 12
Alimentos complementares e alimentos completos para animais, com excepgio 5
de:
— Alimentos complementares e alimentos completos para suinos 0.9
— Alimentos complementares e alimentos completos para vitelos (< 4 meses), 2
borregos e cabritas
Zearalenona Matérias-primas para alimentacio animal (*)
— Cereais e produtos i base de cereais (**) com excep¢io dos subprodutos do 2
milho
— Subprodutos do milho 3
Alimentos complementares e alimentos completos para animais
— Alimentos complementares e alimentos completos para leitdes e marrds (por- 0.1
cas jovens)
— Alimentos complementares e alimentos completos para porcas e suinos de 0,25
engorda
— Alimentos complementares e alimentos completos para vitelos, vacas leiteiras, 0,5
ovelhas (incluindo borregos) e cabras (incluindo cabritos)
Ocratoxina A Matérias-primas para alimentacio animal (*)
— Cereais e produtos & base de cereais (**) 0,25
Alimentos complementares e alimentos completos para animais
— Alimentos complementares e alimentos completos para suinos 0,05
— Alimentos complementares e alimentos completos para aves de capoeira 0,1
Fumonisinas Matérias-primas para alimentacio animal (*)
B1 +B2 — milho e produtas & base de milho (%) 60
Alimentos complementares e alimentos completos para:
— suinos, cavalos (equideos), coelhos e animais de companhia 5
— peixes 10
— aves de capoeira, vitelos (< 4 meses), borregos e cabritas 20
— muminantes adultos (> 4 meses) e martas 50

(" Deve ser prestada particulir atengio aos cereais ¢ produtos i base de ereals diredamente consumidos pelos animais, de modo a
assegumr que a s uilizagio na mgio didria ndo leva a que o nivel de exposicio do animal a estas micotoxinas seja superior aos
niveis de exposicio correspondentes, quando se utdizam apenas alimentos cump]ﬂus na ragio didna.

() O termo «Cereais e produtos i base de cereaiss inchi ndo apenas as matérias-primas para alimentagio animal enumenadas no capitulo
1 «Grios de cereais, mspectivos produtes ¢ subprodutoss, da lista ndo exaustiva das principais matérias-primas para almentagio
animal referida na parte B do anexo da Directiva 96/25/(E do Conseho, de 29 de Abril de 1996, relativa 3 draulagio de matérias-
-primas para dimentagio animal (JO L 125 de 23.5.1996, p. 35), mas, também, outrs matérias-primas para aimentagio animal
derivadas de cereais, em particular de fomagens de cereats ¢ alimentos grosseros,

=% O termo Milho ¢ produtos 3 base de milhos inchi nio apenas as matérias-primas para alimentagio animal derivadas do milho,
enumneradas no apitulo 1, «CGrios de cereas, respectivos produtos e subprodutoss, da lista nio exastiva das prindpais matérias-
-primas para a]imenlals'.ir animal referida na parte B do anexo da Directiva 96 |25/CE mas, também, outras matérias-primas para
alimentagio animal derivadas do mitho, em partioular de forragens de milho e alimentos grosseiros,
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Preambulo

A presente Norma visa fornecer as regras gerais para a contagem de bolores e leveduras em géneros

alimenticios e em alimentos para animais para os quais ndo existam normas especificas.

Dada a diversidade destes produtos, pode tornar-se necessério introduzir modificagdes 4 presente Norma.

Deve, no entanto, procurar aplicar-se as regras indicadas, s6 se recorrendo a alteragdes por razdes técnicas

bem determinadas.

Os bolores e leveduras, embora apenas considerados como um indice de higiene, podem ser prejudiciais para
a satide publica, humana e veterinaria. Aconselha-se pois a identificagio, na medida do possivel, dos géneros

e espécies de bolores que se desenvolvam nos meios de cultura descritos na Norma.
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1 Objectivo e campo de aplica¢io

A presente Norma descreve um método de referéncia para a contagem de colénias de bolores e leveduras
viaveis a 25 °C") em produtos destinados 4 alimentagao humana e animal.

2 Referéncias normativas

Os documentos a seguir referenciados sio indispensaveis para a aplicagdo da presente Norma. Para as
referéncias datadas aplica-se a edigdo citada. Para as referéncias ndo datadas aplica-se a tltima edi¢do do
documento referenciado (incluindo as emendas).

NP 1828 - Microbiologia alimentar. Colheita de amostras para anélise microbiologica.
P 1829 - Microbiologia alimentar. Preparacdo da amostra para anélise microbiolégica.
NP 2079 - Microbiologia alimentar. Regras gerais para anélise microbiolégica.

ENISO 6887-1:1999. Microbiology of food and animal feeding stuffs. Preparation of test samples, initial
suspension and decimel dilutions for microbiological examination. Part 1: General rules for the preparation
of the initial suspension and decimal dilutions (ISO 6887-1:1999).

3 Defini¢oes

Para os fins da presente Norma, entende-se por bolores e leveduras, os microrganismos de cada um destes
grupos, revivificdveis nas condigdes descritas na presente Norma.

4 Resumo do processo

Desenvolvimento de bolores e de leveduras em meio de cultura, temperatura e tempo apropriados, utilizando
a técnica de sementeira em superficie e a contagem das respectivas coldnias.

> Diluentes e meios de cultura

NOTA: Os meios comercializados podem ser utilizados; neste caso, seguir as prescrigoes do fabricante.

5.1 Diluentes

Ver a EN ISO 6887-1, e a norma especifica para o produto a analisar.
5.2 Meios de cultura

5.2.1 Meio gelosado de dicloran, rosa de bengala e cloranfenicol (para todos os produtos independentemente
do valor de ay, )

Composigio:
BODYONE vt e s 3 5T bt s st e mesgh S et amssne or s e Sg
DD IEAETORES s sonsereossoseoessssmerass s s N T S N oo e s sstss st 16g

) \ax i x s S 3 =
'Nao ha inconveniente em que a temperatura de incubagdo varie entre os 22 °C e os 28 °C.

Xi
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Dihidrogenofosfato de potassio O PO s e s msssssamtiassmassasenssasssvensose lg
Sulfato de magnésio (MgSO,) ... : . 05¢g
Dicloran (2,6 Dicloro 4 Ritroanilina) ...............o..o.vuoeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeee oo 0,002 g
Rosa de Bengala ........cooovivvcuciuuiirciie e 0,025 ¢
7T R N U 15¢
7 ———————————————————— 1000 mL
Preparagio:

" Dissolver os componentes ou o meio completo desidratado na agua, aquecendo e agitando até dissolugdo
completa.

Adicionar 200 g de glicerol p.a. e 0,1 g de cloranfenicol.
Ajustar o pH, se necessario, de modo que depois da esterilizagio este seja de 5,6 + 0,2 a 25 °C.

Distribuir por frascos de capacidade adequada.

Esterilizar em autoclave a 121 °C + 1 °C durante 15 min.

5.2.2 Meio gelosado de dicloran e glicerol DG18 (produtos com a, < 0,60)
Composigao:

PEPIONE csassusssissorssssisssssisssssssssss e A S B30T P s msonssssast i aeassssasses s sansensn casse mesarsmonsasen

Dextrose
Diidrogenofosfato de potassio (KHZPO )
Sulfato de magnésio (Mg SO, ...
Dicloran (2,6 Dicloro 4 Ritroaniling)............c..cco..ovuooeeoveooeoeeee oo

Agar-agar

Preparagio

Dissolver .os componentes ou 0 meio completo desidratado na dgua, aquecendo e agitando até dissolucdo
completa.

Adicionar 200 g de glicerol p.a. e 0,1 g de cloranfenicol®

Ajustar o pH, se necessario, de modo que depois da esterilizagio este seja de 5,6 + 0,2 a 25 °C.

@ 0 cloranfenicol pode ser substituido por clorotetraciclina, numa concentragdo final no meio de cultura de 35 pg/ml.
A solugdo aquosa de clorotetraciclina é esterilizada por filtracdo e adicionada ao meijo de cultura esterilizado e
arrefecido a 45 °C - 50 °C.

Para cames e produtos cameos aconselha-se a utilizacdo de dois antibidticos, a oxitetraciclina e a gentamicina na
concentracdo final de 100 pg/mL para cada antibiético, no meio de cultura. A esterilizagéo da solugdo de oxitetraciclina

¢ feita por filtracdo ¢ a da gentamicina por autoclavagem a 12! °C = | °C durante 20 minutos. As solugbes de
antibiotico sao adicionadas ao meio de cultura esterilizado e arrefecido a 45 °C - 50 °C.
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Distribuir por frascos de capacidade adequada.

Esrerilizar em autoclave a 121 °C + 1 °C durante 15 min.

6 Aparelhos e utensilios

NOTA: E aceitavel a utilizagdo de material descartdvel em substituicdo do vidro reutilizével, se as especificagdes forem similares.
Material de uso corrente em laboratério de microbiologia (ver NP 2079), nomeadamente:

Placas de Petri de 100 ou 120 mm de diametro e cerca de 18 mm de altura, esterilizadas.

