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Micotoxinas no milho e seu controle

As micotoxinas sao substancias quimicas téxicas, metabolitos secundarios produzidos por
fungos. As espécies de fungos produtoras de micotoxinas, que ocorrem com maior frequéncia
nas nossas condicées de campo e armazenamento do milho, sao dos géneros Aspergillus e
Fusarium. No ambito do Grupo Operacional QualiMilho, o INIAV esta a implementar e validar
métodos de detecdo de micotoxinas.
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Impacto das micotoxinas

na cadeia agroalimentar

A FAO estimou que cerca de 25% das ‘com-
modities’ agricolas estio contaminadas
com micotoxinas. Foram ja caracterizadas
centenas de micotoxinas, contudo ape-
nas algumas delas sdo téxicas e motivo de
preocupacdes para a sadde. As aflatoxinas,
zearalenona (ZEA), desoxinivalenol (DON),
fumosininas e ocratoxina A (OTA) sio as
mais frequentes e investigadas.

As contaminacdes com fungos e micotoxinas
podem ocorrer no campo e apos a colheita
durante o armazenamento. Devido as condi-
¢oes propicias e especificas para o desenvol-
vimento das diferentes espécies de fungos
produtoras de micotoxinas, as fumonisinas,
ZEA e DON surgem principalmente no cam-
po, enquanto as aflatoxinas e a OTA ocorrem
durante o armazenamento (Tabela 1).

De facto, a contaminacdo dos alimentos e
racdes com micotoxinas toxicas representa
um perigo para a saide humana e animal.
A grande variabilidade na estrutura mole-
cular das micotoxinas explica os diferentes
niveis de toxicidade e também dos sintomas
clinicos observados em humanos e animais.
Geralmente, as micotoxinas sao mutagéni-
cas, carcinogénicas, teratogénicas, estrogé-
nicas e imunossupressoras.

As principais micotoxinas,

limites legais

Existem limites miximos para diferentes
micotoxinas nos alimentos. Na Europa,
existem limites maximos estipulados pelo
Regulamento (CE) n.2 1881/2006 e suas alte-
racOes. Os valores mais restritivos sdo para
os alimentos para bebés e lactentes, seguin-
do-se os cereais e produtos a base de cereais
(incluindo milho e produtos de milho) para
consumo humano direto.

O milho, para ser classificado para a ali-
mentacao humana, tem como limites ma-
ximos: 4000 ug/kg para as fumonisinas;
1750 ug/kg para DON; 5 ug/kg para aflatoxi-
na Br; 10 pg/kg para aflatoxinas totais; 5 ug/
/kg para OTA; e 350 pug/kg para zearalenona
(Tabela 2).

Amostragem

A distribui¢do das micotoxinas nos graos de
milho é muito heterogénea, as concentra-
¢Oes estipuladas para os limites maximos
sdo muito baixas, portanto, para garantir a
reprodutibilidade dos resultados analiticos
importa implementar um plano de amos-
tragem eficaz. O plano de amostragem tem
muito impacto para o controle, dado que
varios estudos tém demonstrado que com
apenas um grao de milho contaminado se
podem atingir valores proximos dos limites
maximos de micotoxinas estipulados.
Existem normas FEuropeias e recomen-
dacdoes da Comissio dos Contaminantes
Alimentares do Codex Alimentarius para
os planos de amostragem para anilises de
micotoxinas. Devem-se retirar, aleatoria-
mente, varias porcdes incrementais do lote
e misturar de forma a obter uma amostra
agregada ou global de pelo menos 5 kg, que
deve ser limpa e homogeneizada por tritu-
racdo. A homogeneizacao por trituragio
significa que toda a amostra global deve ser
moida e a farinha tem de passar por um cri-
vo de 1 mm. Depois da moenda, o moinho
deve ser limpo para evitar contaminagdes
cruzadas. As andlises das micotoxinas de-
vem realizar-se em 3 por¢oes (repeticdes)
de 50 g retiradas aleatoriamente da farinha

completamente homogeneizada. As amos-
tras devem analisar-se o mais rapidamente
possivel, evitar a exposicio a luz, assim co-
mo a temperaturas e humidades que favore-
¢am o crescimento de fungos.

