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RESUMO

Micotoxinas s&o metabolitos secundarios produzidos por diferentes espécies de
fungos e que apresentam, elevada toxicidade contra microrganismos, plantas e
animais. As micotoxinas auxiliam os fungos na competicdo dentro de seu nicho
ecolégico, as quais aparentemente ndo S80 necessarias para 0O crescimento e
desenvolvimento de todas as espécies. Os principais géneros de fungos produtores

de micotoxinas encontrados no Brasil sdo: Aspergillus, Cladosporium, Fusarium,
Penicilium e Rhizopus. Os efeitos toxilégicos da ingestdo das micotoxinas podem
ser agudamente toxicos, carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos e/ou
imunossupressores. Distintos segmentos da sociedade consomem plantas
medicinais ou cha de ervas diariamente por diversos motivos, dentre eles para
prevenir ou curar doencas. A identificacdo de fungos e seus metabdlitos toxicos
representa um procedimento necessario para a seguranca alimentar dos
consumidores de plantas medicinais e chas de ervas. A presenca de fungos
micotoxigénicos pode resultar em efeitos prejudiciais a salde da populacdo. Sendo

assim, o presente estudo objetivou-se apresentar dados relativos a presenca de
fungos e suas micotoxinas em plantas medicinais e chas de ervas consumidos pela

sociedade. O presente estudo realizou um levantamento bibliografico de trabalhos
cientificos publicados por pesquisadores brasileiros em revistas nacionais e
internacionais entre os anos de 2001 e 2010. De acordo com os géneros flingicos
detectados, Aspergillus foi encontrado em todas as analises, seguido por Penicillium,
Cladosporium, Rhizopus e Fusarium. Quanto aos parametros identificacdo das
espécies fungicas é possivel observar a predominancia das espécies de Aspergillus

niger e A. flavus em plantas medicinais e chas de ervas. Condi¢des inadequadas da

gualidade da matéria prima, processamento, distribuicdo, armazenamento e
comercializacao dos chas contribuem para a contaminacéo e aumento da micobiota

produtora de micotoxinas, sendo necessario impor medidas apropriadas de controle
higiénico-sanitario garantindo a qualidade e seguranca deste tipo de produto.

Palavras-chaves: Micotoxinas, chas de ervas, Fungos, Aspergillus, Cladosporium,
Fusarium, Penicillium e Rhizopus.



ABSTRACT

Mycotoxins are secondary metabolites produced by different species of fungi

and

present, high toxicity against microorganisms, plants and animals. Mycotoxins aid the

fungi on the competition within its ecological niche, which apparently are not
necessary for growth and development of all species. The main genera of fungi that

produce mycotoxins found in Brazil are: Aspergillus, Cladosporium, Fusarium,
Penicillium and Rhizopus. The toxicological effects of ingestion of mycotoxins can be

acutely toxic, carcinogenic, mutagenic, teratogenic and/or immunosuppressants.
Different segments of society consume medicinal herbs or herbal tea daily for various
reasons, including to prevent or cure disease. The identification of fungi and their
toxic metabolites is a necessary procedure for food safety for consumers of medicinal

plants and herbal teas. The presence of fungi mycotoxigenic may result in adverse

effects on health. Thus, this study aimed to provide data on the presence of fungi and

their mycotoxins in medicinal plants and herbal teas consumed by society. This study
performed a literature review of scientific papers published by Brazilian researchers

in national and international journals between the years 2001 and 2010. According to

the detected fungal genera, Aspergillus has been found in all analysis, followed by
Penicillium, Cladosporium, Rhizopus and Fusarium. Regarding the parameters
identification of fungal species can observe the predominance of species of
Aspergillus niger and A. flavus in medicinal plants and herbal teas. Inadequate
quality of raw material, processing, distribution, storage and marketing of teas
contribute to contamination and increased mycotoxin-producing fungal species, being
necessary to impose appropriate measures to control the sanitary-hygiene guaranted

quality and safety of this product.

Keywords: Mycotoxins, herbal teas, Fungi, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium,

Penicillium and Rhizopus.
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1. INTRODUCAO

Fungos s&o organismos eucaridticos que apresentam capacidade de
adaptacéo e crescimento em condi¢Oes de elevada umidade e temperatura e sdo
divididosemdoisgrandesgrupososunicelulares(leveduras)eospluricelularesou
filamentosos(conhecidoscomoboloresoumofos)(BORGESet al.,2002; MADIGAN
et al.,2010).

A utilizacéo biotecnolégica dos fungos é extensivamente difundida na
industria alimenticia e farmacéutica. Entretanto, algumas espécies podem causar
transformacdesindesejaveisnosalimentos,alterandosaboreseproduzindoodores
desagradaveis. Somando6se a isto, algumas espécies podem desencadear
manifestac¢desclinicasnegativasnohomemeanimaiscomoinfec¢cdesoudoencas
decorrentesdainvasaodetecidos,alergiasoureacdesdehipersensibilidade,além
de toxicoses, intoxicacdes decorrentes do consumo de alimentos ou racdes
contendomicotoxinas(BORGESet al.,2002).

Apalavramicotoxinaéderivadadostermosgregos"mykes",quesignifica
fungo,e"toxikon",quesignificatoxinaouveneno.Otermomicotoxinadescreveum
grupo bastante diversificado de componentes quimicos, com diferentes estruturas,
propriedadesquimicas,fisicasetoxicoldgicas,tendoemcomumunicamenteofato
deseremprodutosdabiossintesefungica(AQUINO,2007;MINAMIet al.,2004).

Micotoxinas séo metabdlitos secundarios organicos, néo protéicos,
complexos, com elevada toxicidade, em pequenas quantidades, a microrganismos,
plantaseanimais.Asmicotoxinasauxiliamosfungosnacompeticdodentrodeseu
nicho ecolégico, ndo sendo necessarias para o crescimento e desenvolvimento de
todasasespécies(BUGNO,2006).

As micotoxinas ficaram mundialmente conhecidas em 1960, quando um
surto de mortes inexplicaveis de aves no Reino Unido (especialmente perus) foi
investigado. O surto ficou mundialmente conhecido como Turkey “X" disease
(BUGNO, 2006; De IONGH et al., 1962; FREIRE et al., 2007). Os pesquisadores
chegaramaconclusaoqueacontaminagdoocorreuemdecorrénciadaingestaode
racéo. Na racéo havia presenca de amendoim, importado do Brasil e da Africa,

contaminado com uma substancia verde fluorescente produzida pelo fungo
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Aspergillus flavus (BUGNO, 2006). Apds 1962 mais estudos foram realizados e

pesquisadoresisolaramoutrosfungosprodutoresdesubstanciastoxicasdiferentes.

Atualmente, pesquisas relevantes demonstram que 25650% de todos os
produtos agricolas produzidos no mundo apresentam niveis consideraveis de
algumamicotoxina(FREIREet al.,2007;0NOet al.,2004).

Os efeitos toxilégicos da ingestédo das micotoxinas podem ser
agudamente toxicos, carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos
imunossupressores;erecebeminterferénciadevariosfatores,comootipoeadose
da micotoxina, forma e tempo de exposicéo e suscetibilidade da espécie, podendo
serafetadaporfatoresgenéticosefisiol6gicos,comoidade,sexo,estadonutricional,
estadodesaulde,alémdefatoresambientaiscomoexposi¢cdoaoutrassubstancias
(BUGNO,2006).

As plantas medicinais sdo aquelas capazes de aliviar ou curar
enfermidades e tém tradicdo de uso como remédio em uma populacdo ou
comunidade. Quando a planta medicinal € industrializada para se obter um
medicamento,tem6secomoresultadoofitoterapico. Oprocessodeindustrializacdo
evita contaminac6es por microorganismos, agrotéxicos e substancias estranhas,
além de padronizar a quantidade e a forma certa que deve ser usada, permitindo
umamaiorsegurangadeuso(BRASIL,2004).

O cha de ervas é descrito na Resolucao da Diretoria Colegiada (RDC)
277 de 22 de setembro de 2005, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA)como“produtoconstituidodeumaoumaispartesdeespécie(s)vegetal(is)
inteira(s)fragmentada(s)oumoida(s),comousemfermentacao,tostada(s)ounao,
constantesdeRegulamentoTécnicodeEspéciesVegetaisparaoPreparodeChas.
Oprodutopodeseradicionadodearomaeouespeciariaparaconferiraromaeou
sabor’(BRASIL,2005).

Oconsumodeplantasmedicinais,matériaprimaparafabricacidodecha
de ervas, vem aumentando nos Ultimos anos (BRANDAO et al., 2002; JUNIOR;
PINTO,2005).Diferentessegmentosdasociedadeconsomemplantasmedicinaisou
cha de ervas diariamente por diversos motivos, dentre eles para prevenir ou curar
doencas(BRAGA,CARDOSO,MACEDO,2002).

As plantas medicinais apresentam niveis  consideraveis
microrganismos,umaparteprovenientedapropriamicrobiotadaplantaeoutraparte

proveniente da microbiota que se desenvolve durante algum momento do cultivo,

elou

de



colheita,secagem,processamento,periododearmazenagemetransporte(BRAGA,
CARDOSO;MACEDO,ZOOZ;BUGNO,2006).Aservasaoseremcolhidas,recebem

oprocessodesecagem,normalmenteemestufasacéuaberto,ondeseexpdema
influénciadefungosfilamentosos(CARVALHOet al.,2009).

No Brasil a RDC N°12 de 2001 que regulamenta os padrdes
microbioldgicos para alimentos, néo inclui a pesquisa de fungos filamentosos em
chas ou em alimentos consumidos apés adicao de liquido com emprego de calor
(CARVALHO,2009).

A ingestdo humana de micotoxinas em decorréncia do consumo de
alimento contaminado € questédo de salde publica no mundo inteiro (CALDAS;
SILVA;OLIVEIRA,2002).0aumentodoconsumo,associadoafaltadefiscalizacao
permanente desde o inicio da exploracéo racional dos recursos naturais
empregados como matériabprima, até a comercializacdo do produto acabado,
contribui paraa disponibilidade eacesso aprodutos sem condi¢cdes adequadas ao
consumo, sem garantia da qualidade, seguranca e eficacia, necessarias para a
recuperacaooupreservacdodasaudedoconsumidor(BUGNOet al.,2005).

Sendo assim, a identificacéo de fungos filamentosos e seus metabolitos
toxicos € uma ferramenta essencial para a seguranca alimentar dos consumidores
de plantas medicinais e chas de ervas, ja que a presenca de microrganismos
produtores de micotoxinas pode resultar em efeitos prejudiciais a saide da

populacdo(CARVALHOEet al.,2009).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Apresentar dados relativos a presenca de fungos e suas micotoxinas

emplantasmedicinaisechasdeervasconsumidospelasociedadebrasileira.