7 Colhveita da amostra

Ver NP 1828 e a norma especifica do produto a analisar.

8 Preparacfo da amostra

Ver NP 1829 e a norma especifica do produto a analisar.

9 Técnica

Na execug@o da analise, devem seguir-se as regras gerais estabelecidas na NP 2079,

9.1 Preparacio da suspensio-mie e das dilui¢des

Ver a NP 3005.

9.2 Sementeira
As diluigGes utilizadas na sementeira dependem do grau de contaminagdo previsto.

Da suspensdo-mae e de cada uma das diluigGes a utilizar, caso necessario, retira-se, assepticamente, 1 mL
que se distribui a razdo de 0,2 mL por placa, em 5 placas de Petri contendo meio de cutura. De seguida,
espalha-se bem o indculo sobre a superficie do meio com o auxilio de um semeador esterilizado.

O tempo decorrido entre o fim da preparagdo da suspensdo-mie, das diluigdes, e 0 momento em que o
inéculo entra em contacto com o meio de cultura ndo deve ultrapassar os 15 minutos, salvo indicagdes
particulares mencionadas na norma especifica.

9.3 Incubacao

Apos a sementeira,incubar as placas, invertidas, a 25 °C = 1 °C durante 5 dias, podendo fazer-se, se
necessario, uma contagem antecipada ao 3° ou 4° dia.

Em alguns casos podera justificar-se uma incubagdo mais prolongada, 0 que devera ser referido no relatério
de ensaio.

9.4 Contagem de colonias

Apos o periodo de incubacio (9.3), a contagem pode ser efectuada com o auxilio de um contador de colénias
nas placas da suspensdo-mae ou nas da mais baixa diluigdo cujo nimero de coldnias, por placa, seja inferior
2 150. Se houver dificuidade na contagem de colénias, por invasdo de bolores, utilizar as contagens obtidas
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a0 3° ou 4° dia de incubagdo. Neste caso, o niimero de dias de incubagio deve ser referido no relatério de
ensaio.

As colonias de bolores e leveduras sio contadas separadamente de acordo com a sua morfologia.

E aconselhavel proceder também a identificagdo e contagem das colonias de bolores dentro de cada género.

10 Expressio dos resultados

10.1 Caso geral

Sendo:

n a soma do nimero de colénias de bolores contadas nas placas da suspensdo-mae ou da diluicdo
considerada;

n’ a soma do numero de colénias de leveduras contadas nas placas da suspensdo-mae ou da diluicdo
considerada;

nj, n2,n3,.. as somas do nimero de coldnias de cada género, espécie ou grupo de bolor, quando
identificado, que prefazem na totalidade a soma n;

d o factor da diluigdo em relacdo a qual se efectuou a contagem,

O numero de colénias de bolores e leveduras por mililitro (produto liquido) ou por grama (cutro produto) é:
(n+n’)xd

o niimero de colénias de bolores por grama ou mililitro do produto é:

nxd

o numero de coldnias de leveduras por grama ou mililitro do produto é:

n’ xd

o numero de colénias de cada género, espécie ou grupo de bolor, quando identificados, por grama ou
mililitro presentes na amostra ¢ respectivamente:

np xd

ny xd

n3 xd
Arredondar os resultados obtidos a dois algarismos significativos.
Para isso, se o ultimo algarismo for inferior a 5, o algarismo precedente ndo ¢ modificado; se o ultimo

algarismo for igual ou superior a 5, o algarismo precedente ¢ aumentado de uma unidade. Proceder deste
modo até obter 2 algarismos significativos.

Referir como resultado o niimero de colénias de bolores e/ou leveduras por mililitro (produtos liquidos) ou
por grama (outros produtos), expresso por um numero compreendido entre 1,0 e 9,9 multiplicado pela
poténcia apropriada de 10.
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10.2 Cilculo de pequenos niimeros

Se as placas semeadas a partir-da amostra (produtos liquidos) ou da suspensao-mae (outros produtos) nio
contiverem nenhuma colénia de bolor e/ou levedura, apresentar os resultados da seguinte forma:

Produtos liquidos - inferior a 1 colénia por mililitro.
Outros produtos — inferior a 1 x 1/d coldnias por grama, em que

d ¢ o factor de diluigdo da suspensdo-mae

11 Relatoério de ensaio

O relatério de ensaio deve indicar o método utilizado, e os resultados obtidos. Para além disso, deve referir
odos os pormenores da técnica nao especificados na presente Norma, assim como eventuais factores
susceptiveis de influenciarem os resultados.

O relatério de ensaio deve conter todas as informagdes necessarias para a identificagido da amostra.

12 Bibliografia
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This document is currently submitted to the Formal Vote.
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1 Scope

This Standard is applicable to the determination of zearalenone in animal feed at concentrations from
30 pg/kg to 3 000 pg/kg.

2 Normative reference(s)

The following referenced documents are indispensable for the application of this document. For dated
references, only the edition cited applies. For undated references, the latest edition of the referenced
document (including any amendments) applies:

EN 1SO 3696, Water for analytical laboratory use - Specification and test methods (ISO 3696:1987)

3 Principle

Zearalenone is extracted from the commodity using organic solvent. The solvent extract is then diluted
with phosphate buffered saline to give an aqueous extract which is applied to an immunoaffinity
column containing antibodies specific for zearalenone. The analyte is isolated, purified and
concentrated on the column and removed from the antibodies with elution solvent. Zearalenone is
quantitatively determined by high performance liquid chromatography (HPLC) with fluorescence
detection.

4 Reagents
During the analysis, unless otherwise stated, use only reagents of recognised analytical grade and

only distilled water or water of grade 1 as defined in EN ISO 3696. Solvents shall be of quality for
HPLC analysis.

4.1 Acetonitrile

WARNING — Acetonitrile is hazardous and handling shall be carried out inside a fume
cupboard. Appropriate safety equipment (lab coat, goggles, aloves) shall be worn.

4.2 Methanol, technical grade

WARNING — Methanol is hazardous and handling shall be carried out inside a fume cupboard.
Appropriate safety equipment (lab coat, goggles, gloves) shall be worn. Samples shall be
blended using an explosion proof blender.

4.3 Methanol, HPLC grade

WARNING — Methanol is hazardous and handling shall be carried out inside a fume cupboard.
Appropriate safety equipment (1ab coat, goggles, gloves) shall be worn. Samples shall be
blended using an explosion proof blender.
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4.4 Sodium chloride

4.5 Disodium hydrogen orthophosphate
4.6 Potassium dihydrogen phosphate
4.7 Potassium chloride

4.8 Hydrochloric acid (32%)
WARNING — Hydrochloric acid is hazardous and handling shall be carried out with the

necessary precaution inside a furie cupboard. Appropriate safety equipment (lab coat, goggles,
gloves) shall be worn.

4.9 Phosphate buffered saline (PBS)
Dissolve 8 g sodium chloride (4.4), 1,2 g disodium hydrogen orthophosphate (4.5), 0,2 g potassium

dihydrogen phosphate (4.6) and 0,2 g potassium chloride (4.7) in 1 | of distilled water. Adjust the pH to
7.4 with hydrochloric acid (4.8).

NOTE Commercially available phosphate buffered saline tablets with equivalent properties may be used.
4.10 Extraction solvent, methanol/water = 75+25 parts by volume

Mix 75 parts per volume methanol (4.2) with 25 parts per volume of water

4.11 Washing solvent, methanol/PBS =15 + 85 parts by volume

Mix 15 parts per volume methanol (4.3) with 85 parts per volume PBS (4.9).

4.12 Injection solvent for HPLC analysis, methanol/water = 50+50 parts by volume

Mix 50 parts per volume methanol (4.3) with 50 parts per volume water.

4.13 HPLC mobile phase, methanol/water = 75+25 parts by volume

Mix 75 parts per volume methanol (4.3) and 25 parts per volume water. Mix well and degas.

4.14 Zearalenone, minimum purity of 98%

WARNING — Zearalenone is an oestrogenic compound and shall be treated with extreme
caution. Gloves and safety glasses shall be worn at all times and all standard and sample
preparation stages shall be carried out in a fume cupboard.