Métodos de analise

A analise das micotoxinas é muito sensivel,
amaioria dos métodos de analise contempla
etapas de preparacio da amostra em que a
matriz complexa é homogeneizada e as mi-
cotoxinas sao solubilizadas. As micotoxinas
sdo assim extraidas e purificadas. Utilizam-
-se técnicas de extracdo liquido-liquido e
liquido-sdlido. Nestas, recorre-se a solubi-
lidade das micotoxinas num solvente apro-
priado, depois os extratos finais sido con-
centrados num evaporador sob corrente de
azoto. Posteriormente, diferentes aborda-
gens analiticas poderdo vir a ser utilizadas
para a detecido de micotoxinas individuais
ou em mistura.

Para a quantificacdo das micotoxinas, exis-
tem métodos de referéncia que sio basica-
mente sistemas cromatograficos com di-
ferentes tipos de detecdo, nomeadamente
a cromatografia com detetor UV ou fluo-
rescéncia (HPLC-UV, HPLC-FD) e, mais
recentemente, acoplada a detetor de massa
(LC-MS/MS). Os sistemas mais recentes de
alta resolucao sio necessarios para garantir
a elevada sensibilidade e reprodutibilidade
que a determinacdo das micotoxinas requer.
Contudo, os métodos de referéncia exigem
conhecimento cientifico, técnicos especia-
lizados, equipamento sofisticado, sdo dis-
pendiosos e a sua implementacdo é demo-
rada. Para fazer face as dificuldades de im-

TABELA 1 - TIPOS DE MICOTOXINAS MAIS FREQUENTES NO MILHO,

ESPECIES DE FUNGOS PRODUTORES E SUA PRINCIPAL OCORRENCIA

) ) ) Espécies de fungos produtores L. .
Tipo de micotoxina ; ) Principal ocorréncia
(A. = Aspergillus; F. = Fusarium)

Aflatoxinas A. flavus; A. parasiticus Armazenamento

Ocratoxina A (OTA) A. ochraceus; A. carbonarius; Penicillium verrucosum Armazenamento
Desoxinivalenol (DON) F. culmorum; F. graminearum Campo
Zearalenona (ZEA) F. culmorum; F. graminearum Campo
Fumonisinas F. verticillioides; F. proliferatum; F. moniliforme Campo
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TABELA 2 - LIMITES MAXIMOS DE MICOTOXINAS PARA O MILHO DESTINADO A ALIMENTAGAO HUMANA E DE ACORDO COM A LEGISLAGAO EUROPEIA

Micotoxinas [pug/kg] — Alimentacdo humana

Fumonisinas DON Aflatoxinas OTA ZEA
5(BL
Milho nédo transformado” 4000 1750 10 ((tot;I) 5 350
Fracdes moagem de milho (ndo consumo humano direto)
<500 ym 2000 1250 - - 300
> 500 ym 1400 750 200
X X 1000 (a base de milho) 750 (farinhas) 2 (B1)
Cereais para consumo humano direto 3 75
REIR umonu : 800 (cereais p. almogo) 500 (p0) 4 (total)
Alimentos para lactentes e criancas jovens 200 200 01 0,5 20

Fonte: Reg CE n.° 1881/2006 consolidado
“ Teores maximos nao se aplicam ao milho nao transformado destinado & moagem por via htimida (produgao de amido)

plementacdo de métodos de referéncia para solvente acetonitrilo a 80% (v/v) (Figura2). gem por imunoensaio, o qual foi validado
a despistagem das micotoxinas, torna-se ne- Paralelamente, implementou-se um outro satisfatoriamente para despiste das amos-
cessario adotar métodos mais simples e rd- método rapido semi-quantitativo de tria- tras positivas (Figura 3).