2.2. Objetivos Especificos

1. Descreverasprincipaismicotoxinascitadasnaliteratura;

2. Relatarosriscosdasmicotoxinasasaldehumanaeanimal;

3. Citaromecanismodetoxicidadedasmicotoxinas;

4. Apresentar a legislacdo vigente para pesquisa de fungos e micotoxinas em
chasdeervas;

5. Descrever os métodos para identificacdo de fungos produtores de
micotoxinas;

6. Apresentar os métodos utilizados para identificacdo de micotoxinas em

alimentos;

17
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3. METODOLOGIA

O presente estudo realizou um levantamento bibliografico sobre a
presenca de fungos e suas micotoxinas em chas de ervas consumidos pela
sociedade brasileira em bases de dados virtuais, tais como: Portal de Peri6dicos
CAPES, PubMed, BIREME, LILACS, Mediline, SciELO e Banco de teses das
UniversidadesFederaisdoBrasil.

Foram pesquisados trabalhos cientificos publicados por pesquisadores
brasileiros em revistas nacionais e internacionais naultima década, 200162010. Os
seguintes termos foram utilizados como palavras6chaves: aflatoxinas, Aspergillus,
Brasil, chas de ervas, chas industrializados, contagem, contaminacdo flngica,
efeitos toxicos, fumonisinas, fungos filamentosos, fungos micotoxigénicos, Fusarium,
habitos culturais, imunossupressora, legislacdo, metabdlitos secundarios, métodos
de identificacdo, micotoxinas, micotoxicose, microbiota fingica, ocratoxina, patulina,
plantas medicinais, potencial, produtos naturais, ocorréncia, zearalenona.

Foram encontradas aproximadamente 1.500 cita¢des relacionadas aos
termoscitadoseosartigosdemaiorinteresseforamselecionadosparaestarevisao
bibliografica. Como critério de exclusao foi utilizando o periodo de publicacao dos

artigosanterioraoanode2001.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. Consideragdes iniciais

As micotoxinas s&o produzidas por fungos filamentosos em condigdes
naturaiselaboratoriaisepodemserencontradasnosesporos,micélios,outecidos
dohospedeirocausandodoencgasgraves(BORGESet al.,2002;WELKE;HOELTZ;
NOLL,2009b).

Aproximadamente300micotoxinasproduzidasporcercade350espécies
de fungos ja foram identificadas (BORGES et al., 2002). Segundo a literatura
acreditabse que quase todos os fungos apresentam potencial para producéo de
metabdlitos tdxicos e que todos os alimentos e ragcdes podem ser potencialmente
contaminados se expostos a condi¢ces ambientais apropriadas (BORGES et al.,
2002; CARVALHO, 2009). Contudo Freireet al. (2007) citama existénciade cerca
de 400 micotoxinas e ressalta que a definicdo do termo micotoxina néo é facil em
detrimentodadiversidadedesuaestruturaquimica,dasorigensdesuabiossintese,
deseusamplosefeitosbiolégicosedeseremproduzidasporumavastavariedade
deespéciesfungicas.

Os fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium (LINK, 1809;
MICHELI; HALLER, 1768) sdo os produtores das principais micotoxinas (AQUINO,
2007;BORGESet al.,2002;FREIREet al.,2007;WELKE;HOELTZ;NOLL,2009b).

Contudo,osprincipaisgénerosdefungosprodutoresdemicotoxinasencontradosno

Brasil (ROCHA; SOARES; CORREA, 2004) séo: Cladosporium  (LINK, 1816),

Fusarium, Aspergillus, Penicillium e Rhizopus (EHRENBERG,1820).

Segundo Borges et al. (2002) e Carvalho (2009) as micotoxinas mais
importantes podem ser dividas em trés grupos: aflatoxinas (A. flavus e
parasiticus), fusariotoxinas (Fusarium spp) representadas pela zearalenona,
tricotecenos e fumonisinas e o Ultimo grupo descrita pelas ocratoxinas (Aspergillus
alutaceus,ealgumasespéciesdePenicillium).

Braga,CardosoeMacedo(2002)acrescentamoutrastoxinasaosfungos
produtoresdemicotoxinascitadosanteriormente:nogéneroAspergillus (aflatoxinas,

ocratoxinas, citrina e acido ciclopiazénico), as produzidas pelo género Penicillium
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(ocratoxinas, citrinina, patulina, e &cido ciclopiazdnico), e ao género Fusarium
(tricotecenos, zearalenona,fumonisinas,moniliforminaseabeauvericina).

O potencial de producéo dasmicotoxinas esta sujeito a espécieflngica,
bem como determinadas condi¢Ges: presenca de esporos do fungo, substrato
orgéanico e niveis adequados de umidade, oxigénio, temperatura e acidez
(SASSAHARA; YANAKA; NETTO, 2003;).Welke, Hoeltz e Noll (2009b) descrevem
gue o potencial micotoxigénico depende da linhagem, assim como a composicéo
fisicaequimicadamatrizefatoresambientais.

A identificacdo de fungos toxigénicos, em alimentos, ndo implica
obrigatoriamenteriscoimediatoparaconsumo(FERREIRAet al., 2006).Bemcomo,

0 ndo isolamento e detecc¢do de fungos potenciais produtores de micotoxinas em
alimentos ndo determina a auséncia de micotoxinas, uma vez que a toxina pode
estar presente e ativa (FERREIRA et al., 2006; GOMES et al., 2008). O poder de
termoresisténciadasmicotoxinasduranteoprocessodeindustrializacdoéelevado,
sendoquealgunstiposdemicotoxinassdodecompostassomentea220°C,contudo

as micotoxinas sao sensiveis a radiacdo gama (AQUINO, 2003; PRADO et al.,
2009).Rocha,SoareseCorréa(2004)ressaltamqueasaflatoxinasproduzidaspelo
Aspergillusapresentamaltopontodefuséo,proximode269°C.

A exposicéo a pequenas quantidades de micotoxinas, a longo prazo,
poderia provavelmente ser levado para o organismo humano se acumulando no
figadoecausandointoxicagfesagudasoucrénicas(OLIVEIRAet al., 2002).Apesar
das plantas medicinais e os chas de ervas sofrerem processo de infusédo, estes
alimentos podem apresentar niveis consideraveis de micotoxinas, devido a
capacidadetermoestaveldasmicotoxinas(ROCHA;SOARES;CORREA,2004).

Caldas, Silva e Oliveira (2002) descrevem que a exposicdo humana a
micotoxinas por meio do consumo de alimento contaminado, vem sendo discutido
nosultimostemposesetornouquestaodesatdepublicaemtodoomundo.

O quantitativo de artigos (128 artigos) sobre micotoxinas publicados por
pesquisadoresbrasileirosem199162000ultrapassouasomadeartigos(85artigos)
publicados nas trés décadas anteriores (196161990). O aumento do niumero de
investigacoes reflete as atuais preocupacdes internacionais com os problemas que
as micotoxinas podem causar a salde animal e do homem (AMAYA; SABINO,

2002).

20



4.2. Principais tipos de micotoxinas encontradas em alimentos e fungos
produtores

4.2.1. Aflatoxinas:

Asaflatoxinasforamdescobertasem1960eatualmentesdoconhecidos
17compostossimilaresdesignadospelotermoaflatoxina(AF),porém,osprincipais
tiposdeinteressemédico6sanitariosdoidentificadoscomoB.,B,,G,,eG,(FIG.1).
Estescompostossédocaracterizadospelaaltatoxicidade.AaflatoxinaB1(AFB1)éa
gue apresenta maior poder toxigénico, seguida de G1, B2 e G2 (AQUINO, 2007;
BRAGA;CARDOSO;MACEDO,ZOOZ;CARVALHO,ZOOQ).Produzidasporespécies
de Aspergillus principalmente A. flavus, A. parasiticus e A. nominus (BRAGA;
CARDOSO; MACEDO, 2002; BUGNO, 2006; FERREIRA et al., 2006). Estas
micotoxinassaoencontradasprincipalmenteemamendoinseseusderivados,além
defeijdo,arroz,trigo,entreoutros(AMAYA;SABINO,2002;FERREIRAet al.,2006;
FREIREet al.,2007).

A literatura aponta as aflatoxinas como uma das micotoxinas
contaminantes de alimentos com maior potencial toéxico e carcinogénico para a
industria alimenticia (SEKIYAMA et al., 2005; VECCHIA, FORTES, 2007). Braga,
CardosoeMacédo(2002)ressaltamqueaingestdodeaflatoxinastemapresentado
efeitos hepatocarcinogénicos, além de causar acimulo de gordura neutra (acidos
graxos) no figado e rins, pequeno aumento do triglicerideo no soro e inflamacao
hepatorenal intensificada, necrose e proliferacdo do canal da bilis (a obstrugéo do
canallevaaproliferagdodocanalbiliar).

De acordo com Aquino (2007) o poder de toxicidade da AFB.é em
decorréncia da sua rapida absorgéo pelo sistema gastrointestinal, facilitando a sua
entradanacirculacdosanguinea,utilizandoaviaportal, assimchegandoaofigado.

O figado € o 6rgéo de sitio de biotransformacéo da AFB,, onde surge a ativacao
metabdlica dos componentes toxicos e carcinogénicos, e imediatas reacdes com
macromoléculas (acido desoxirribonucléico6DNA, acido ribonucléico6RNA e
proteinas)eorganelascelulares.

Asaflatoxinass@oasunicasmicotoxinasqueapresentamniveismaximos

emalimentosprevistosnalegislacaobrasileira(30Zg/KgAFB1+AFGiemalimentos
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de consumo humano e 20 Zg/Kg de aflatoxinas totais para matériaséprimas de
alimentoserac0es)(CALDAS;SILVA;OLIVEIRA,2002).

Aflatoxina G, Aflatoxina G;

FIGURA1-Estruturaquimicadasprincipaisaflatoxinas.
Fonte:BUGNO,2006,p.40.

4.2.2. Fumonisinas:

Descritas e caracterizadas em 1988, sdo constituidas em um grupo que
contemplal6substancias,sendoaB,(FB,,FB,,FB;,FB,)amaisproduzidaentre
as demais (FREIREet al., 2007; POZZlet al., 2002). Entretanto Ono et al. (2004)
ressaltam a existéncia de 28 analogos de fumonisinas, com destaque para B,. A

FIG.2apresentaaestruturaquimicadafumonisinaBi.
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As fumonisinas séo produzidas por varias espécies de Fusarium,

destacando F. verticillioides (anteriormente classificado como F. moniliforme), F.
proliferatum e F. nygamai, além da Alternaria alternata (BUGNO, 2006; FREIRE et
al., 2007).  Gréos de milho representam o alimento de maior ocorréncia das
fumonisinas(FREIREet al., 2007;Pozziet al.,2002).