4.15 Zearalenone (ZON) stock solution
10 ug Zearalenone per miliilitre of Acetonitrile. tAﬂo Artadaacg

May be prepared by the following: Add 4,0 ml of acetonitrile (4.1) to 5 mg of zearalenone (4.14) for a
standard solution of 1,25 mg/ml. Dilute 800 pl of the 1,25 mg/ml standard solution to 5,0 ml with
acetonitrile (4.1) for a standard solution of 200 ug/ml. Dilute 250 pl of the 200 ug/ml standard solution
to 5,0 ml of acetonitrile (4.1) to create the stock solution of 10 pg/ml.
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To determine the exact concentration record the absorption curve of this 10 ug/ml stock solution with
the spectrophotometer (5.26) in the range of 200 nm to 300 nm in a 1 cm quartz cell with acetonitrile
(4.1) as reference. Determine the absorption of the second maximum at A =274 nm. Calculate the
mass concentration of zearalenone, pzop, in micrograms per millilitre using equation 1:

A XM X100
Poon™=— g M
xxd
where:
Amax is the absorption determined at the second maximum of the absorption curve (here: at
274 nm)
M is the molar mass of zearalenone (M = 318,4 g/mol);
K is the molar absorption coefficient of zearalenone in acetonitrile (4.1) (here: 1262 m?/mol +
1 m%mol [1]); —
d is the optical path length of the quartz cell in centimetres (here: 1 .cm).
. o
\2& Store standard solutions at belo@
4.16 ZON spiking solution g 73/
The calibrated stock solution, see (4.15). This solution is stable for 2 months if stored at below —18°C.

w‘
4.17 ZON working solution '
L
Transfer an aliquot of the calibrated stock solution (4.15), equivalent to 10 ug of ZON, into a volumetric
flask (5.11). Add acetonitrile (4.1) to make the total volume up to 5 ml. This is a 2 pg/ml working
solutioni. This solution is stable for 2 months if stored at below —18°C. / T

4.18 ZON Calibration solutions for HPLC

Prepare 5 HPLC calibration solutions in separate 10 ml volumetric flasks (5.11) by pipetting the
volumes shown in Table 1 below. Make up each standard to volume (10 ml) with injection solvent for
HPLC (4.12). b

.l g
Table 1 — Preparation of calibration solutions

Calibration Volume of ZON working Mass concentration of
o solution solution (4.17) calibration solution
ul — ng/ml = :
. ¢ e A
q.450 L 1 50 () ¢;) 10 -
q,%¢Sv 2 250 |06« 50
4,550 3 450 (s 4 1 90
q. 3650 4 B50 (1% 130
L 1SD 5 850 (1% ) 170
\ | @
T e Ls3h Rl ot ceibnecce o
1
6 : 3 :
(I 1 ! { i
- ; 2 [
i GG { a0 }\
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The procedures above for standard preparation can be performed either by the use of pipettes or
calibrated glassware as available.

4.19 Immunoaffinity column

The immunoaffinity (IA) column contains antibodies raised against zearalenone. The column shall
have a capacity of not less than 1 500 ng of zearalenone and a recovery of not less than 70% when
75 ng of zearalenone are applied in 10 ml of washing solvent (4.11).

5 Apparatus

Usual laburatory equipment and in particular the following:

5.1 Analytical balance, with d=0,001g or better

5.2 Horizontal or vertical shaker

5.3 Homogeniser/ High Speed Blender

5.4 Vortex Mixer, or equivalent

5.5 pH meter t

5.6 Mill (various screens)

5.7 Tumble mixer

5.8 Glass vials, various sizes

5.9 Graduated pipettes, with volumes of 5 ml and 50 ml

5.10 Graduated cylinders with and without stoppers, with volumes of 5 ml and 250 ml
5.11 Volumetric flasks, with volumes of 3 ml, 5 ml 2"2,1_9,'3‘,!

5.12 Beaker, 250 ml

.43 Conical or screw cap flasks, with alumes of 100 ml and 250 ml to 500 ml
5.14 Glass funnels, of appropriate size

5.15 Folded filters, cellulose ‘Cii’i“’“ pore size) for the glass funnels (5.14)

5.16 Filter disks, binder-free glas microfibre (<2 um pore size) of appropriate size for the solvent
vacuum filtration system (5.22)

5.17 Pipettors or gas-tight glas syringes, with a volume of 100 pl, 500 pl and 1 000
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5.18 Vacuum manifold or Automated SPE Vacuum System, capable of accommodating the
immunoaffinity columns

5.19 Reservoirs, of appropriate volume with attachments to fit the immunoaffinity columns

5.20 Plastic syringes, 5 ml

5.21 Vacuum pump, capable of generating sufficient vacuum for the solvent vacuum filtration
system (5.22)

5.22 Solvent vacuum filtration system, fitted with glass microfibre filter (5.16)

5.23 HPLC syringe filter unit, polyamide (nylon) with 0,45 um pore size

5.24 Ultrasonic bath

5.25 HPLC apparatus, comprising the following:

5.25.1 Injection system, manual or autosampler, with loop suitable for 100 pl to 300 pl injections

5.25.2 Pump, isocratic, pulsation-free, capable of maintaining a volume flow rate of 0,5 ml/min to 1,5
mi/min ;

5.25.3 Analytical reversed phase HPLC column,

Generally every RP-column is suitable that allows a sufficient separation of zearalenone from other
interfering components. For example Phenomenex ODS3-Prodigy (150 mm x 4,6 mm i.d.), 5 um
particle size, 250 A pore size, or Spherisorb ODS2-Excel (250 mm x 4,6 mm i.d.), 5 pm particle size,
250 A pore size have been found to be suitable.

5.25.4 Pre-column (optional), appropriate for the analytical column used

5.25.5 Fluorescence detector, fitted with a flow cell and suitable for measurements with excitation
wavelength of 274 nm, and emission of 446 nm

5.25.6 Data system, integrator or PC workstation

5.26 UV spectrophotometer, for checking the concentration of the stock solution (4.15)

6 Procedures

6.1 Sample preparation

It is important that the laboratory receives a sample which is truly representative and has not been
damaged or changed during transport or storage. Samples should be taken and prepared in
accordance with European legislation where applicable [2]. Samples should be finely ground and
thoroughly mixed using a mill (5.6) and a tumble mixer (5.7) or another process that has been
demonstrated to give complete homogenisation before a test portion is removed for analysis.

In all instances if the sample has been frozen allow it to thaw completely before sampling. Stir the
sample thoroughly before removing an analytical test portion.
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6.2 Extraction

Weigh 20,00 g (recorded to 2 decimal places) test portion into a screw cap flask of 250 ml to 500 mi
(5.13). Add 150 ml extraction solvent (4.10). Mix briefly by hand to obtain a homogeneous suspension
then either shake for 1 hour on a shaker (5.2), or sonicate for 15 minutes in an ultrasonic bath (5.24)
and shake on a shaker (5.2) for another 15 minutes.

Filtrate extract through folded filter paper (5.15) and collect the extract in a screw cap flask of 100 ml
(5.13). Transfer exactly 30 ml (or 3 ml in case of results above 500 pg/kg, see section 8) of the filtered
extract into a 250 ml graduated cylinder with stopper (5.10). Dilute the extract in the cylinder with PBS
(4.9) to the 150 ml mark. Mix and filtrate approximately 20 ml of this diluted extract through a glass
microfiber filter (5.16) into a glass beaker by applying a slight vacuum (5.22). Do not apply too strong a

vacuum in the beginning of the Tiltration process, as this can lead to turbid filtered extracts after
filtration. Discard these 20 ml and filtrate another approximately 70 ml for analysis.

Proceed immediately with the immunoaffinity column cleanup procedure (6.3).
s et T Tl

6.3 Immunoaffinity Clean-up

Connect the immunoaffinity column (4.19) to the vacuum manifold (5.18) and attach a reservoir (5.19)
to the top of the immunoaffinity column. Precondition the immunoaffinity column (4.19) with 20 mi of
PBS (4.9) using a flow rate of 3 ml/minute to 5 mi/minute. Pipette 50 ml of the filtered and diluted
sample extract (6.2) into the reservoir. Let the extract pass through the column by gravity at a steady
flow rate until all the extract has passed and the last solvent portion reaches the frit of the column.
The flow rate should be 1 drop/§econd to 2 drops/second.

After the extract has passed through the column wash the column with 5 ml of washing solvent (4.11)
followed by 15 ml of water at a rate of 1 drop/second to 2 drops/second.

Remove residual water from the column (4.19) by passing 3 mi of air or nitrogen through the column (1
second to 2 seconds). Discard all the eluates from this stage of the clean-up procedure.

6.4 Preparation of the test solution

Place a 5 ml graduated cylinder (5.10) or a 3 ml volumetric flask (5.11) under the column and pass
0,75 ml of methanol (4.3) through the column, collecting the eluate. After the last drops of methanol
have passed through the column allow the methanol to remain on the column for approximately
1 minute. Then add another 0,75 ml of methanol (4.3) and continue to collect the eluate. Carefully
pass air through the column in order to collect any residual methanol.

Fill the graduated cylinder/volumetric flask to the 3 ml mark with water and mix. After mixing check
volume again and adjust if necessary. In case of turbid samples filtrate the test solution through a
HPLC syringe filter unit (5.23) with a plastic syringe (5.20) before injection.

NOTE Alternatively to the manual procedure (6.4) the immunoaffinity clean-up and elution may be performed
with an automatic sample preparation unit, provided that volumes and flow rates remain unchanged.