pidos de triagem para uma primeira selecio

de amostras positivas. Os principios basicos
dos métodos de triagem utilizam ensaios
imunoenzimaticos (ELISA), técnicas de de-
tecdo de fluxo lateral (LFD), polarizagio e
outros imunoensaios. No entanto, sob con-
di¢Ges de campo, € necessario implementar
técnicas expeditas para monitorizar ‘ust-
-in-time’ e a pesquisa dirige-se para méto-
dos emergentes que utilizam biossensores,
infravermelhos, a polarizacido e os narizes
eletronicos. Apos a dete¢do, torna-se neces-
sario analisar os dados e interpretar os re-
sultados (Figura 1).

MICOTOXINAS

E/ Amostragem, moenda,

A extragdo, purificacao
Pré-anilise {n} {I‘I} {l‘l}

HPLC-UV ELISA BIOSENSORES
HPLC-DF LFD INFRAVERMELHO
% LC-MS/MS POLARIZAGAO POLARIZACAO
% IMUNOENSAIOS NARIZES ELETRONICOS

Detegdo/andlise | métodos referancia MEtodos rapides  gyo 405 emergentes
(Triagem)

Pés-detegdo

Figura 1 - Esquema representativo dos procedimentos
necessarios e técnicas analiticas disponiveis para a detegdo de
micotoxinas no milho

No ambito do grupo operacional QualiMi-
lho, o INTAV implementou e validou um RCshift (seis modelos cof
Sl 6l Fornet t Fa segmento de poténcia,
método de referéncia por cromatografia 1i e e
quida de elevada resolucdo acoplada a de- condugo podem ser pré-selecionados:
. estrada. A velocidade maxima de 50 km/h

tetor de massa com analisador por tempo Os niovos motores Deutz 61 Tierd Finalsso!
de voo (UHPLC-ToF-MS) para quantificar DEUTZ-FAHR asseguram uma condugdo em total s

. . Para alcangar um nivel superior em velocidade e conforto,
as aflatoxinas B1, B2, GI’ GZ, OTA’ toxina Para descobrir mais visite deutz-fahr.com.
T2, ZEA e fumonisinas B1 e B2. A técnica de
extragio sdlido-liquido foi adotada com o

DEUTZ /‘\ FAHR

DEUTZ-FAHR é uma marca de @9 SDF
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do p di de 50 das mi inas de
de milho, preliminar a sua d ina¢io por UHPLC-ToF-MS$S

* Pesar 2,01 0,05 g de amostra, ja triturada e homogeneizada, para um tubo de 50 mL
* Adicionar a todas as amostras 100 L da solugdo de padréo interno a 10 yg/mL

J i de fia liquida de el J
N\ resolugiio acoplada a detetor de massa com
analisador por tempo de voo (UHPLC-ToF-MS)

+ Agitar no vortex durante 15 segundos
» Adicionar 9,9 mL de acetonitrilo a 80% (v/v)
+ Agitar no vortex durante 15 segundos

* Homogeneizar no agitador durante 60 minutos
+ Centrifugar a 3000 rpm durante 10 minutos

» Transferir o sobrenadante para um novo tubo
* Repetir a extragdo com 10 mL de solvente e reunir os sobrenadantes

HEEx

+ Para determinar Fumonisinas: a 1 mL do extrato adicionar 1 ml de dgua, filtrar e transferir
paravials de HPLC

« Para determinar as restantes micotoxinas: evaporar até a secura 8 mL do extrato
redissolver em 1 mL de acetonitrilo a 40%, filtrar e transferir para vials de HPLC.