As fumonisinas estao relacionadas com eventos de leucoencefalomacia

em equinos e coelhos, edema pulmonar em porcos e efeito téxico no sistema



nervoso, figado, rins, pancreas e pulméo de diversas espécies de animais. Nos
humanos,harelacdocomaocorrénciadecancernoeséfago,devidoaingestaode

alimentos contendo fumonisinas (BUGNO, 2006; FREIRE et al., 2007; ONO et al.,
2004;P0OZZl,et al.,2002).
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FIGURA2—EstruturaquimicadafumonisinaB;: R1=0OH;R2=0H;R3=0H

Fonte:FREIREet al., 2007,p.15.

4.2.3. Ocratoxinas:

S&o o segundo grupo de toxinas mais estudas perdendo apenas para
aflatoxinas (BUGNO, 2006). A Ocratoxina A (OTA) é a micotoxina com maior
potencial toxico deste grupo, que constitui cerca de seis compostos descritos na
literatura, apresentando atividades nefrotdxicas, hepatotéxicas, imunotoxicas,
teratogénica, citotdxica e possivelmente carcinogénicas e genotoxica (BRAGA,;
CARDOSO; MACEDO, 2002; BUGNO, 2006; FUJII; ONO; HIROOKA, 2002;
WELKE; HOELTZ; NOLL, 2009b) (FIG. 3). A OTA foi descoberta em 1965 e é
formada por uma isocoumarina ligada a uma molécula de L6fenilalanina (BRAGA;
CARDOSO; MACEDO, 2002; FREIRE et al., 2007; FUJII; ONO; HIROOKA, 2002;
WELKE;HOELTZ;NOLL,2009b).

A OTA é produzida principalmente por espécies do género Penicillium,
destacando6se P. verrucosumemclimastemperadosoufrios.Emclimastropicaiso
géneroprodutoréoAspergillus, principalmente A. ochraceus (BUGNO,2006;FUJII;
ONO; HIROOKA, 2002), além das espécies A. alliaceus, A. auricomus,
carbonarius, A. glaucus, A. melleus, A. niger eP. nordicum (FREIREet al.,2007).A

OTAtemsidodetectadaemdiversostiposdealimentos,incluindotrigo,milho,aveia,
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cevada,centeio,péo,uva,vinhosesucosdeuva(FREIREet al.,2007;FUJII;ONO;
HIROOKA,2002;WELKE;HOELTZ;NOLL,2009b).

A ocratoxina A apresenta mecanismo de formag&o de complexos com o
ferroliberandoradicaishidroxila,queporsuavezirdogerarlipoperoxidagdo.Odano
renal é descrito por atrofia do tibulo proximal, fibrose e esclerose, e perda da

capacidadefuncionaldafuncéotubular(BUGNO,2006).

FIGURA3-EstruturaquimicadaocratoxinaA.
FONTE:FREIREet al., 2007,p.24.

4.2.4. Patulina;

Os primeiros isolados da patulina ocorreram por volta de 1940. Hoje é
conhecida como “bolor azul”, associado a macé, péra, cereja e em outros frutos,
produzidaprincipalmentepelofungoP. expansum(FREIRE et al.,2007;0LIVEIRA;
BANDO;JUNIOR,2007).WELKEzet al. (2009a)acrescentaosgéneros Penicillium,
Aspergillus eByssochlamys tambémcomoprodutoresdepatulina(FIG.4).

A patulina apresenta efeito antibiético, entretanto nédo é utilizada como
antibacterianodevidoaseusefeitostéxicosahumanos,animaiseplantas(BRAGA,;
CARDOSO;MACEDO,2002;FREIREEet al.,2007;WELKEet al.,2009a).Aingestéo
da micotoxina patulina pode desencadear disturbios respiratérios e motores,
espasmos, asfixia, hemorragia no pulméo e cérebro (BRAGA; CARDOSO;
MACEDO, 2002). Outros autores relatam a promo¢do de mutagénese,
carcinogénese e teratogénese (OLIVEIRA; BANDO; JUNIOR, 2007). Estes efeitos
possivelmentesdoresultadosdacapacidadedapatulinaemapresentarefeitosque
incluem rompimento da membrana de células plasmaticas e inibi¢cdo da sintese de

DNA.Amicotoxinainibeocrescimentoeasintesedeproteinaemculturadetecido
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hepatico,devidoaobloqueiodacapta¢dodosaminoacidospormeiodamembranae
tambémaagregacaodapatulinaaproteina(WELKEet al.,2009a).

Diante dos efeitos toxicos da patulina descrito nas literaturas, a
Organizacao mundial da Salde (OMS) estabeleceu a dose diaria maxima de 0,4
mg/kg de peso corporal como limite maximo de absorgéo para essa micotoxina
(FREIRE et al., 2007). Outros autores retratam que para os produtos derivados da
macd a OMS e o Food and Drug Administration (FDA) estabelecem o limite de 50
Zg/L61 em suco de maca (CELLI et al., 2009; OLIVEIRA; BANDO; JUNIOR, 2007;
WELKE et al., 2009a). No Brasil ainda ndo ha legislacao vigente que determine o

limitedepatulinaemalimentos.

OH

FIGURA4-Estruturaquimicadapatulina.
FONTE:FREIREet al., 2007,p.21.

4.2.5. Citrinina:

Foi inicialmente isolada a partir do fungo P. citrinum, anteriormente a
Segunda Guerra Mundial. Em seguida outras espécies foram identificadas como
produtoras de citrinina: Penicillium (P. expansum, P. viridicatum e P. camemberti),
Aspergillus (A. niveus, A. terreus eA. oryzae)emaisrecentementeMonascus ruber
e M. purpureus, espécies industrialmente empregadas na producao de pigmentos
vermelhos(BUGNO,2006;FREIREet al., 2007).

A citrinina (FIG. 5) encontra6se presente em gréos de aveia (mofados),
centeio,cevada,milhoetrigo(CARVALHO;FERNANDES;FREIRE,2005;FREIRE
et al.,, 2007). E segundo Braga, Cardoso e Macédo (2002) o queijo também é um
substratoparaosfungosprodutoresdessamicotoxina.

Carvalho,FernandeseFreire(2005)relatamqueoconsumodepequenas

doses de citrinina, por animais sensiveis as micotoxinas, pode desencadear



episddios de intoxicagcdes agudas ou crénicas, afetando, principalmente animais

criados sob regime de confinamento, como aves e suinos, podendo levar a morte
empoucashoras.Acitrininatambémapresentacapacidadenefrotéxicaemdiversas
espécies de animais, além de agir modulando a resposta inflamatéria em aves e
mamiferos (BRAGA; CARDOSO; MACEDO, 2002; BUGNO, 2006; CARVALHO;
FERNANDES;FREIRE,2005;FREIREet al., 2007;).Atéomomentondoconstana
literaturaadescricdodosriscosasatdehumanacausadospelaingestédodacitrinina
(FREIREet al.,2007).

HOOC

FIGURAS—Estruturaquimicadacitrinina.
FONTE:BUGNO, 2006,p.46.

4.2.6. Zearalenona:

E descrita na literatura como uma micotoxina produzida por diferentes
espécies de fungos do género Fusarium, principalmente as espécies
graminearum, F. culmorum, F. equiseti e F. crookwellense(BUGNO,2006;FREIRE
et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009; SEIKYAMA, 2005). A estrutura quimica da
zearalenonaéapresentadanaFig.6.

A zearalenona apresenta efeito estrogénico e anabolizante em diversos
animais, levando a alteragc&o no processo de reproducédo (BRAGA; CARDOSO;
MACEDO,2002;BUGNO,2006;FREIREet al., 2007;SEIKYAMAet al.,2005).

Sassahara, Yanaka e Netto (2003) citam que o consumo de alimentos
contendo tragos de zearalenona leva a um quadro de hiperestrogenismo nas
espéciesdomésticas,qualificadopeladiminuicdodaproducaodeleite,repeticdode

cio, diminuicao da taxa de concepcéo e episddios de abortamento. Freire et al.
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(2007) relatam que estudos com animais ndo comprovaram ainda a capacidade
carcinogénicadazearalenona.

No Brasil, essa micotoxina foi encontrada em cereais e em aveia em
flocos(OLIVEIRAet al., 2002).

OH HO CH,
I
0

HO |
0]

FIGURA6-Estruturaquimicadazearalenona.
FONTE:FREIREet al., 2007,p.19.

4.3. Mecanismos de toxicidade das micotoxinas

A intoxicacdo cronica por micotoxinas € chamada de micotoxicose
(BORGES et al., 2002; AQUINO, 2007). Ainda segundo Borges et al. (2002) a
micotoxicose pode desencadear ao organismo doanimal ou do ser humano danos
no crescimento, alterando fun¢des do organismo e evoluindo para tumores. Os
sintomassdonduseasevomitos,tambémpodendocausarataxiaemorte.

Amicotoxicosepodeserclassificadaemprimariaousecundaria,sendoa
secundaria de dificil identificacdo, em decorréncia dos baixos niveis de toxinas na
amostraetambémpelaausénciadeumquadroclinicoespecificodemicotoxicosee
presencadeumquadrodesuscetibilidadeexacerbadaainfec¢desintercorrentesda
imunossupressdodesencadeadapelatoxina(FERREIRAet al.,2006).

A principal via de exposicdo de micotoxinas € a via oral, por meio do
consumodealimentoscontaminados,existindotambémoriscodeexposi¢doporvia
dérmicaeinalatéria(BUGNO,2006).

Devido a diversidade de sua estrutura quimica, das origens de sua

biossintese,deseusamplosefeitosbioldgicosasmicotoxinaspodemcausardanos

agudos e crbnicos a animais e humanos, principalmente no figado, rins e cérebro,
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bem como alojamento destas nos musculos esqueléticos (BRAGA; CARDOSO;
MACEDO,2002;CARVALHO,2009)

As propriedades toxicoldgicas de algumas micotoxinas deveme6se ao
mecanismodemaodificagdodaestruturadoDNA(BUGNO,2006;CELLIet al., 2009;
FREIRE et al., 2007;WELKE et al.,, 2009a). A exemplo, as aflatoxinas apresentam
biotransformacéo pela acéo de enzimas microssomais pertencentes a superfamilia
de enzimas do citocromo P6450, resultando em um composto reativo 8,96epésito,
com potencial de reagir, via ligacdes covalentes, com sitios nucleofilicos de
macromoléculas como DNA, RNA e proteinas. O epdsito liga6se com guaninas da
molécula de DNA, na posicao N7, formando adultos, que representam a lesao
bioquimica primaria produzida pelas aflatoxinas, assim alterando a estrutura e
atividade biolégica do DNA e gerando efeitos mutagénicos e carcinogénicos
(BUGNO,2006;JARDIM;CALDAS,2009)(FIG.7).