6.5 Spiking procedure

To determine the recovery spike a zearalenone-free representative material with the ZON spiking
solution (4.16). The spiking level should be within the calibration range (preferably mid-range). Leave
the spiked sample to stand for a minimum of 30 minutes to ensure evaporation of the solvent.

ey —
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7 HPLC determination

7.1 Calibration graph

Prepare a calibration graph at the beginning of every day of analyses using the ZON calibration
solutions (4.18). Establish the calibration curve prior to the analyses of test samples by plotting the
concentration of ZON [ng/ml] (x-axis) against the peak signal as area or height (y-axis), determine
slope and possible intercept with linear regression, and check for linearity using appropriate
diagnostics.

7.2 Determination of zearalenone in test solutions

Inject aliquots of the test solutions (6.4) into the chromatograph using the same conditions used for the
preparation of the calibration graph.

7.3 Peak identification

Identify the zearalenone peak in the test solution by comparing the retention time with that of the
nearest HPLC calibration solution (4.18) injected during the HPLC analyses batch. The concentration
of zearalenone in the test solution must fall within the calibration range. If the zearalenone level in the
solution exceeds the concentration of the highest calibration solution the test solution shall be diluted
with HPLC diluent to bring it within calibration range and be reanalysed. The dilution factor must be
incorporated into all subsequent calculations.

7.4 HPLC operating conditions ,

When the column specified in 5.25.3 and the mobile phase specified in 4.13 were used, the following
settings were found to be appropriate.

Flow rate mobile phase (column):
Fluorescence detection, emission wavelength:

Fluorescence detection, excitation wavelength:

0,7 ml/min to 1,0 ml/min;
446 nm to 450 nm,;

274 nm to 275 nm;

Injection volume: . . 100 plto 300 pl TR B P

8 Calculations
Determine from the calibration graph the mass concentration in ng/ml of the zearalenone in the aliquot
of test solution injected onto the HPLC column.

Calculate the mass fraction of zearalenone, wzoy, in nanograms per gram or micrograms per kilogram
to one decimal place using the equation below:

Vs ViV

Wion = Cpoy X — X 2% L )
Vs Va2 mg

where

Cz0N is the mass concentration of Zearalenone as determined from calibration (7.1);

Vs is the volume of the test solution (3,0 ml; 6.4);

Vy is the volume of the aliquot of diluted filtered extract applied to the immunoaffinity column

(50 ml; 6.3);
10
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Vs is the total volume of the diluted filtered extract (150 ml; 6.2);

13 is the volume of the aliquot of extract used for dilution (30 ml or 3 ml; 6.2);
14 is the total volume of the extraction solvent (150 ml; 6.2),

ms is the mass of the extracted sample (m;= 20 g);

The above equation can be simplified if the described masses and volumes have been used:
x2.25 (30 ml of extract were diluted) 3)

Waon = Czon

Should the above calculation render a value above 500 then a new dilution of 3 ml of the sample
extract should be prepared (see section 6.2). The simplified equation is then as follows:

Woon = Caon X 22.5 (3 ml of extract were diluted) (4)

9 Precision

9.1 Interlaboratory study

Details of an interlaboratory study on the precision of the method are given in [3]. The values derived
from this interlaboratory study may not be applicable to concentration ranges and/or matrices other
than those shown. ¢

9.2 Repeatability

The absolute difference between two single test results found on identical test materials by one
operator using the same apparatus within the shortest feasible time interval will exceed the
repeatability limit 7 in not more than 5% of the cases.

The values are:

; = 31,5 pg/kg r=5,0 yg/kg (naturally contaminated)
; =69,7 pa/kg r=13,8 pg/kg (naturally contaminated)
X =307 pglkg r= 81,7 ug/kg (naturally contaminated)
X = 87,4 yg/kg r=19,1 pglkg (fortified)

¥ =126 pglkg r= 29,8 pg/kg (fortified)

9.3 Reproducibility

The absolute difference between two single test results on identical test materials reported by two
\aboratories will exceed the reproducibility limit R in not more than 5% of the cases.

The values are:

x = 31,5 pg/kg R = 15,2 ug/kg (naturally contaminated)

1"
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X =

X =

69,7 pug/kg R = 31,8 pg/kg (naturally contaminated)

307 pg/kg R = 133 pg/kg (naturally contaminated)

X =87,4 pglkg R = 52,5 pg/kg (fortified)

X =

126 pglkg R = 62,6 pg/kg (fortified)

10 Test report

The test report shall contain the following data:

a)

b)
c)
d)
e)
f)

9)
h)

i)

12

information necessary for the identification of the sample (kind of sample, origin of sample,
designation);

a reference to this European Standard;

the date and type of sampling procedure (if known);

the date of receipt;

the date of test;

the test results and the units in which they have been expressed,
whether the repeatability has been verified;

particular points observed in the course of the test;

operations not specified in the method or regarded as optional, which might have effected the
results.
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The following data were obtained in interlaboratory studies [3] according to AOAC Guidelines for

collaborative study procedures to validate characteristics of a method of analysis [4].

Table A.1 — Precision data

Sample Animal feed
Year of inter-laboratory study 2005 2005 2005 2005 2005 |~ 2005
Number of laboratories 14 15 15 15 15 15
Number of laboratories retained after 14 15 15 12 14 15
eliminating outliers
Number of outliers (laboratories) 0 0 0 3 1 0
Number of accepted results 14 15 15 12 14 15
Mean:valie ; ug/kg 87,4 126,0 <20 31,5 69,7 307
Repeatability standard deviation s, 6,8 10,7 na? 1,8 50 29,2
ug/kg
Coefficient of variation of 7.8 8,5 na.t 57 7.1 95
repeatability CV(r), %
Repeatability limit r, pofkg b 19,1 29,8 na.’ 5,0 13,8 81,7
Reproducibility standard deviation sg, 18,7 224 na® 55 1.4 47,5
ug/kg
Coefficient of variation of 21,4 gl na?t 17,3 16,3 15,5
reproducibility CV(R), %
HorRat value 0.9 0.8 na.’ 0.6 0.7 0.8
Reproducibility limit R, pg/kg © 52,5 62,6 n:ai® 152 31,8 133
Recovery, % 75 72 na.? na. n.a. n.a.
a - n.a.: not applicable
b-r=28xs,
c-R=28xsg

13
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Table A.2 — Material composition

Test Material Ingredient Amount (kg) Composition?
. peas, soy, wheat, barley, tapioca,
Com;?ou(;\d Pig 4.4 cabbage seeds , animal fat, corn,
ee calcium carbonate
c d rabbit wheat, alfalfa, sunflower seeds,
ompc:un d ra 22 cabbage seeds, straw molasses,
Blank 8 barley, roasted soy
Compound horse 29 Barley flakes, oat, cornflakes, oil,
feed ! alfafla, pellets of grass fibres
Compound barley, wheat, oat, several cereals,
: 22 :
chicken feed oil corn
Alfafla 1,0 alfafla
peas, soy, wheat, barley, tapioca,
Cqm;f:ougd 3,0 cabbage seeds , animal fat, corn,
paies calcium carbonate
Corn 2,6 corn, blank
Leveld Compound wheat, alfalfa, sunflower seeds,
bbi‘t) faed 1.5 cabbage seeds, straw molasses,
12 ' barley, roasted soy
Corn 0,6 corn, contaminated
Wheat 0,2 wheat, contaminated
Corn 25 corn, blank
Compound peas, soy, wheat, barley, tapioca,
pig feed 15 cabbage seeds , animal fat, corn,
calcium carbonate
c und wheat, alfalfa, sunflower seeds,
%rgift)?ee d 1,5 cabbage seeds, straw molasses,
Level 2 ke barley, roasted soy
Compound horse 05 oat, barley flakes, cornflakes, peas,
muesli i molasses, plant oil
Compound 05 meat 14%, cereals14%, sugar, oil,
dog feed 2 minerals, carrots 4%
Alfalfa 0,5 Alfalfa (luzerne)
Corn 0,5 corn, contaminated
Level 2 2 (see “Level 2")
Level 3 i
Compound pig 5 pesz, soy, wt:jeat, bgrley, tapioca,
feed cabbage seeds animal fat, corn,
calcium carbonate

1 1n decreasing amounts.

14
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Foreword

This document (FprEN 15791:2009) has been prepared by Technical Committee CEN/TC 327 “Animal
feeding stuffs”, the secretariat of which is held by NEN.

This document is currently submitted to the Formal Vote.

WARNING — The use of this standard can involve hazardous materials, operations and equipment.
This standard does not purport to address all the safety problems associated with its use. It is the
responsibility of the user of this standard to establish appropriate safety and health practices and
determine the applicability of regulatory limitations prior to use.
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1 Scope

This Standard is applicable to the determination of deoxynivalenol (DON) in animal compound feed at
concentrations of 150 ug/kg up to at least_iO_(_);O ugrkg.