Figura 2 - Esquema do procedimento de preparagdo da amostra para a quantificagédo de micotoxinas por cromatografia liquida de
elevada resolugdo acoplada a detetor de massa com analisador por tempo de voo (UHPLC-ToF-MS) e foto do respetivo equipamento

q do procedil de S0 das mi inas de
de milho, preliminar ao método de triagem por imunoensaio

Biochip array Myco 7, ig: EV 4065 — o

+ Pesar 500,05 g de amostra, ja triturada e homogeneizada, para um tubo de 50 mL S

+ Adicionar 25 mL de solvente de extragdo (acetonitrilo, metanol, dgua ultrapura, 50:40:10)
+ Agitar no vortex durante 60 segundos N

+ Homogeneizar no agitador durante 10 minutos
+ Centrifugar a 3000 rpm durante 10 minutos do método de tri de mi o
milho por imunoensaio

\
+ A50 L de extrato de amostra adicionar 700 WL de solugdo tampao BUFF Wash* (fator de

diigio75) " ) G,‘
L llikY: i

. 7 . R
+ As amostras encontram-se prontas para seguir o procedimento do Kit. Cada Kit contém 6
carriers, o primeiro carrier € utilizado para os 9 calibradores que séo fornecidos com o Kit,
0s restantes poderdo ser preenchidos de forma arbitrdria sendo que no ultimo poco deverd

HEEx

estar o Myco 7 control (mistura de micotoxinas para controlo da resposta dokit)

*Este tampdo é fornecido com o kit do imunoensaio

Figura 3 - Esquema do procedimento de preparagdo da amostra para a triagem de micotoxinas por imunoensaio com o equipamento

Randox, foto do equipamento e representagéo do procedimento

Prevencao e reducao

das micotoxinas

As micotoxinas sdo compostos quimica-
mente estaveis, resistem as altas temperatu-
ras durante o processamento dos alimentos,
podendo encontrar-se nas matérias-primas
e produtos alimentares armazenados a lon-
g0 prazo.

A estratégia de prevencio e reducio das mi-
cotoxinas é complexa, envolve acdes a apli-
car no campo, apos a colheita e durante o
armazenamento.

A utilizacido de boas praticas de gestdo no
campo, nomeadamente a escolha adequada
da cultura precedente, o conveniente trata-
mento dos residuos, a reduciao dos fungos
patogénicos no solo, a escolha da variedade
de acordo com as classes de risco, a prote-

¢ido da cultura ao ataque de insetos e a ante-
cipagio da colheita sdo possiveis agdes para
reduzir os desafios associados as contami-
nacio da cultura por micotoxinas.

As ocorréncias de micotoxinas dependem
das condicdes de humidade e temperatura
apos a colheita, devendo evitar-se a pré-ar-
mazenagem de grao himido e a secagem
deve ser eficiente de modo a nao danificar
a estrutura do grdo. A secagem eficiente é
um fator muito relevante, porque os graos
partidos ficam mais vulnerdveis ao ata-
que de insetos que s3o vetores de fungos
produtores de micotoxinas. O grao deve
ser convenientemente limpo antes de ar-
mazenado. Durante o armazenamento, é
essencial controlar a temperatura e humi-
dade, e a circulacdo do grao podera vir a
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ser necessaria para garantir a estabilidade
sanitéria.

Nota final

E importante destacar que o aquecimento
global, e nomeadamente o aumento da tem-
peratura previsto para as regides tempera-
das da Europa, é um risco potencial para a
ocorréncia de micotoxinas, especialmente
espécies de Fusarium produtoras de fumo-
nisinas. Dai que o INTAYV, juntamente com a
ANPROMIS e os restantes parceiros do gru-
po operacional QualiMilho, esteja a testar
diferentes técnicas para prevenir a dissemi-
nacgio de fungos téxicos no milho. ©

SQUALI

Novas estratégias de integracdo sustentaveis que
garantam a qualidade e seguranca na fileira do milho
nacional, PDR2020 n°101-031295.
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