Fujjii,Garcia,Hirooka(2004)citamqueasmicotoxinasprovocamreducao
na sintese protéica, levando a paralisacdo na atividade de fenilalanina6RNA6
sintetase, além de inibicdo de respiracdo mitocondrial com deplecao de sintese de
ATP (Adenosina Trifosfato) e aumento na peroxidacao lipidica. Somando6se aos
efeitos primarios ocorre formacéo de intermediarios reativos instaveis, surgindo

comoelementocooperativonagenotoxidadeemutagenicidade.

- unC g Pasl H Lr e |
Aflatoxina B, % )

Adutode DNA | ‘0

FIGURA 7 6 Reacao da aflatoxina B,catalisada pela enzima mono6oxigenase do complexo

citocromoP450naformacdodoadutodeDNA.
FONTE:JARDIM;CALDAS,2009,p.1903.
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4.4. Metodologias para identificacdo de fungos produtores de micotoxinas

Os métodos de deteccédo e quantificacao de fungos em produtos
destinados ao consumo humano e animal sdo necessarios para o controle de

gualidadedealimentos.

4.4.1. ldentificacdo morfolégica

As col6nias de um determinado microrganismo geralmente apresentam
morfologias tipicas, quando estes sdo semeados em meios com a mesma
composicao quimica. Os aspectos macroestruturais de uma colénia representam o

primeiropassoparaidentificacdomicrobiana(SIDRIM;ROCHA,2004)(FIG.8).

FIGURA8-Aspectomascroscopicodeumamacrocolénia
FONTE:SIDRIM;ROCHA,2004,p.83.

Na observacéo das culturas de fungos filamentosos, devem ser
ressaltadas as seguintes caracteristicas: tamanho da col6onia, caracteristicas das
bordas, textura, relevo, pigmentacéo, coloragédo do verso e reverso, entre outras
(SIDRIM; ROCHA, 2004) (FIG. 9, 10 e 11). Entretanto, a caracterizacdo de uma
colénia compde um conjunto de caracteristicas as vezes subjetivas, de expressao
fenotipica, encontradas em uma determinada espécie. Podendo, tais aspectos
deixaremdesemanifestareapontaremdirecdoaumaespécieflngicadistinta,nédo

correlacionado aos achados (SIDRIM; ROCHA, 2004). Portanto, a caracterizacdo
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micromorfoldgica se torna fundamental para complementar a identificacédo
morfoldgica.

1 . 2 .
a . L] .

FIGURA 9 — Aspectos das colbnias fungicas quanto atextura: 1. Col6nias algodonosas; 2.
Coldnias furfuraceas; 3. Col6nias penugentas; 4. Colbnias arenosas; 5. Col6nias veludosas;
6.Coldniasglabrosas.

FONTE:SIDRIM;ROCHA,2004,p.84

FIRGURA 10 — Aspectos das col6nias fungicas quanto ao relevo: 1. Coldnias
cerebriformes; 2. Coldnias rugosas; 3. Coldnias apiculadas; 4. Colonias
crateriformes.

FONTE:SIDRIM;ROCHA,2004,p.85
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FIGURA11—Caracteristicasdosfungosquantoapigmentagdo: A.pigmentonoversodacolénia;
B.pigmentonoreversodacol6nia;C.pigmentodifusivelnomeiodecultura.
FONTE:SIDRIM;ROCHA,2004,p.85

A identificagdo de um fungo filamentoso abrange a caracterizagéo de
suas estruturas microscopicas. Observando estruturas como de frutificacéo e de
ornamentacao. Para tal observacéo faz6se necessario utilizar a técnica de
microcultivoemlaminas(RIDDELL,1950)(FIG.12).

A primeira etapa da identificagcdoé composta pela preparacaodeplacas
de Petri contendo uma lamina apoiada sobre um suporte de vidro.Todo omaterial
utilizado deve ser esterializado de forma adequada (RIDDELL, 1950; SIDRIM,;
ROCHA,2004).

Apds montagem do aparato, iniciaése a técnica propriamente dita de
“microcultivo para fungos filamentosos”; utiliza6se uma placa contendo agar batata,
tendo este meio espessura de aproximadamente 465 mm. Com o auxilio de uma
lamina de bisturi esterilizada, retiram6se dessa placa blocos retangulares de meio,

comaproximadamentelcm’. Essesblocosdevemserdispostosdeformaasséptica

sobre a lamina que se encontra na placa de Petri. Em seguida a colénia a ser
analisada é repicada nas quatro faces do retdngulo de agar batata, que sera
posteriormentecobertocomumalaminulaestéril(RIDDELL,1950;SIDRIM;ROCHA,
2004).
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Montada a cultura, adicionando6se 1 mL de agua destilada estérilizada sobre um

fragmento de algodao hidrofilico. A placa de Petri é entdo incubada a temperatura
ambienteatéocrescimentofungico(5al0dias)soblamina.

Para a observacéo final, é adicionado uma gota do corante Lactofenol
Azul de Algodao sobre uma lamina, retirabse a laminula que esta cobrindo o
microcultivo, utilizando6a para cobrir a lamina que esta com o Lactofenol Azul de
Algodao (RIDDELL, 1950; SIDRIM; ROCHA, 2004). A preparacédo € observada em

microscopiadpticoparavisualizagcdodasmicroestruturas(SIDRIM;ROCHA,2004).

FIGURA 12 — Etapas do microcultivo para identificacao dos fungos. (A) placa montada e
esterilizada;(B)placacommeioparamicromorfologia;(C)montagemdelamina;(D)semeadura;(E)
crescimento;(F)confec¢dodelaminasparamicroscopia.
FONTE:SIDRIM;MOREIRA,2004,p.86.

4.4.2. Imunoensaios

Os métodos imunoldgicos apresentam diversas vantagens quando
comparadocomosdemaismétodos,dentreelasrapideznaobtencaoderesultados,
alta sensibilidade, especificidade e facilidade na execucéo, contudo apresentam
custoelevadoenecessitampessoaltécnicoqualificado.Dentreostiposdeensaios
imunoenzimaticos (ELISA 6 Ensaio Imunoabsorvente Ligado a Enzima), os que
utilizamexoantigenossaoosmaisutilizadosnodiagnésticotaxondmico,deteccéoe
identificacédo de fungos toxigénicos (MEIRELLES et al., 2006; THORNTON et al.,
2002).



Exoantigenos sdo moléculas imunogénicas soluveis, secretadas por

fungosnomeiodecultura.Muitosfungosproduzemantigenosquesaoespecificos

para um género e/ou espécie, podendo ser utilizados para identificacdo, expondo
grande aplicabilidade na imunoidentificacdo de fungos patogénicos e na resolugéo
deproblemastaxondémicos(MEIRELLESet al., 2006).

Imunoensaios séo procedimentos analiticos baseados na ligacdo néo
covalente entre antigeno e anticorpo. Para detec¢éo de fungos em alimentos, os
imunoensaiosutilizadossaobaseadosnapesquisadeantigenosepodemempregar
anticorpos policlonais, monoclonais ou anticorpos recombinantes (MEIRELLES et
al., 2006).

A marcacao enzimatica de anticorpos foi adaptada para a detec¢do de
fitopatdgenos com alta sensibilidade, originando a metodologia de ELISA. Um dos
reagentes é adsorvido na superficie de uma fase sélida, como uma placa de
poliestireno com 96 pocos. A reacado é baseada na ligagdo reversivel e ndo6
covalente do antigeno com o anticorpo especifico. Determinada enzima
(freqientemente peroxidase oufosfatasealcalina) conjugada a um anticorpo reage
com um substrato incolor para formar um produto colorido ou quimioluminescente,
permitindoassimdetectaroantigeno.

A deteccao de fungos em alimentos através do método de ELISA pode
ser realizada em alimento submetido a tratamento térmico, filtracéo ou irradiacdo
gama, permitindo avaliar a contaminacdo em alimentos processados. Os ELISAs
mais utilizados para a deteccéo de fungos toxigénicos em alimentos séo o
competitivo direto, competitivo indireto e o ELISA sanduiche (MEIRELLES et al.,
2006;0ONOet al., 2004).

4.4.2.1. ELISA competitivo direto

A microplaca é sensibilizada com anticorpo (FIG. 13). O antigeno
marcado com a enzima € misturado com a amostra contendo o antigeno, que
competepeloanticorpodequantidadelimitada, portantoquantomaioraquantidade
de antigeno na amostra, menor quantidade de antigeno marcado ligar6se6a ao

anticorpo. Assim, a absorbancia apos a adicdo do substrato sera inversamente
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proporcional a concentracdo do antigeno presente na amostra (MEIRELLES et

2006;0NOet al., 2004).

Anticorpo adsorvido 3 microplaca

YYY

Amaostra com alta
contaminago
flingica +enzima
conjugada ao
antigeno

Amostra com baixa
contaminagao
fingica + enzima
conjugada ao
antigeno

Adigdo de
substrato/
cromaégeno

De serwolvimento
de cor

FIGURA13-ELISAcompetitivodireto
FONTE:AdaptadadeONOet al., 2004,p.71

4.4.2.2. ELISA competitivo indireto

A sensibilizacdo da microplaca é realizada com o antigeno (micotoxina)
(FIG. 14). Na etapa seguinte, a amostra contendo o antigeno e o anticorpo é
adicionadaamicroplaca.Quantomaioraquantidadeantigenopresentenaamostra,
menor a quantidade de anticorpo livre estara disponivel para o antigeno fixado a
microplaca. Aadicadode umanticorpo secundariomarcado comenzima, especifico
paraoanticorpoprimario,podedeterminaraquantidadedeanticorpoprimarioligado
a placa. Assim, quanto maior a concentracéo de antigeno na amostra, menor a
absorbancia(MEIRELLESet al., 2006;0NOet al., 2004).0Osmétodosdedeteccao
e quantificacéo de fungos em produtos destinados ao consumo humano e animal

sdonecessariosparaocontroledequalidadedealimentos.
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Antigeno adsorvido & microplaca

Amostra com alta | Amostra com baixa
contamina cao i M{ contaminagio

flngica + flingica +
anticorpo anticorpa

Adican de
BNZima
conjugada
an anticorpo

Adicdn de
substratos
cro magenn

Desenvolvimento
de cor

FIGURA14—ELISAcompetitivoindireto
FONTE:AdaptadadeONOet al., 2004,p.72

4.4.2.3. ELISA sanduiche

OELISAsanduicheapresentaduasetapasdecomplexacao(FIG.15).Na
primeiraetapaosanticorposndomarcadosséaofixadosnamicroplacaereagemcom
0 antigeno presente na amostra, promovendo sua captura e imobilizacao. Na
segundaetapa,umsegundoanticorpomarcadocomaenzimaeespecificoparaum
epitopodiferentenoantigenoéadicionadoparareagircomoantigenoligado.Apos
remocado de qualquer anticorpo secundario livre, o substrato é adicionado e com a
acdodaenzimaocorreraumamudancanacor.Aintensidadedacorédiretamente
proporcionalaligacdodoanticorpomarcadoe,conseqiientementeaquantidadede

antigenopresentenaamostra(MEIRELLESet al., 2006;0ONOet al., 2004).