2 Normative reference(s)

The following referenced documents are indispensable for the application of this document. For dated
references, only the edition cited applies. For undated references, the latest edition of the referenced
document (including any amendments) applies:

EN SO 3696, Water for analytical laboratory use - Specification and tést methods (/SO 3696:1987)

3 Principle

Deoxynivalenol (DON) is extracted from the commodity using water. The aqueous extract is then cleaned
up with an immunoaffinity column to remove impurities from the sample. Subsequently DON is
quantitatively determined by HPLC with UV detection.

4 Reagents

During the analysis, unless otherwise stated, use only reagents of recognised analytical grade and only

double-distilled water or water of grade 1 as defined in EN 1SO 3696. Solvents shall be of quality for
HPLC analysis.

4.1 Acetonitrile

WARNING — Acetonitrile is hazardous and handling shall be carried out inside a fume cupboard.
Appropriate safety equipment (lab coat, goggles, gloves) shall be worn.

4.2 Deoxynivalenol (DON), with a minimum purity of 97%

WARNING — Deoxynivalenol is highly toxic. Gloves and safety glasses shall be worn at all times
and all standard and sample preparation stages shall be carried out in a fume cupboard.

4.3 Methanol

WARNING — Methanol is hazardous and handling shall be carried out inside a fume cupboard.
Appropriate safety equipment (lab coat, goggles, gloves) shall be worn.

4.4 Glacial acetic acid

WARNING — Glacial acetic acid is hazardous and handling shall be carried out inside a fume
cupboard. Appropriate safety equipment (lab coat, goggles, gloves) shall be worn.

4.5 Mobile Phase

Mix 15 parts per volume of methanol (4.3) with 84,9 parts per volume of water and 0,1 parts of glacial
acefic acid (4.4). The exact amount of methanol used and whether acetic acid will have to be used
depends on the HPLC column chosen for analysis and must be adjusted if necessary. Degas this solution
before use. .
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4.6 Wash Solvent

Mix 50 parts per volume of methanol (4.3) with 50 parts per volume of water. A

4.7 DON stock solution
259‘;59 Deoxynivalenol per ml of Acetonitrile.

May be prepared by the following: Add 4,0 ml of acetonitrile (4.1) to 5 mg of DON (4.2) for a solution of
1,25 mg/ml. Dilute 1 000 pl of the 1,25 mg/ml solution to 5,0 ml with acetonitrile for the stock solution of
250 pg/ml. Dilute 200 ul of the 250 ug/ml stock solution in a 2,0 ml volumetric flask (5.11) with acetonitrile
to create a diluted stock solution of 25 ug/mil.

To determine the exact concentration record the absorption curve of this 25 jug/mi diluted stock solution
with the spectrophotometer (5.15) in the range of 200 nm to 270 nm in a 1 cm quartz cell with acetonitrile e(
(4.1) as reference. Determine the absorption at 220 nm. Calculate the mass concentration of

deoxynivalenol, p, . in micrograms per millilitre using equation 1:

A xXMx100
pDON(~ 25/18/’”])=mx— M
Kxd
where: g
Amax is the absorption determined at the maximum of the absorption curve (here: a{ 220 nm);
M is the molar mass of deoxynivalenol (M = %)6,3 g\lmol);
K is the molar absorption coefficient of deoxynivalenol in acetonitrile (4.1),
(here: 68T m%mol + 12,6 m?mol [1]);
d is the optical path length of the quartz cell in centimetres (here: 1 cm).

Calculate the exact concentration of the 250 pg/ml stock solution by the following equation:

Prow (~ 25048 | ml)=p, (~ 25ug / mi)x10 (2)

s : |
Stock solution may be stored in the dark for up to 3 months at 4°C to 8°C or at least 6 months at below
-18 °C. T
NOTE Stock solution preparation can be carried out gravimetrically by accurately weighing the DON standard
material and the solvent used to dissolve it. =

4.8 DON spiking solution
Y GOOLUh L AR = A G A
Pipette an aliquot of the calibrated DON stock solution (4.7), equivalent to 500 ug DON, into a 5ml__ b/
volumetric flask (5.11). Make up to the mark with acetonitrile (4.1). This will result in the spiking solution of
100 pg/ml.

4.9 DON working solution

Piizette an aliquot of the calibrated diluted DON stock solution (4.7), equivalent to 50 ug DON, into a 5ml
volumetric flask (5.11). Make up to the mark with acetonitrile {4.1). This will result in the DON working
solution of 10 ug/mil.

pi-ca
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4.10 DON Calibration solutions

Calibration solutions are prepared from the 10 pg/ml DON working solution (4.9). For example, add the
volumes of 10 pg/ml DON working solution (4.9) shown in the table below into 10 ml volumetric flasks
(5.11). Fill the flasks up to the mark with mobile phase (4.5). Deviations are permissible as long as the
lowest level is above the limit of detection, the highest level does not lead to saturation of the detector
signal, and there are at least two more levels equidistantly in between.

Table 1 — Preparation of standard solutions

Calibration | DON Working solution DON concentration
solution (4.9) ng/ml
()
1, 450 450
2 375 375
3 300 300
4 225 225
5 150 150
6 75 75

4.11 DON immunoaffinity clean-up columns

The immunoaffinity (IA) column contains antibodies raised against deoxynivalenol. The column shall have
a capacity of not less than 2 500 ng of DON and shall give a recovery of not less than 70% when 25 ng of
DON are applied in 1 ml to-2 ml of water (depending on manufacturer’s instructions).

5 Apparatus

Usual laboratory equipment and in particular the following:

5.1 Analytical balance, with d=0,001g for sample weighinb, with d=0,01mg for gravimetrical
preparation of the DON stock solution (4.7)

5.2 Homogeniser/ High Speed Blender

5.3 Laboratory shaker

5.4 Vortex Mixer, or equivalent

5.5 Mill (various screens)

5.6 Tumble mixer

5.7 Screw cap flasks, with volumes of 250 ml and 500 ml
5.8 Funnels, of appropriate size

59 Filt_er, cellulose with ca. 30 pim pore size
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5.10 Filter, binder-free glass microfiber with ca. 2 ym pore size

5.11 Volumetric flasks, with volumes of 2 ml, 5 ml, and 10 ml

5.12 Graduated pipettes, with volumes of 1 ml and 5 ml

5.13 Adjustable Pipettors or gas-tight glass syringes, with volumes of 100 ul and 1 000 pl
5.14 HPLC system consisting of:

514.1 Pump, capable at least of generating binary gradients, pulsation-free, at flows appropriate for the
analytical column

5.14.2 Analytical column

Any column which allows for sufficient separation of deoxynivalenol from other interfering components is
suitable. Examples are: Phenomenex ODS3-Prodigy (15 cm x 4,6 mm i.d.), 5 um particle size, 100 A
pore size, Octadecylsilane (ODS) 250 mm x 4,6 mm L.D., 3 pm particle size, 80 A pore size, Octadecy!

./ (C18) 25_9!(".7.‘ x 4,6 mm I.D., 5 ym particle size, 180 A pore size

5.14.3 Pre-column (optional), appropriate for the analytical column used

5.14.4 Autosampler, capable of injecting appropriate volumes with sufficient repeatability

5.14.5 UV detector, capable of measuring at 220 nm

5.14.6 Data collection system

5.15 UV spectrophotometer, for checking the concentration of the DON stock solution (4.7)
5.16 Reservoirs, of appropriate size with adaptors to fit the immunoaffinity columns

5.17 Glass vials, of appropriate size for autosampler (5. 1‘4.4) but with minimum volume of 2,0 ml
5.18 Syringe filter unit, polyamide (nylon) with 0,45 pm pore size

5.19 Evaporator, capable of maintaining 50°C with a steady stream of air or nitrogen

6 Procedure

6.1 Sample preparation

It is ninortant that the laboratory receives a sample which is truly representative and has not ceen
damaged oi changed during transport or storage. Samples should be taken and prepared in accordance
with European legislation where applicable [2]. Samples should be finely ground and thoroughly mixed
using a mill (5.5) and a tumble mixer (5.6) or another process that has been demonstrated to give
complete homogenisation before a test portion is removed for analysis.

In all instances if the sample has been frozen allow it to thaw completely before sampling. Mix the sample
thoroughly before removing an analytical test portion.
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6.2 Extraction

Weigh a 25,0 g test portion into a 250 ml or 500 ml screw cap flask (5.7). Add 200 ml of deionised water,
cap and shake for 1 hour with a shaker (5.3).

Prepare a funnel (5.8) with filter paper (5.9). Filtrate the extracted sample into a clean 250 ml or 500 ml
screw cap flask (5.7).