Anticarpo adsorvido & microplaca

Adicdo de amostra com antigeno fingico

Adicdo de enzima conjugada ao anticorpo

Adicdo de substrato/cromdgeno

Desenyolvimento de cor

FIGURA15-ELISAsanduiche
FONTE:AdaptadadeMEIRELLESet al., 2006,p.619

4.4.3. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR é uma técnica que foi relatada em meados da década de 1980,
por Mullis e Faloona (1987), que permite obter in vitro diversas cépias de um
determinadosegmentodeDNA.Obedecendoaseguinteetapa:

o ExtracdodeDNAmolde:apresentaaregidoaseramplificada;

¢ Escolha do segmento a ser amplificado e obtencéo de iniciadores
especificosparaoreconhecimentodessesegmento;

o Amplificacdo que dara origem a varias coépias, utilizando6se de um
cicladortérmico;

¢ Leituradoprodutoamplificadoaposeletroforeseecoloragao;

e Sequenciamento:apésamplificadaaregidodeinteresse,compara6sea
sequéncias disponiveis em bancos de dados de sequéncia de nucleotideos. E

possivel a utilizacdo de programas computacionais que permitem a comparagao
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destassequénciasdeorganismosalvosendoalvos,alémdepermitiradefinicdode

regibes apropriadas para a sintese de iniciadores a serem utilizados para detectar
umadeterminadaespéciedefungo.

Devidosuaespecificidadeesensibilidade,aPCRéummétodorelevante
paraidentificacdodefungos.ExistemvariosexemplosdetestesbaseadosemPCR
desenvolvidos para a deteccéo de fungos em plantas, alimentos e em patologia
médica. A PCR pode também ser utilizada para detectar grupos de linhagens,
espéciesoutaxassuperiores(FUNGARO,2000).

As técnicas tradicionais para a identificacédo de fungos toxigénicos em
alimentos séo pouco sensiveis, dependentes de cultivo e detectam apenas a
presencadecélulasviaveis.OusodaPCRpermitediagnosticar,deformasensivel
e especifica, estes microrganismos, mesmo que se encontrem inviaveis.
Recentemente, varios trabalhos vém sendo realizados no sentido de viabilizar a
deteccao de fungos toxigénicos em alimentos através da PCR (GEISEN, 1998;
FUNGARO,2000).

Para fungos toxigénicos, os alvos a serem amplificados séo, quando
possivel, sequéncias de genes que codificam enzimas que participam da via
biossintética das micotoxinas (genes estes ditos: genes da biossintese de
micotoxinas). Entretanto, até 0 momento, somente alguns destes genes foram
clonados e sequenciados. As Unicas vias biossintéticas bem descritas sdo aquelas
da biossintese de aflatoxinas, trichothecenos, patulina, toxina PR e da

esterigmatocistina(GEISEN,1998;FUNGARO,2000).

4.5. Metodologia para identificagéo de micotoxinas em alimentos.

Para avaliar a exposicdo humana e animal e qualidade de matérias
primas é imprescindivel o desenvolvimento de métodos analiticos com alta
sensibilidade, especificidade, rapidez, reprodutibilidade e facilidade de uso, bem
comoaexatiddoeprecisao.

Inimeros métodos foram desenvolvidos para proceder as analises
guantitativas e qualitativas de toxinas de origem biol6gica incluindo cromatografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia gasosa6espectrometria de massas
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(GC6MS), cromatografia liquida espectrometria de massas (CL6EM), cromatografia

gasosa espectrometria infravermelho (CG61V). Além de metodologia quimica, os
imunoensaios,representadosporensaioimunoabsorventeligadoaenzima—ELISA,
aglutinacédo de latex — RPLA, imunodifusao, imunoafinidade, imunohistoquimica,
biosensores e separagcdo imunomagnética vem se avancando pela praticidade
associadaasensibilidade(FUJII;GARCIA;HIROOKA,2004).

De acordo com Braga, Cardoso e Macédo (2002) os métodos analiticos
podem ser distribuidos em trés grupos, os fisico6quimicos (cromatograficos,
espectrofotométricos, fluorodensitometricos, detec¢do por minicoluna e blue-green-
yellow fluorescence),biol6gicos(bioensaios)eporimunoensaios(radioimunoensaio6
RIAeELISA).

Parapreparacdodeamostrassélidaséimportanteareducaodotamanho
dasparticulas,aumentandoaareadasuperficie.Misturandoaamostraparatorna6la
homogénea e uma aliquota ser retirada. Para amostras liquidas e pastas é
necessariaumacorretanomogeneizacdoantesdaretiradadeumaaliquota.

Adeteccéoequantificacdodepequenasquantidadesdemicotoxinasem
produtos naturais exigem a retirada de interferentes, objetivando a purificagéo e
concentracdo do extrato adquirido, sendo assim realiza6se etapa de limpeza ou

“clean-up”parapurificagdodaamostra(BRAGA;CARDOSO;MACEDO,2002).

4.5.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A cromatografia tem sido amplamente utilizada nos uGltimos tempos,
contudo dentre os varios métodos cromotograficos, a CLAE é o mais recente e 0
principal método utilizado atualmente podendo ser considerada uma inovacao na
areademetodologiaanaliticaparadeteccdodetoxinas,anteriormentebaseadaem
procedimentos quimicos. O seu emprego em varios laboratorios é considerado
atualmenteindispensavel(FUJII;GARCIA;HIROOKA,2004; TORRES,2009).

A CLAE utiliza equipamentos sofisticados que podem ser totalmente
automatizados. E um tipo de cromatografia liquida que utiliza pequenas colunas,
repletasdemateriaisespecialmentepreparadoseumafasemovelqueéeluidasob
pressdes.Apresentacapacidadederealizarseparacfeseanalisesquantitativasde

uma grande quantidade de compostos presentes em varios tipos de amostras, em



escala de tempo de poucos minutos, com alta resolucao, eficiéncia e sensibilidade
(VALENTE;COLLINS;MANFREDI,1983).

O métodooficial descrito em “Associationof Official Analytical Chemists”
(AOAC) para andlise quantitativa de micotoxinas é CLAE. Este método apresenta
umaanaliseeficienteesensivel.Comtudo,aexecucdode CLAErequerdemanda
consideravel de reagentes de alto custo, tempo de analise relativamente longo e

supervisaoportécnicosespecializados(FUJII;GARCIA;HIROOKA,2004).

4.5.2. Ensaios imunoenzimaticos

Imunoensaios que utilizam antigeno ou anticorpo marcado com uma
enzima séo descritos como ensaios imunoenzimaticos, dentre os quais 0 mais
empregadoéométododeELISA(ONOet al.,2004).

O ensaio imunoenzimatico € uma técnica em que a reagao antigeno6
anticorpo é monitorada pela medida da atividade enzimatica, empregando a
conversao de um substrato (cromogénico,fluorescente ou quimioluminescente) por
um antigeno ou anticorpo marcado com a enzima como meio de
deteccao/quantificacdo (ONO et al., 2004). O método de ELISA apresenta alta
sensibilidade,capazdedetectarconcentracdesdeumcomposto(ngepg),poucaou
nenhumanecessidadedelimpezae/ouconcentracdodeanalitico,baixocustoapos
padronizacéo, facilidade de operacéo e potencial de utilizagdo no campo (FUJII;
GARCIA;HIROOKA,2004;0ONOet al.,2004).

O ELISA constitui técnica analitica alternativa com grande potencial na
analisedemicotoxinasemalimentos(FUJII;GARCIA;HIROOKA,2004).Aprincipal
desvantageméresultantedainteracaoinespecificaentrecomponentesalimentares
(proteinas, &cidos graxos) com anticorpo, podendo apresentar resultados falso6

positivosousuperestima¢cédodaconcentracdodemicotoxinas(ONOet al.,2004).



4.6. Legislacao brasileira e internacional para micotoxinas e fungos produtores
de micotoxinas em plantas medicinais e chéas de ervas:

Os chés de ervas sdo comercializados no Brasil como alimentos e séo
tratadospelalegislacaobrasileiradeformadiferenciadadosfitoterapicos.Naosendo
exigidos teores minimos de constituintes quimicos caracteristicos de cada espécie
vegetal, a exemplo da legislacdo para a comercializagdo da planta como
medicamento(BRANDAOet al.,2002).

ARDCn°12/01exigeapenasapesquisadeSalmonella spemamostras
de cha. Esta resolucao revoga a Portaria n° 451 de 19 de setembro de 1997
(BRASIL, 1998), a qual exigia a pesquisa deSalmonella sp, bactérias coliformes a
45°C,boloreseleveduras(GOMESet al.,2008).Sendoassimessamudancapode
gerar prejuizos em termos da qualidade do produto, além de expor a seguranca
alimentardoconsumidor.

Afaltadelegislacaobrasileiraespecificadificultaadeterminacaodoreal
potencial de um alimento causar ou nao risco a saude de humanos e animais. A
resolucéo vigente (RDC N° 12/01) permite que alimentos que apresentem a
presenca de varios fungos (alguns com potencial para producéo de micotoxinas)
comoosencontradosnosartigosapresentadosnaTAB.1,possamserconsumidos
pelapopulacéo.

AANVISAestabelecelimitesmaximosparamicotoxinaseml6categorias
dealimentos.Paraisso,abriuumaPropostadeRegulamentoTécnicosobreLimites
MaximosToleradosdeMicotoxinasemAlimentos,divulgadaemConsultapublican®
100,de21dedezembrode2009(BRASIL,2009).

Na consulta publica citada ndo ha determinacao de limites maximos
tolerados para micotoxinas em chas de ervas dentre os alimentos listados, nao
levando em consideragéo os estudos publicados que mostram a contaminacao
fingica nestes alimentos, além do aumento do consumo brasileiro por chas de
ervas.

De acordo com a legislacao internacional, em fitoterapicos, o limite
maximopermitido,pelaOMS, parafungosfilamentososéde5x10°UFC(Unidades

FormadorasdeCol6nias)porgrama(g)(WHO,1998).Japaraplantaspré6tratadas
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comaguaquente(chasdeervas)olimitetoleraveldefungosfilamentososédelx
10°UFC/g,parametrotambémestipuladopelaOMS(WHO,1998).

A Farmacopéia Brasileira (1988) e a Farmacopéia Americana (2005)
estabelecemespecificacbesde 2 x 10° UFC/g defungos,parafitoterapicos de uso
oral. A Farmacopéia Brasileira (1988), além de determinar a contagem de fungos,
indicaapesquisadeoutrosparametrosdemaiorriscoparaoconsumidorcomo:os

fungosAspergillus flavus eAspergillus parasiticus.