6.3 Immunoaffinity Column Clean-up

Attach a reservoir (5.16) to an immunoaffinity column. Add 8 ml of deionised water. Then transfer 2,0 ml of
the filtered extract (see above; 0,5 ml in case of analytical results above 4 000 pg/kg; see section 8) into
the reservoir (5.16). Allow this solution to pass slowly through the column by gravity at a rate of 1 drop/s to
2 drops/s. When the extract has passed completely through the immunoaffinity column, pass 5 mi of
deionised water through the column. Remove residual liquid by passing nitrogen or air through the column
for about 5 seconds. Discard all the eluates from this stage of the clean-up procedure.

Finally, place a HPLC autosampler vial (5.17) under the column and pass 0,5 ml of methanol (4.3) through
the column by gravity collecting the eluate. After the last drops of methanol have passed through the
column allow the methanol to remain on the column for approximately 1 minute. Then add another 1,0 mi
of methano! (4.3) and continue to collect the eluate. Carefully pass nitrogen or air through the column in
order to collect any residual eluate.

NOTE Alternatively to the manual procedure (6.4) the immunoaffinity clean-up and elution may be performed with
an automatic sample preparation unit, provided that volumes and flow rates remain unchanged.

6.4 Preparation of the test solution for HPLC analysis

Place the vial with the eluate in the evaporator (5.19) and carefully evaporate to dryness under nitrogen or
air at ca. 50°C. Immediately afterwards cool the HPLC vial to ambient temperature and reconstitute the
residue with 0,50 ml of HPLC mobile phase (4.5). Mix well with vortex mixer (5.4) for at least 30 seconds to
ensure the residue is completely re-dissolved. In case of turbidity filtrate the test solution through a syringe
filter unit (5.18).

6.5 Spiking procedure

\
To determine the recovery spike a deoxynivalenol-free material with the spiking solutions (4.8). The
spiking leve! should be within the calibration range (preferably mid-range). Leave the spiked sample to
stand for a minimum of 30 minutes to ensure evaporation of the solvent.

7 HPLC determination

7.1 Calibration graph

Prepare a calibration graph at the beginning of every day of analyses by injecting calibraticn solutions
'4.10) at different suitable concentrations into the chromatograph. Establish the calibration curve prior to
analvsis of test namples by plotting the concentration of DON [ng/ml] (x-axis) against the peak signz! as
area or height (y-axis), determine slope and possible intercept with linear regression, and check the plot
for using appropriate diagnostics.

7.2 Determination of deoxynivalenol in the test solution

Inject aliquots of the test solutions into the chromatograph using the same conditions used for the
preparation of the calibration graph.
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7.3 Peak identification

Identify the deoxynivalenol peak in the test solution by comparing the retention time with that of the
nearest HPLC calibration solution (4.10) injected in the HPLC analyses batch. The concentration of
deoxynivalenol in the test solution must fall within the calibration range. If the deoxynivalenol level in the
test solution exceeds the concentration of the highest calibration solution the test solution shall be diluted
with HPLC mobile phase to bring it within calibration range and be reanalysed. The dilution factor must be
incorporated into all subsequent calculations.

7.4 HPLC operating conditions

Using the equipment outlined in 5.14 the following conditions have shown to provide adequate separation:

Injection volume: 100 pl - 300 pl
UV detection wavelength: 220 nm
Flow rate mobile phase (column): 1,0 ml/min

If the HPLC pump delivered mobile phase (4.5) through channel A and wash solvent (4.6) through channel
B the gradient profile would look as follows:

Time [min] Channel A [%] Channel B [%}

Oto15 100 0
15t0 25 0 100
2510 35 100 0
NOTE Mobile phases prepared with acetonitrile and water have also been shown to be suitable alternatives.

Such mobile phases may be used provided sufficient separation is achieved.

8 Calculation
Determine from the calibration graph the mass concentration in ng/ml of the deoxynivalenol in the test
solution injected onto the HPLC column.

Calculate the mass fraction of deoxynivalenol, wpoy, in nanograms per gram or micrograms per kilogram
to one decimal place using the equation below:

WpoN = Cpox X Iy X A, (3)
Voo mg
vhere
CDON is the mass concentration of deoxynivalenol as determined through calibfation (7.1,
Vs is the total volume of the test solution (0,5 ml; 6.4);
Vs is the volume of the aliquot of extract used for clean-up (2,0 mlor 0,5 ml; 6.3);
" is the total volume of the extraction solvent (200 ml; 6.2);
Ms is the mass of the extracted test portion (ms;= 25,0 g; 6.2);

The above equation can be simplified if the described masses and volumes have been used:
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Wpon = Cpon X2 (2 ml of extract were cleaned-up) (4)

Should the above calculation render a value above 500 then a new clean-up with 0,5 ml of the sample
extract should be prepared (see section 6.3). The simplified equation is then as follows: ,

Woon = Cpoy X8 (0,5 ml of extract were cleaned-up) (5)

9 Precision

9.1 Interlaboratory study

Details of an interlaboratory study on the precision of the method are shown in [3]. The values derived
from this interlaboratory study may not be applicable to concentration ranges and/or matrices other than
those given.

9.2 Repeatability

The absolute difference between two single test results found on identical test materials by one operator
using the same apparatus within the shortest feasible time interval will exceed the repeatability limit r in not
more than 5% of the cases.

X =229 uglkg =875 palkg
X =401 uglkg r=97,2 ug/kg
X =188 uglkg r=31,9 pg/kg
X =505 pglkg r=233,2 palkg
X =1013 uglkg r=232,9 palkg

\
9.3 Reproducibility

The absolute difference between two single test results on identical test materials reported by two
laboratories will exceed the reproducibility limit R in not more than 5% of the cases.

X =229 uglkg R =100,6 pg/kg
¥ =401 pg/kg R =184,7 uglkg
X =188 pgikg R =132,8 pg/kg
¥ =505 pglkg R =329,2 yg/kg
X =1013 pg/kg R =299,0 pg/kg

10 Test report

The test report shall contain the following data:

10
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a)

b)
c)
d)

e)

9)
h)

FprEN 15791:2009 (E)

information necessary for the identification of the sample (kind of sample, origin of sample,
designation);

a reference to this European Standard;

the date and type of sampling procedure (if known);

the date of receipt;

the date of test;

the test results and the units in which they have been expressed;
whether the repeatability has been verified;

particular points observed in the course of the test;

operations not specified in the method or regarded as optional, which might have affected the results.

1"
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Annex A
(informative)
Precision data
The following data were obtained in an interlaboratory study [3] according to AOAC Guidelines for

collaborative study procedures to validate characteristics of a method of analysis [4].

Table A.1 — Precision data

Sample Animal Animal | Animal | Animal | Animal | Animal feed
P feed feed feed feed feed
Year of inter-laboratory study 2005 2005 2005 2005 2005 2005
Number of laboratories 1 1 13 13 13 12
Number of laboratories retained
after eliminating outliers 10 10 12 1 13 12
Number of outliers (laboratories) 1 1 1 2 0 0
Number of accepted results 10 10 12 1 13 12
Mean value x , ng/kg 229 401 <30 188 505 1013
Repeatability standard deviation
Sr, 1g/kg 31,2 34,7 na.’® 11,4 83,3 83,2
Coefficient of variation of 13,7 87 na.’ 6,1 16,5 8,2
repeatability, CV(r), %
'}

Repeatability limit r #, ug/l 87,5 97,2 na’ 319 2332 2329
Reproducibility standard 35,9 66,0 na;:° 47,4 117,6 106,8
deviation sg, ug/kg
Coefficient of variation of
reproducibility, CV(R), % 15,7 16,5 na.’t 252 233 10,5
HorRat value 0,8 0,9 na.’® 1,2 1,3 0,7
Reproducibility limit R b, ug/! 1006 184,7 na.® 132,8 329,2 299,0

c c c c
Recovery, % 100 93 n.a. n.a. n.a. n.a.

a-r=28xs;
b-R=28xsr
¢ —not applicable

12
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Table A.2 — Material composition

Test Material Ingredient Amount (kg) Composition?
Oats (peeled) 1.5 Oats
Oats (black) 1.5 Oats
Blank Soya beans 15 Soya
Rabbit feed 1.5 Mixed cereals, carrots
) ) Sunflower seeds, maize, oats,
Bird feed mix 3 wheat, wild seeds, linseed
c d pi Peas, soya, wheat, barley, tapioca,
Level 1 om;f:g:g Pig 8 cabbage seeds , animal fat, corn,
calcium carbonate
CoBaind horse Barley flakes, oat flakes, maize
Level 2 P feed 8 flakes, plant oil, alfalfa, horse-mix
ee pellets
Hrseitgs 2 Oat, barley flakes, cornflakes, peas,
molasses, plant oil
Wheat, alfalfa, sunflower seeds,
Rabbit feed 2 cabbage seeds, straw molasses,
barley, roasted soya
Gornboting Bi Peas, soya, wheat, barley, tapioca,
?ee d pig 4 cabbage seeds , animal fat, corn,
Level 3 calcium carbonate
Unknown composition with carrots
MRS SRS a8 i and vitamins A, D3 & E
Alfalfa i Alfalfa
Wheat 0,7 Wheat
Soyalcorn mix 2 Soyalcorn, 50% each

1In decreasing amounts.

13
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Annex B
(informative)
Chromatogram

DON

20 -
mVolts
0
: . . . .
0 10 20
Minutes

Figure B.1 — Naturally contaminated animal feed éample at approximately 2 mg/kg
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Abstract A total of 404 samples of commercial swine feed
from Portugal feed mills were analysed by HPLC methods
for the presence of mycotoxins: 277 samples of feed for
fattening pigs were analysed for ochratoxin A (OTA),
zearalenone (ZEA), and deoxynivalenol (DON), and 127
samples of feed for sows were analysed for ZEA and
fumonisins (FB;+FB,). Concerning feed for fattening pigs,
21 (7.6%) samples were positive for OTA, (2-6.8 pg/kg),
69 (24.9%) were positive for ZEA (5-73 pg/kg), and 47
(16.9%) were positive for DON (100-864 pg/kg). In feed
for sows, the results showed 29.9% of positive samples for
ZEA (5-57.7 pg/kg) and 8.7% positive samples for FB,
and FB, (50-391.4 pg/kg). Co-occurrence of DON/ZEA
was found most frequently, but simultaneous contamination
with OTA/ZEA and OTA/DON was also found.

Keywords Feed - Swine - Ochratoxin A - Zearalenone -
Deoxynivalenol - Fumonisins
Introduction

Cereals are a major source of protein in animal diets,
becoming economically important in the feed chain, due to
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the lack of national supplies and also the fact that their
imports from 3rd countries relies on genetically modified
varieties not always authorised at communitarian level,
which conditions their availability. Those feed materials are
known to be commonly colonised specially by Aspergillus,
Fusarium, Penicillium and Alternaria, and other mould
species, some of which are able to produce a large range of
mycotoxins, which can be hazardous to animal health
(Frisvad and Lund 1993).

Compound feedstuffs have an important role in swine
husbandry, especially in intensive production which totally
depends on them to fulfil animal needs. Although fungi
contamination causes significant economic losses regarding
deterioration of feed, mycotoxin contamination can cause
acute and chronic mycotoxicoses in animals which causes
decreasing swine productive and reproductive indexes, and
also increasing the incidence of viral and bacterial
infections by diminishing of immune response.

OTA is one of the most toxic secondary metabolites
(Jakié-Dimi¢ et al. 2009), known to cause mycotoxic
porcine nephropathy (MPN) (Golinski et al. 1983). OTA
1s also immunosuppressive resulting in higher susceptibility
to subclinical infections (Veldman et al. 1992). DON causes
feed refusal, emesis and growth depression on swine
(Vesonder et al. 1976). DON is also an inhibitor of
protein and DNA synthesis affects food intake, body
welght and suppresses humoral and cellular immune
function (Pestka and Bondy 1990). ZEA has oestrogenic
properties (Gouveia et al. 2005), and clinical manifes-
tations can include vulvar swelling, reddening, rectal and
vaginal prolapse (Rainey et al. 1991). According to
Flowers et al. (1987), sows fed 20 mg of ZEA, presented
prolonged oestrus cycles, and prolonged tax of inter-
estrus, ranging between 28 and 74 days. It also leads to
pseudo-gestation, significant reduction of conception tax,
reduction of the size of the litter and piglets stillborn or
weak (Malekinejad et al. 2006). FB| has been identified as
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a natural cause of pulmonary edema and hepatic syndrome
in swine (Scott 1993).

In Portugal, Martins et al. (2006) analysed mixed-feed
and found 13.5% contaminated samples with ZEA, 30.7%
with DON, while FB, was detected in 19.2% of these
samples. In positive samples, simultaneously contamination
with two or three mycotoxins was detected in 17.3% (9 out
of 52 samples). Martins et al. (2008) conducted a similar
study and reported that 2.1% of swine feed was contami-
nated with OTA, ZEA or DON, though without positive
results for FB;. One result exceeded the European
Commission guidance values (European Commission
2006) for sows and fattening pigs (250 pg/kg).

The prevention of the presence of mycotoxins in feeds
must be ensured by an effective and efficient monitoring,
avoiding the negative effects on swine production, which
are properly documented. Within the European Union,
maximum guidance values of 50 pug/kg for OTA, 900 pg/kg
for DON, 250 pg/kg for ZEA and 5000 pg/kg for FBs have
been set (European Commission 2006).

Materials and methods

Samples of swine feed (for fattening pigs and sows) were
randomly collected from manufacturers located in several
regions of Portugal. Portugal is largely (70%) dependent on
imported feed materials, either from other European Union
member states or from non-EU suppliers. All feed mills or
home-mixers at national level are approved according to
European Union Regulation 183/2005 (European Union
2005) and therefore have a HACCP system implemented.
However, the production conditions of raw materials
obtained, especially of those imported from 3rd countries,
are not thoroughly controlled.

A total of 277 samples of feed for fattening pigs were
analysed for the presence of OTA, ZEA and DON, while
127 samples of feed for sows were analysed for ZEA and
FBs. The selection of different analytes according to the
type of teed resulted from a study made by national experts
on mycotoxins affecting husbandry. Additionally, budget-
ary reasons had to be considered in this mycotoxin
monitoring program.

The samples (approximately 500 g) were taken and
prepared according to the method described by European
Commission Regulation 152/2009 (European Commission
2009), and packed in appropriate containers for further
laboratory analysis. The given data include both complete
and complementary feeds, as samples were collected at feed
mills and on-farm mixers.

The list of ingredients in feed for sows included barley,
maize, colza husks, wheat, wheat husks, soy husks, citrine
pulp, soy oils, molasses, calcium carbonate, dicalcium

@ Springer

phosphate, sodium chloride, oligoelements, vitamins E, A
and D, aminoacids, conservants, anti-oxidants and agglom-
erants. Analytical constituents were labelled as crude
protein (14.0%), crude fats and oils (3.6%), sodium
(0.21%), crude cinder (5.3%), calcium (0.85%), phosphorus
(05%), lysine (61%), methonine (25%).

The ingredients in feeds for fattening pigs were: maize,
wheat, barley, soy husks obtained by extraction, wheat
flour, colza husks obtained by extraction, toasted soy seeds.
calcium carbonate, dicalcium phosphate, sodium chloride,
soy oils, vitamins E, A and D, aminoacids, conservants,
anti-oxidants and aglomerants. Analytical constituents were
labelled as crude protein (17.5%). crude fats and oils (3%).
crude fibre (5%), sodium (017%), crude cinder (6.3%),
calcium (0.85%), phosphorus (0.6%), lysine (1.01%),
methionine (0.28%).

Chemicals

All reagents were of analytical grade. Solvents used for
chromatography were all of analytical grade purity, provid-
ed by VWR (Germany). Standards of OTA, ZEA, DON and
fumonisins was obtained from Sigma Chemicals (Spain).
All reference standards were quantified prior to use by UV
spectrometry. The immunoaftinity columns were purchased
from Vicam L.P. (USA).

Extraction and clean up of the samples

All the samples were finely grounded until they passed
through a No. 20 sieve. The extraction and cleanup
procedure of the samples for the analysis of OTA, ZEA,
DON and FBs, and the conditions of HPLC procedure,
were followed according to the procedures described
below.

HPLC analysis

OTA, ZEA, DON and fumonisins were analysed by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) with fluores-
cence detection for OTA, ZEA and fumonisins, and UV
detection for DON, after immuoattinity column clean-up.
Data were analysed with a computing integrator Merck
Hitachi (Compaq Deskpro).

Analysis of OT4 Was carried out following the method
described by Stroka et al. (2009). The recovery study was
performed using spiking levels of 120-200 pg/kg, recov-
eries were 98—-103%, respectively. Detection limit of the
method was 2 pg/kg.
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Analysis of ZEA Was as described by Draft European
Standard-prEn 15792 2009 (Anonymous 2009b). Working
standards solutions, limit of detection and percentage of
recovery were determined according to the method previously
referred. The limit of detection was 0.005 mg/kg. Recovery
was determined by spiking ZEA standards at levels of 5-100
pne/ke to corn samples, recoveries were 93-96%. Detection
limit of the method was 5 pg/kg.

Analysis of DON Wwas carried out following the method
described by Draft European Standard-prEn 15791 2009
(Anonymous 2009a). Recovery was determined by spiking
DON standards at levels of 100-500 pg/kg to corn samples,
recoveries were 85-98%. Detection limit of the method was

100 pg/ke.

Analysis of FB; and FB, Extraction, purification and
HPLC quantification of FB, and FB> were performed by
the technique described by Shephard et al. (1990).
Recovery was determined by spiking FBs standards at
levels of 100500 png/kg to corn samples, recoveries were
85-98%. The detection limit was 50 pg/kg for FB; and 100
neg/kg for FBa.