4.7. Ocorréncia de micotoxinas e fungos produtores de micotoxinas em

plantas medicinais e chas de ervas

Foram encontrados 13 artigos publicados por autores brasileiros, nos
anos de 2001 a 2010, referentes ao tema fungos poténcias produtores de
micotoxinaseisolamentodemicotoxinasemplantasmedicinaisutilizadasparaobter
chasdeervasechasdeervascomerciais,demonstrandoqueaspesquisasnestes
produtosaindasaoescassas.

EpossivelobservarnaTAB.1queapenasumdostrabalhos(7,7%)que
analisaram amostrasde plantas medicinaise chasdeervas encontraram niveis de
contaminagdodefungosfilamentososdentrodolimitepermitidosendoinferioral0’
UFC/g,deacordoOMSeFamacopéia(2x10°UFC/g).Assim,92,3%dosdemais
estudosapresentaramniveisdecontaminagaoconsideraveis.

De acordo com os géneros flingicos detectados, Aspergillus foi
encontradoemtodasasanalises,seguidoporPenicillium, Cladosporium, Rhizopus
e Fusarium. Quanto ao parametro identificacdo da espécie flngica € possivel
observarapredominanciadasespéciesdeA. niger eA. flavusemchasdeervas.

A pesquisa de micotoxina foi procedida em apenas 4 dos 13 trabalhos
apresentados, sendo que Gomes, Negrelle e Elpo (2008) ndo detectaram a
presenca da micotoxina pesquisada (Aflatoxina B1, B2, G1 e G2). As micotoxinas
predominantesforamAflatoxinasBieB2eocratoxinaA.

Apredominanciadasaflatoxinaspossivelmenteesta associadaagrande
presenca de espécies de Aspergillus, género fangico principal produtor das

aflatoxinas,comdestaqueparaoA. flavus.
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Borges et al. (2002) analisaram cinco amostras de ervaémate: destas,
duasapresentaramcrescimentodefungosfilamentosos7,6x10°e1,8x10°UFC/g.

Furlaneto, Marins e Endo (2003) analisaram a qualidade microbiolégica
delOespéciesdeplantasmedicinaisedetectaramapresencadefungosemtodas
as amostras analisadas, porém apenas uma das amostras apresentou valor acima
dolimitepermito(1,1x10'UFC/g).

Rocha, Soares e Corréa (2004) procederam analise fungica em 20
amostras de Cassia acutifolia Delile (sene) e 20 amostras de Peumus boldus
(Molina)Lyons(boldo6do6Chile).Deacordocomosresultados92,5%dasamostras
apresentaram contaminacao, sendo que 45% (18 amostras) apresentaram niveis
acimadolimiteestipuladopelaOMSparafitoterapicos (5x10°UFC/g).

Prado et al. (2009) verificou que 21,79% dos isolados fungicos
encontrados em plantas medicinais apresentaram capacidade para produzir
aflatoxinas(42,9%),ocratoxinaA(22,4%)ecitrinina(34,7%).

Apesar da hipétese de que os chas de ervas ndo sao adequados a
producdo de micotoxinas, a andlise micotoxicoldgica realizada nos artigos
analisados permite verificar o contrario. Bugno (2006) detectou uma amostra
artificialmente contaminada com uma linhagem toxigénica de A. flavus. Ao expor a
mesma a condi¢bes adequada de umidade, temperatura e tempo verificou a
producaodeaflatoxinaB,,indicandoapossibilidadedaocorrénciadecontaminacao
humana com micotoxinas, quando contaminantes fingicos encontram condi¢cfes
favoraveisparaseudesenvolvimento.

O monitoramento dos niveis fungicos nos alimentos é primordial ndo
apenas para evitar a deterioracdo dos mesmos, mas principalmente para reduzir a
produg&odemicotoxinas.

Os métodos de deteccado de micotoxinas apresentam alto custo e exige
pessoal capacitado. Sendo possivel observar que estes fatores impedem uma
analisecompletadoschasdeervas.DosestudosapresentadosnaTAB.lapenas
guatro procederam a analise de micotoxinas, ndo permitindo saber o real risco a
saudedosconsumidores.

E importante ressaltar que os resultados dos trabalhos analisados foram
alcancados em condi¢Bes assépticas e condi¢des controladas de tempo e
temperatura. Nao ocorrendo o mesmo no ambiente usual de consumo doméstico.

Sendoassim,oriscocontinuodacontaminacdodeveserconsiderado.
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Tabela 1 - Ocorréncia de micotoxinas em plantas medicinais e chas de ervas

em algumas cidades do Brasil.

Cidade/ N° de Produto % de contaminacao Principais géneros Tipo de Referéncia
Local amostras | analisado por fungos fungicos detectados | micotoxina
Curitiba 5 Erva6mate 40% Aspergillus sp(62,13%), a BORGESet al.,
Penicillium sp(32,35%), 2002
Rhizopus sp(5,52%)
Londrina 10 Plantas 10% Aspergillus spp(47%), FURLANETO;
medicinais Penicillium spp(34%), a MARINS;
ENDO,2003
Campinas 40 Folhasde 45% Aspergillus, Penicillium, a ROCHA;
sene,boldo6 Cladosporium, Rhizopus SOARES;
do6Chile CORREA,2004
Séao Paulo 51 Chas 100% Aspergillus niger RUSSOMANNO
comerciais (10,6%),Aspergillus et al., 2004
(saches) flavus (9,2%),Fusarium
moliforme (7,8%)entre
outros
Pelotas 34 Ervabmate 41,18% Aspergillus sp(70,59%), BERNARDI;
Penicillium sp(55,88%), CALDEIRA;
Cladosporium sp a NASCIMENTO,
(14,71%) 2005
S&o Paulo 91 65espécies 63,1% Aspergillus niger BUGNOet al.,
deplantas (69,2%), Aspergillus 2005
medicianais ochraceus (33,8%)e
outros Aspergillus spp
(32,3%),Penicillium
citrinum (43,1%),
Penicillium chrysogenum
(16,9%)
S&o Paulo 91 65espécies 55% Aspergillus flavus ND BUGNO,2006
deplantas (32,4%),Aspergillus
medicinais niger (29,1%),
Aspergillus ochraceus
(14,5%),Penicillium
citrinum (70,5%)e
Penicillium chrysogenum
(29,5%)
S&o0 Paulo 91 65espécies 54,9% Aspergillus flavus BUGNOet al.,
deplantas (23,39%),Aspergillus 2006
medicinais niger (20,97%)e
Penicillium citrinum
(12,50%)
Sé&o Paulo 100 Sene,boldo, 95% Aspergillus spp (75%), ND AQUINO,2007
espinheira Mucor spp (12%)
santa,cha Penicillium spp (4,8%),e
verde, Cladosporiumspp (0,7%)
guaranaem
po
Curitiba 13 Chéadecapim6 81,25% Aspergillus niger ND GOMES;
limdo NEGRELLEE
ELPO,2008
Maringa 18 Planta DLP CHIMINet al,
medicinal a 2008
“espinheira6
santa”
Belo 5 Plantas 80% Aspergillus flavus, Aflatoxinas PRADOet al.,
Horizonte medicinais: Aspergillus ochraceus, (B.,By)e 2009



alcachofra,
boldo,
camomila,
chapéude
couroesene
Curitiba 3 Chasde
camomila,
ervaédocee
ervaémate

100%

Aspergillus ostianus,
Cladosporium
cladosporioides,
Rhizopus stolonifer,
Penicillium citrinum
Aspergillus sp (35,9%),
Penicillium sp (9,4%)

ocratoxinaA
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CARVALHOet
al.,2009

DLP—Dentrodolimitepermitido(10°);
...Naoinformado;
ND-Na&odetectado.
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5. CONCLUSAO

As micotoxinas em produtos naturais de origem vegetal integram sério
risco a salide publica do Brasil. A alteracdo na legislacéo brasileira pode
desencadear prejuizos em termos da qualidade do produto, colocando em risco a
seguranca alimentar do consumidor. Sendo necessario impor medidas apropriadas
de controle higiénico6sanitario garantido a qualidade e seguranca deste tipo de
produto.

Os resultados obtidos na literatura sugerem que condi¢des inadequadas
da qualidade da matéria prima, processamento, distribuicdo, armazenamento e
comercializacao das plantas medicinais e chas de ervas contribuem para a
contaminag&oeaumentodamicrobiotadosprodutosporfungos,sendoaaplicacéo
domanualdeBoasPraticasdeFabricacdoeControle(BPFC)desumaimportancia

paradeterminarasegurangaalimentardosconsumidoresdestesprodutos.



46

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AMAYA,DeliaB.R.;SABINO,Myrna.MycotoxinresearchinBrazil: Thelastdecade
inreview.Brazilian Journal of Microbiology,SaoPaulo,v.33,n.1,p.1611,2002.

AQUINO, Simone. Efeito da radiagdo gama no crescimento de Aspergillus flavus
produtor de aflatoxinas e no emprego da técnica da reacdo em cadeia da polimerase

(PCR) em amostras de grdos de milho inoculados artificialmente. Orientador: Anna
Lucia C. H. Villavicencio. 2003. Dissertacéo (Mestrado Ciéncias na Area de
TecnologiaNuclear-Aplicacdes)-InstituodePesquisasEnergéticaseNucleares,

Universidade de Séo Paulo. Disponivel em:
<http://pelicano.ipen.br/PosG30/TextoCompleto/Simone%20Aquino_M.pdf>. Acesso
em:09dejulde2010.

AQUINO, Simone. Avaliacdo da microbiota fangica e da presenca de micotoxinas
em amostras de plantas medicinais irradiadas adquiridas no comércio varejista e
atacadista.Orientador:AnnaL uciaC.H.Villavicencio.2007.115f. Tese(Doutorado
emTecnologiaNuclear)—Institutode PesquisasEnergéticaseNucleares,Autarquia

associada a Universidade de Séo Paulo, Sao Paulo, 2007. Disponivel em:
<http://pelicano.ipen.br/PosG30/TextoCompleto/Simone%20Aquino_D.pdf.>. Acesso
em:10junde2010.

BERNARDI, E.; CALDEIRA, M. F.; NASCIMENTO, J. S. Identificacdo de fungos
filamentosos em ervabmate (llex paraguariensis St. Hill). Arquivos do Instituo de
Bioldgico, Sao Paulo, v. 72, n. 4, p. 4896493, out./dez., 2005. Disponivel em: <
http://www.biologico.sp.gov.br/docs/arq/iv72_4/bernardi.PDF>. Acesso em: 30 out.
2010.

BORGES,LarissaR.et al.ContagemdeFungosnocontroledequalidadedaerva6
mate (llex paraguariensis St. Hil) e isolamento de géneros potencialmente

micotoxigénicos. Boletim do Centro de Pesquisa e Processamento de Alimentos,
Curitiba,v.20,n.1,p.1036110,jan./jun.2002.

BRAGA, Sayonara M. L. F. M.; CARDOSO, Maria A. A.; MACEDO, Cardoso R. O.
Micotoxinas em produtos naturais: Alguns aspectos e perspectivas. Revista
Brasileira de Toxicologi,. Paraiba,v.15,n.1,p.53668,2002.

BRANDAO,MariaG.L.et al.Qualidadedeamostrascomerciaisdechasdeplantas

medicinais. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, Botucatu, v. 5, n. 1, 2002.
Disponivel em: <http://www.ibb.unesp.br/servicos/publicacoes/rbpm/
pdf_v5_nl 2002/artigo9 v5 nl.pdf>. Acessoem:01ljul.de2010.

BRASIL.MinistériodaSaude.SecretariadeVigilanciaSanitaria.PortariadaSVS/MS
n°451del9set.de1997.Regulamentotécnicosobreosprincipiosgeraisparao
estabelecimentodecritériosepadréesmicrobiolégicosparaalimentos.Diario Oficial

da Uniao,Brasilia,2jul.1998.



47

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolu¢édo
RDC n° 12 de 2 jan. 2001. Estabelece padrdes microbioldgicos sanitarios para
alimentos.Diério Oficial da Unido,Brasilia,10jan.,p.4564.2001.

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolucéo
RDC n° 48 de 16 de set. 2004. Visa atualizar a normatizacéo do registro de
medicamentosfitoterapicos.Diario Oficial da Unido,Brasilia.

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolucéo
RDCn°277de22deset.2005.“RegulamentoTécnicoparacafé,cevada,cha,erva6
mateeprodutossoluveis”.Diario Oficial da Unido,Brasilia,29ago.2005.

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Consulta
Publica n° 100, de 21 dez. 2009. Regulamento Técnico sobre Limites Maximos
Tolerados(LMT)deMicotoxinasemAlimentos.Diario Oficial da Unido,Brasilia,22
dedez.2009.

BUGNO, Adriana. Drogas vegetais: Avaliagdo da contaminacdo microbiana e
pesquisa de aflatoxinas, ocratoxina A e citrina. Orientador: Terezinha de Jesus
AndreoliPinto.2006.174f. Tese(DoutoradoemProducéoeControleFarmacéutico)

— Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo,

2006. Disponivel em: <http://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/9/9139/tde6
250820086101633/>.Acessoem:01dejulde2010.

BUGNO,Adrianaet al. Avaliagdodacontaminacdomicrobianaemdrogasvegetais.
Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, Sao Paulo, v. 41, n. 4, p. Out./Dez.
2005.

BUGNO, Adriana et al. Occurrence of toxigenic fungi in herbal drugs. Brazilian
Journal of Microbiology,SaoPaulo,n.1,v.37,p.47651,2006.

CALDAS,EloisaD.;SILVA,SauloC.;OLIVEIRA,JoaoN.AflatoxinaseocratoxinaA
em alimentos e riscos para a saude humana. Revista de Salde Publica, Distrito
Federal,v.36,n.3,p.3196323,mar.2002.

CARVALHO,Suzanaet al. Contaminacgaofiingicaemchasdecamomila,ervaédoce
eervabmate.Revista Instituto Adolfo Lutz,SdoPaulo,v.68n,1,p.91695,2009.

CARVALHO, C. A.; FERNANDES, B. C. T. M.; FREIRE, R. B. Supresséo da
resposta imunitaria humoral causada pela citrinina. Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, RiodeJaneiro,v.57,n.2,p.1716176,2005.

CELLI, Marcos G. et al. Patulina: incidéncia e controle em derivados de maca.
Semina: Ciéncias Agrarias,Londrina,v.30,n.1,p.1356168,jan./mar.2009.

CHIMIN,Arianeet al. AvaliacdodaqualidadedeamostrascomerciaisdeMaytenus
ilicifolia  (espinheira6santa) Comercializadas no Estado do Parana. Latin American
Journal of Pharmacy, Maringé,v.27,n.4,p.5916597.2008.



48

De IONGH, H. et al. Investigation of the factor in groundnut meals responsible for
“turkeyXdisease”.Biochimica Biophysica Acta,v.65,p.5486551,dez.1962.

DOCTORFUNGOS. Desenvolvido por Doctorfungos e Webillustrated, 2007.
Apresenta banco de imagens de estruturas flngicas. Disponivel em: <
http://www.doctorfungus.org/>.Acessoem:01dez.de2010.

EHRENBERG, C. G. Nova Acta Academiae Caesareae Leopoldino6
CarolinaeGermanicae Naturae Curiosorum 10: 198. 1820. Disponivel em:
<http://www.mycobank.com/MycoTaxo.aspx?Link=T&Rec=20487>. Acesso em 05
dez.de2010.

FARMACOPEIABrasiIeira.4.ed.SéoPaqu:Atheneu,1988,Partel.p.V.5.1.6.61—
V.5.1.7.66.

FERREIRA,Helderet al.Aflatoxinas:umriscoasaidehumanaeanimal.Revista do
Centro de Ciéncia Agrarias e Ambientais, Parana,v.2,n.1,jan./jun.2006.

FREIRE,FranciscoC.O.et al. Micotoxinas:Importancianaalimentacaoenasautde
humana e animal. Embrapa Agroindustria Tropica, Fortaleza, documentos 110,
2007. ISSN 167761915. Disponivel em: <http://www.cnpat.embrapa.br/cnpat/cd/jss/
acervo/Dc_110.pdf>.Acessoem:15dejulde2010.

FUJII, Simone; ONO, Elisabete, Y. S.; HIROOKA, Elisa Y. Ocratoxina A em café:
controle e metodologia analitica com énfase a inovacao no contexto de seguranca
alimentar.Ciéncias Agrarias,Londrina,v.23,n.2,p.2736292,jul./dez.2002.

FUJII, Simone; GARCIA, Lourdes B.; HIROOKA, Elisa Y. Metodologia analitica
imunoquimica com énfase na detec¢cado de micotoxinas — Ficotoxinas no sistema
agroalimentar.Alim. Nutr. Araraquara,v.15,n.3,p.2736284.2004.

FUNGARO, Maria H. P. PCR na micologia: diagnostico e analise de variabilidade.
Biotécnologia Ciéncia e Desenvolvimento, Londrina,anolll,n.14,2000.Disponivel
em:<http://www.biotecnologia.com.br/revista/biol4/pcrnamicologia.pdf>.Acessoem:
18out.2010.

FURLANETO, Luciana; MARINS, Vanessa D.; ENDO, Rosane. Qualidade
microbioldgicadedrogasvegetaiscomercializadasnasruasdacidadeLondrina/PR

e de seus infusos. Salde em Revista, Piracicaba, v. 5, n. 10, p.49652, 2003.
Disponivel em: <http://www.unimep.br/phpg/editora/revistaspdf/saude 10art07.pdf>.
Acessoem:01ldeago.de2010.

GEISEN,R.(1998).PCRMethodsforthedetectionofmycotoxin6producingfungi.
In: Bridge P.D., Arora, D.K., Reddy, C.A., Elander, R.P. ed. Applications of PCR in
Mycology,CAB International,NewYork,p.2436266.

GOMES,ElianeG.;NEGRELLE,RaquelR.B.;ELPO,ElianeR.S.Determinacédoda

gualidade microbioldgica e fisico6quimica de chas de Cymbopogon citratus (D.C)
Stapf(capim6limao).Acta Scientiaru. Health Science, Maringa,v.30,n.1,p.47654,

2008. Disponivel em:



49

<http://periodicos.uem.br/ojs/index.php/ActaSciHealthSci/article/viewFile/4396/3096>
.Acessoem:14deset.de2010.

JARDIM, Andréia N. O.; CALDAS, Eloisa D. Exposi¢cado humana a substancias
guimicas potencialmentetdxicas na dieta eos riscospara a salde.Quimica Nova,
Sé&oPaulo,v.32,n.7,p.189861909,2009.

JUNIOR, Valdir F.; PINTO, Angelo C. Plantas medicinais: cura segura? Quimica
Nova, S&oPaulo,v.28,n.3,p.5196528,Mai./Jun.2005.

LIMA, Juliana D. et al. Cha: aspectos relacionados a qualidade e perspectivas.
Ciéncia Rural,SantaMaria,v.39,n.4,p.127061278,Jul.2009.

LINK,H.F.MagazinderGesellschaftNaturforschendenFreundeBerlin3:16.1809.
Disponivel em: <http://www.mycobank.com/MycoTaxo.aspx?Link=T&Rec=9257>.
Acessoem:1lout.de2010.

LINK,H.F.MagazinderGesellschaftNaturforschendenFreundeBerlin8:37.1816.
Disponivel em: <http://www.mycobank.com/MycoTaxo.aspx?Link=T&Rec=7681>.
Acessoem:1lout.de2010.

MANDIGAN, Michael T. et al. Microbiologia de Brock. 12. ed. S&o Paulo: Artmed,
2010.46p.

MEIRELLES, Paula G. et al. Imunoensaios: uma alternativa para a deteccéo de

fungostoxigénicosemalimentos.Semina: Ciéncias Agrarias,Londrina,v.27,n.4,p.
6176628,0ut./dez.2006.

MYCOBANK. Desenvolvido por Mycobank,2004.Apresenta pesquisas cientificase

bancodeimagensdefungos.Disponivelem:<http://www.mycobank.com/>.Acesso
em:10dez.2010.

MICHELI, P.; HALLER, A. Historia stirpium indigenarum Helvetiae inchoata: 113.

1768. Disponivel em:<
http://www.mycobank.com/MycoTaxo.aspx?Link=T&Rec=7248>.Acessoem:11out.
de2010.

MINAMI, Luciana et al. Fumonisinas: efeitos toxicolégicos, mecanismo de agéo e
biomarcadoresparaavaliagcdodaexposicdo.Semina: Ciéncias Agrarias,Londrina,v.
35,n.3,p.2076224.Jul./Set.2004.

MULLIS, Kary B.; FALOONA, Fred A. Specific synthesis of DNA in vitro via a

polymerase6catalysed chain reaction. Methods in Enzymology. v. 155, p. 3356350.
1987.

OLIVEIRA,MarizeS.et al.IncidénciadeAflatoxinas,DesoxinivalenoleZearalenona

emprodutoscomercializadosemcidadesdoestadodeMinasGeraisnoperiodode
1998-2000.Revista do Instituto Adolfo Lutz, v.60,n.2,p.1296134,2002.



50

OLIVEIRA, Renata C.; BANDO, Erika; JUNIOR, Miguel M. Intralaboratory
optimization and validation of a method for patulin determination in grapes by thin6
layer chromatography. Brazilian Journal of Microbiology, Parana,v. 38, p. 3046308,

2007.

OLIVEIRA, TatianaR.et al. Maize(Zea Mays L)landracesfromthesouthernregion

of Brazil: Contamination by Fusarium sp, zearalenone, physical and mechanical
characteristicsofthekernels.Brazilian Archive of Biology And Technology, Curitiba,
v.52,n.special,p.165,nov.2009.