Results and discussion

Results of mycotoxin analysis on feedstuffs for sows and
feedstuffs for fattening pigs are shown in Table 1. The data
were not corrected for recovery.

Concerning feed for fattening pigs, OTA was detected in
21 samples (7.6%) with levels ranging from 2 to 6.8 ng/kg
(mean value=3.8 pg/kg). Out of these 21 samples, 7 were
simultaneously contaminated with ZEA (ranging between
5-30 pg/kg). All the values found were very low. DON was
detected in 47 samples with levels of 100-864 pg/kg. Only

Table 1 Mycotoxins in swine feed samples from Portugal

4 samples had contamination values above 500 pg/kg, and
none of the samples had contamination levels above the
maximum guidance levels. Out of these 47 samples, 3 were
simultaneously contaminated with OTA. ZEA was present in
69 samples (24.9%), exclusively at relatively low contamina-
tion levels of 5-73 pg/kg. While co-contamination of samples
with DON and ZEA was found frequently, the co-occurrence
of all three mycotoxins (OTA, ZEA and DON) was present in
only one sample (2.8%).

In feedstuffs for sows, ZEA and FB;+ FB,were
analysed. ZEA was found in 38 samples (29.9%). As
shown in Table 1, 24 samples had contamination levels of
5-20 pg/kg, and 14 had contamination levels of 20—
60 pg/kg. These levels are considered as very low,
compared with the European Union guidance value of
250 pg/kg. FBy was present in 11 samples (8.7%) only,
with levels of 50-390 pg/kg, again well below the
guidance level of 5.000 pg/kg. Co-occurrence of ZEA
and FB; was found in only two samples.

In an earlier survey of feed in Portugal, Martins et al.
(2006) screened Fusarium toxins in feed for different
animal species and found 13% contaminated samples with
ZEA (7.4-61.4 ug/kg), 30.7% with DON (100-253 pg/kg),
and 19.2% with FB; (50-110 pg/kg). In positive samples,
simultaneous contamination with two or three mycotoxins
was detected in 17.3% out of 52 samples. At that time, the
study revealed higher percentages of contaminated samples
with ZEA and higher co-occurrence, but also showed lower
incidence of DON and FB,. In a further study conducted by
Martins et al. (2008), it was reported that 2.1% of swine
feed was contaminated with OTA, ZEA, or DON, though
no positive results for FB; were observed. One result
exceeded the recommended guidance values for sows and
fattening pigs (250 pg/kg). Therefore, data showed an
increasing of positive samples for OTA, ZEA and DON,
but a decrease for FB,.

Parameter Feedstufts for fattening pigs Feedstuffs for sows
OTA ZEA DON ZEA FBs
N+N 21/277 69/277 47/277 38/127 11127
Concentration range (ug/kg) 2-7 5-20 2040 40-74 100-500 500-870 5-20 20-60 50-200 200-400
N+in concentration range 21 50 12 7 43 4 24 14 8 3
% positives 7.6 24.9 16.9 29.9 8.7
Minimum (pg/kg) 2 5 100 5 50
Maximum (pg/kg) 6.8 73 864 517
Mean (ug/kg)=SD 3.9+1.2 18.9+17.9 223.2+181.1 19.4+14.5 163.7+127.8

Frequency of co-occurrence of different OTA+ZEA: 7 OTA+DON: 3 ZEA+DON: 17 OTA+ZEA+DON: 1 ZEA+FBs: 2

mycotoxin combinations

N+ Positive samples; N total sample number; SD Standard deviation
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According to a survey conducted by Marques et al.
(2008), who monitored Fusarium toxins within feed
operators, 5 out of 261 samples were contaminated with
deoxynivalenol, at levels ranging from 100 to 500 pg/kg.
No positive cases for ZEA and FB, were identified in the
analyses carried out. These results suggest that contamina-
tion of swine feed with those mycotoxins were very low,
when compared to the results found by the authors of the
present paper.

Comparing all the data with earlier data from Portugal
(Marques et al. 2008; Martins et al. 2008), we may
conclude that there is a continous and similar frequency
of mycotoxins over the years, mostly at relatively low
concentration levels. Although some higher levels were
observed for DON and ZEA in the present study, these
were always lower than the European guidance levels.
Comparing our results with some other recent studies from
European countries underlines the relatively low mycotoxin
levels in feeds from Portugal.

In Croatia, Klari¢ et al. (2009) studied the co-occurrence
of aflatoxins, OTA, FBs and ZEA in 24 samples of cereals
and 13 samples of feed collected in 2007 from households
of an endemic nephropathy area. The most frequent
mycotoxin was ZEA (92%. mean 318.3 pg/kg), followed
by FBs, (27%., mean value=3.690 ug/kg) and OTA (16.2%,
mean value=9.8 pg/kg). The levels of mycotoxins were
bellow the recommended guidance values for animal feed;
29% of cereal was contaminated with FBs, OTA or ZEA in
mass fractions above the recommended guidance values for
humans. Co-occurrence of two mycotoxins varied between
4.2 and 54% and co-occurrence of three mycotoxins varied
between 4.2 and 7.6%. Comparing the results obtained by
Klari¢ et al. (2009), in general, mycotoxin levels reported
by them revealed to have higher amounts of mycotoxins
than in the present study; however, the results are still
below the recommended guidance values for animal feed.

Monbaliu et al. (2010) analysed 82 samples for the
presence of several mycotoxins (including DON, FBs, ZEA
and OTA), and 67 (82%) were found to be contaminated;
type B trichothecenes and FBs occurred most often, which
represents an increase of mycotoxins incidence, when
compared with our results (maximum=29.9% in ZEA).

Nevertheless, control measures should be enforced,
allowing the evaluation of EU legislation in fulfilling and
avoiding eventual risks for feed and the food chain and
preventing animal health and welfare problems, by reduc-
ing the presence of mycotoxins in products intended for
animal feed, with due regard to the substances’ acute
toxicity, bio-accumulability and degradability, in order to
prevent undesirable and harmful effects.

In general, the risk management of mycotoxins in animal
feed must include critical points for control, since good
agriculture practice, climatic conditions or careful selection
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of feed batches does not necessarily guarantee absence of
mycotoxins. Also, official control must envisage a global
monitoring of mycotoxins, especially concerning imports
from 3rd countries.

In conclusion, our results show that OTA, ZEA, DON
and FBs are still frequent contaminants in swine feed made
in Portugal, although mostly at low levels. Slightly higher
levels were only observed for DON and ZEA, but even for
these toxins the levels found in feed were lower than the
European Union guidance values.
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The pre-harvest field infection of plant crops by Fusarium spp. and by many other
genera fungi across the feed chain may enhance moulds development and secondary
metabolites production, like mycotoxins. Most Fusaria strains occur worldwide and some of
them are found to be toxigenic (Martins & Martins 2002). The main objective of this study
was to determine two Fusaria mycotoxins, Zearalenone and Deoxinivalenol, in crop samples
intended for feed production. A total of 31 samples (palm kernel husks, soya, sorghum,
wheat, niger seed, safflower sunflower seeds, corn, yeast and vetch) were randomly
collected from feed industries. Zearalenone and Deoxinivalenol were determined by high
performance liquid chromatography with fluorescence and UV-detection; the detection limits
were 5 and 100 pg. kg, respectively. Out of 31 crop samples, 5 samples were zearalenone
positive (soya - 2 samples, sorghum - 1 sample and sufflower seed - 2 samples) with levels
ranging from 5 to 30ug.Kg™. All samples revealed to be negative for DON’s presence. The
overall level of toxins contamination was low and did not exceed the legal maximum
admissible by EU.

Key words: crops, Fusarium toxins, Zearalenone, Deoxynivalenol.
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Zearalenone (ZEA) and deoxynivalenol (DON) are secondary metabolites produced
by several Fusarium species. These species colonise cereal grains in the field and in
storage. ZEA is an oestrogenic mycotoxin and DON cause’s emesis and ingestion refusal in
swine. These animals present great sensitivity for these toxins. The aim of this assay were to
evaluate the natural contamination of 55 swine feed samples for the presence of DON and
ZEA, using immunoafinity columns for purification and HPLC for quantification. The detection
limit was 5 and 100pg. kg™ and the recovery data was 93.0 and 98.0 for ZEA and DON,
respectively. Out of 55 samples, 18 (32.7%) were positive for ZEA with levels ranging
between 6.1 to 54.5 pg. kg* (mean value = 21.3 pg. kg?). Twelve samples (21.8%) were
positive for DON, with levels ranging from 100 to 700 ug. kg™*(mean value = 559.2 pg. kg™).
In positive samples, co-occurrence of ZEA and DON were detected in 3 samples (5.5 %). All
samples present results bellow the maximum limit allowed by European Union. The presence
of ZEA and DON in finished swine feed requires periodic monitoring to prevent mycotoxicosis

in animal production, reduce economic losses and minimize hazards to human health.

Keywords: Occurence, Swine Feed, Zearalenone, Deoxynivalenol
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