ONQO, Elisabete Y. S. O. et al. Micotoxinas em alimentos: Progressos na
imunodetecgdo. Biotecnologia Ciéncia e Desenvolvimento, Brasilia, n. 32, 2004.
Disponivelem:<http://www.biotecnologia.com.br/revista/bio32/micotoxinas_32.pdf>.
Acessoem:20dejulde2010.

POZzzl,Claudia,R.et al. Aspectosrelacionadosaocorrénciamecanismodeacéode
fumonisinas.Ciéncia Rural,SantaMaria,v.32,n.5,p.9016907,2002.

PRADO, Guilherme et al. Efeito da irradiacdo na microbiota fungica de plantas
medicinais. Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, v. 33, n. 5, p. 137261378, set./out.
2009.

PubMed-U.A—-NationalLibraryofMedicine.DesenvolvidopeloNationalCenterfor
Biotechonology Information, 1996. Permite acesso on6line a base de dados das
pesquisas bibliograficas de referéncias de artigos médicos. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/>.Acessoem:29set.2010.

RINDDELL, Roland W. Permanent stained mycological preparations obtained by
slideculture.Mycologia,v.42,p.2656270.1950.

ROCHA, Liliana O.; SOARES, Maria M. S. R.; CORREA, Cristiana L. Andlise da
contaminacao fungica em amostras de Cassia acutifélia Delile (sene) e Peumus
boldus (Molina) Lyons (boldo6do6Chile) comercializadas na cidade de Campinas,
Brasil.Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, Campinas,v.40,n.4,p.5216
527,0ut./dez.2004.

RUSSOMANNO, O. M. R. et al. Ocorréncia de fungos em chas comercializados
(Resumo).Summa Phytopathologica,v.30,n.1,2004.

SASSAHARA ,Marcia;YANAKA ErikaK.;NETTO,DaisyP.Ocorrénciadeaflatoxina
ezearalenonaemalimentosdestinadosaogadoleiteironaRegidoNortedoEstado
doParané.Ciéncias Agrérias,Londrina,v.24,n.1,p.63672,jan./jun.2003.

SEKIYAMA, Beatriz L. et al. Aflatoxins, ochratoxin, a end zearalenone in maize6
basedfoodeproducts.Brazilian Journal Microbiology, SdoPaulo,v.36,n.3,p.2896
294, jul./set. 2005. Disponivel em: <http://www.scielo.br/pdf/bjm/v36n3/arql6.pdf>.
Acessoem:10ago.2010.

SIDRIM, José J. C.; ROCHA, Marcos F. G. Micologia médica a luz de autores
contemporaneos. 1.Ed.RiodeJaneiro:GuanabaraKooganS.A.,p.83686.2004.



51

SILVEIRA,FranciscoJ.F;,LAMOUNIER,JoelA.Prevalénciadoaleitamentomaterno
epraticasdealimentacadocomplementaremcriancascomaté24mesesdeidadena
regidodoAltoJequitinhonha,MinasGerais.Revista de Nutricdo, Campinas,v.17,n.
4,p.4376447.0ut./dez.2004.

SOUZA, Rodrigo A. M. Potencial antioxidante e fendlico de infusdes de ervas

consumidas no Brasil. 2007. Dissertacédo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia dos
Alimentos)—EscolaSuperiordeAgricultura“LuizdeQueiroz”,UniversidadedeSéo

Paulo, Sao Paulo. Disponivel em:
<http://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/11/11141/tde6080820076
165038/publico/RodrigoSouza.pdf>.Acessoem:13set.de2010.

SEMINARIO APLICADOS, 2009, Goiania, Cromatografia liquida de alta eficiéncia:
Revisao literaria. Goidnia: Universidade Federal de Goiania, 2009. Disponivel em:
<http:/iwww.ufg.br/this2/uploads/files/66/Andrea_Cintra.pdf>. Acesso em: 13 out.

2010.

THEUNITED.States Pharmacopeia.28.ed.Rockville:UnitedStatesPharmacopeial
Convention,2005.3013p.

THORNTON, Christopher R. et al. Production of a monoclonal antibody specific to
thegenusTrichoderma andcloselyrelatedfungi,anditsusetodetectTrichoderma
spp.innaturallyinfestedcompost.Microbiology,Reading,v.148,p.126361279,2002.

TORRES, Andréia C. B. Cromatografia de alta eficiéncia: Revisdao da Literatura.
Orientadora:RoséngeladeOliveiraAlves.2009.36f.Seminarioapresentadojuntoa

disciplina Seminario Aplicados do Programa de P6s6Graduacéo (Doutorado em

Ciéncia Animal) — Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Goias, Goias,

2009. Disponivel em: http://www.ufg.br/this2/uploads/files/66/Andrea_Cintra.pdf.
Acessoem:8dedez.2010.

VALENTE, A.L.P.; COLLINS, C.H.; MANFREDI, J.E. Conceitos basicos de
cromatografialiquidadealtaeficiéncia.Quimica Nova,S&oPaulo,v.6,n.3,p.1036
109,jul.1983.

VECCHIA, Andréia D.; FORTES, Raquel C. Contaminacao flingica em granola

comercial. Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos, Campinas, v. 27, n. 2, p. 3246327,
abr./jun.2007.

VULCANQO, Irma R. C.; SILVEIRA, Josianne N.; LEITE, Edna M. A. Teores de

chumbo e cadmio em chas comercializados na regido metropolitana de Belo

Horizonte. Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas,Sao Paulo ,v.44,n. 3, p.
4256431,Jul./Set.2008.

WELKE, Juliana E. et al. Ocorréncia, aspectos toxicolégicos, métodos analiticos e
controle da patulina em alimentos. Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 39, n. 1, p. 3006
308,jan./fev.2009a.



52

WELKE, Juliana E.; HOELTZ, Michele; NOLL, Isa B. Aspectos relacionados a
presenca de fungos toxigénicos em uvas e ocratoxina A em vinhos. Ciéncia Rural,
RioGrandedoSul,v.39,n.8,p.256762575,nov.2009b.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Quality control methods for medicinal plant
materials.Geneva,1998.115p.



ANEXOS

Prancha de Imagens:

J Image Courtesy of
Dr. Karighma Kaushik

. Dr. Santosh Karade
- Department of Microbiology
~ AmedForces Medial Colege
-

4 Pune, INDIA
- Copyright @ 2006 Doctorfungus.org
- -

Fonte:<http://www.doctorfungus.org>

Aspergillus auricomus
Fonte:< http://ww.hear.org>

Aspergillus ailiacens, TMI 87209, a-C Conidiophores and conidia: g scleroia. a. ¥S12: b. xI600; c. x1030; . X2030; & x3100; [, x3300.
2355

a1

Aspergillus alliaceus
Fonte:<http://www.doctorfungus.org>

WC D

Aspergillus carbonarius
Fonte:<http://www.doctorfungus.org>

53



B
]
e
fé ’?
l
]
G
gt
i
4
¢
.".
e S
."/
.‘} i Courtesy of
The Geraldine Kaminski Medical Mycology Library
Produced by: David Ellis and Roland Hermanis.
il Copyright © 2003 Doctorfungus Corporatior,
= L et :
Aspergillus flavu

Fonte:<http://www.doctorfungus.org>

Courtesy of Deanna A. Sutton
‘Copyright ©2005 doctortungus.org

Aspergilius glaucus
Fonte:<http://www.doctorfungus.org>

‘Copyright @ 2005 doctorfungus.org

Aspergillus nidulans
Fonte:<http://www.doctorfungus.org>

Courtesy of Deanna A sutmn.

54

Courtesy of
£ - The Geraldine Kaminski Medical Mycology Library
Produced by: David Ellis and Roland Hermanis

apyright © 2003 Doctorfungus Corporation

", «afin

Aspérgil'lus'fumigatus
Fonte<http://www.doctorfungus.org>

L
Aspergillus melleus
Fonte:<http:/Mww.schimmel6schimmelpilze.de>

Coureayof
The Geraldine Kaminski Medical Mycology Library
Produced by: David Ellis and Roland Hermanis

b gy &

Copyright @ 2003 Doctorfungus Corporation

Aspergiilus niger

Fonte:<http:/Aww.doctorfungus.org>



Aspergillus niveus

Fonte:<http://www.doctorfungus.org>

Aspergillus oryzae

Fonte:<http://www.doctorfungus.org>

Rt w‘\.‘ {
MR N A\
RO A

R\

Aspergillus terreus

Fonte:<http://www.doctorfungus.org>

55

Image Courtesy of Sandra Arduin
Michigan Dept. of Community Health
‘Copyright © 2007 Dectorfungus.org

Aspergillus ochraceous
Fonte:<http://www.doctorfungus.org>

p h . P
Aspergillus parasiticus

Fonte:<http://www.doctorfungus.org>

Byssochlamyé sp.
Fonte:<http://www.flickr.com>



Courtesy of
The Geraldine Kaminski Medical Mycology Library
Produced by: David Ellis and Roland Hermanis
Copyright & 2003 Doctorfungus Corporation

Cladosporium cladosporioides
Fonte:<http://www.doctorfungus.org>

: £
Fusarium culmorum

Fonte:<http://www.mycobank.org>

Fusarium graminearum
Fonte:< http://www.agnet.org/library/bc/54012/>

Fusarium equiseti
Fonte:<http://ww.andaluciainvestiga.com>

56

Cladosporium herbarum
Fonte:<http:/Amww.doctorfungus.org>

o

I::jusarium nygami
Fonte:<http:/Mmww.mycobank.org>



Fusarium proliferatum Fusarium crookwellense
Fonte:<http:/Mww.doctorfungus.org Fonte:<http:/ww.grainscanada.gc

Copyright © 2000 DoctorFungus Corporation

Fusarium spp Fusarium verticillioides
Fonte:<http://www.doctorfungus.org Fonte:<http:/Mww.doctorfungus.org

Monascus purpureus ' Monascus ruber
Fonte: <http://ww.technoinhome.com Fonte:<http://journals.asm.org/cgi/figsearch

57




58

B Coursey ot

k RN 'y Tha Geraldine Kaminski Madical Mycoloay Library -

1 \-\f J o nmm#ft%ﬂ%mnwfwh e\ \ ‘ It b

Mucor spp Penicillium camemberti
Fonte:<http://www.doctorfungus.org Fonte:<http:/Mmww.mycobank.org

r " FE 3 t . F
Penicillium citrinum Penicillium expansum
Fonte:<http://www.doctorfungus.org Fonte:<http:/Mmww.mycobank.org

- G
Penicillium nordium
Fonte:<http://mww.mycobank.org Fonte:<http:/Mww.mycobank.org




59

Penicillium viridicatum
Fonte:< http:/mww.schimmel6schimmelpilze.de>

;» o At
Rhizopus arrhizus

Rhizopus microsporus
Fonte:<http:/Aww.doctorfungus.org>






