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RESUMO

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por espécies de fungos que
crescem em alimentos. Algumas dessas substancias podem causar graves danos a
saude humana e de animais, devido a sua capacidade mutagénica e carcinogénica,
e também podem causar grandes prejuizos econdmicos. As micotoxinas mais
encontradas sdo as aflatoxinas, a zearalenona, as ocratoxinas, 0s tricotecenos e as
fumonisinas, que podem contaminar produtos como milho, café, trigo, amendoim,
soja, sementes de algodao e silagem. O milho, um dos mais importantes cultivos
utilizados na alimentacdo humana e animal, possui alto potencial de contaminacgao
por micotoxinas, especialmente pela fumonisina, produzida por fungos do género
Fusarium, principalmente por F. verticillioides. As fumonisinas estdo envolvidas em
uma variedade de doencas animais e estdo associadas a alta incidéncia de cancer
esofagico. O Brasil, assim como outros paises, estabeleceu limites maximos
tolerados de micotoxinas em alimentos, na Resolucdo RDC numero 7/2011, da
ANVISA. Neste trabalho apresenta-se uma revisao bibliografica sobre a fumonisina
em milho e produtos derivados, abrangendo aspectos como efeitos toxicos,
deteccdo e quantificacdo, regulamentacao e incidéncia no Brasil e em alguns outros
paises. Concluiu-se que o monitoramento desses contaminantes é muito importante
para a saude publica e medidas futuras sdo necessérias para reduzir cada vez mais
a exposicao da populacéo a essas toxinas.

Palavras chave: micotoxina; fumonisina; milho; Fusarium; fungo; contaminacao.



ABSTRACT

Mycotoxins are secondary metabolites produced by species of fungi growing on food.
Some of these substances can cause serious harm to human health and animal due
to its mutagenic and carcinogenic capacity, and can also cause great economic
losses. The most commonly found mycotoxins are aflatoxins, zearalenone,
ochratoxins, trichothecenes and fumonisins, which can contaminate products such as
corn, coffee, wheat, peanuts, soybeans, cottonseed and silage. Corn, one of the
main crops used for human and animal consumption, has high potential for
mycotoxin contamination, especially by fumonisin, produced by fungi of the genus
Fusarium, mostly F. verticillioides. Fumonisins are involved in a variety of animal’s
diseases and are associated with high incidence of esophageal cancer. Brazil, like
many other countries, has established maximum tolerated levels of mycotoxins in
food, by Resolution RDC number 7/2011, ANVISA. This paper presents a literature
review of fumonisin in corn and derived products, covering aspects such as toxicity,
detection and quantification, regulation and incidence in Brazil and some other
countries. It was concluded that the monitoring of these contaminants is very
important for public health and future measures are needed to reduce more and
more public exposure to these toxins.

Keywords: mycotoxin; fumonisin; maize; corn; Fusarium; fungi; contamination
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) € uma das culturas mais antigas do mundo, sendo
cultivada ha pelo menos cinco mil anos. Atualmente a cultura de milho esta presente
em diversas regifes do planeta, tendo a capacidade de se desenvolver nas mais
variadas condicdes de clima e manejo. E considerado o terceiro cereal mais
produzido no mundo, depois da soja e do trigo. Sua grande importancia econdémica
decorre do fato de ser mundialmente utlizado, de diversas formas desde a
alimentacdo humana e animal até a producdo de etanol e na inddstria de alta
tecnologia.

Na produgéo do milho, como de outros grdos e sementes, um dos grandes
problemas enfrentados diz respeito a contaminacdo por fungos produtores de
micotoxinas durante os periodos de pré-colheita, colheita, armazenamento ou
transporte. As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios formados durante o final da
fase exponencial de crescimento de alguns fungos filamentosos e nédo possuem
importancia aparente para o seu crescimento ou metabolismo. Pelo fato de fungos
filamentosos serem ubiquos, podem germinar, crescer e produzir toxinas em
diversos produtos agricolas.

A temperatura e a umidade favoraveis durante o armazenamento de gréos, a
maior permanéncia das lavouras no campo e o ataque de insetos tém sido
considerados como algumas das principais condicdes que propiciam a producao de
toxinas por fungos.

Dentre as micotoxinas mais conhecidas se destacam as aflatoxinas,
encontradas em amendoim, milho, algoddo e algumas nozes; as fumonisinas e
zealeronas, em milho; as ocratoxinas, em café, soja e amendoim, e 0s tricotecenos,
principalmente em trigo e cevada.

As micotoxinas exercem efeitos toxicos mesmo em guantidades
extremamente pequenas nos alimentos. Por estarem presentes em grande parte dos
produtos agroalimentares, s&o ingeridas involuntariamente quando esses Sao
consumidos. Isso também ocorre com a ingestdo de produtos como carne, leite e
queijo derivados de animais que tenham consumido ragéo contaminada.

O desenvolvimento de estudos relacionados as micotoxinas é de grande

importancia, uma vez que essas Sdo toxicas para humanos e outros animais,



podendo apresentar atividade carcinogénica, hepatotéxica, nefrotoxica,
imunossupressora e mutagénica. Além disso, a presenca de micotoxinas em
produtos agricolas é considerada um obstaculo a economia de muitos paises,
interferindo ou até mesmo impedindo sua exportacao.

A presenca de micotoxinas em produtos agricolas produzidos em todo o
mundo pode chegar até 50%. Legislacbes tém sido adotadas em muitos paises,
determinando limites maximos desses contaminantes em diversos alimentos in
natura e processados, visando proteger os consumidores.

O Brasil, assim como diversos pais em desenvolvimento, enfrenta grandes
dificuldades na exportacdo de produtos agricolas, pois os limites estabelecidos para
micotoxinas costumam ser superiores aos exigidos, por exemplo, na Unido
Europeia, consideravel importador desses produtos. Assim, a presenca em
concentracfes elevadas de micotoxinas € o principal fator que leva a rejeicdo de
produtos agricolas produzidos aqui e em outros paises. Além disso, como 0s
produtos exportados sdo os de melhor qualidade, os que exibem niveis mais altos
de micotoxinas sdo comercializados no mercado interno, representando risco para a
saude da populacéo desses paises.

Uma vez que, em larga escala, ndo seja possivel eliminar completamente os
fungos contaminantes e suas toxinas nos alimentos, torna-se necessario elaborar e
implementar leis e regulamentos efetivos para o monitoramento do nivel dessas
toxinas, assegurando que o consumo de certos alimentos ndo represente um risco

para a saude publica.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar a bibliografia recente sobre a incidéncia e impacto das fumonisinas no milho

e em seus derivados.

2.2 Objetivos Especificos
Levantar e relatar estudos sobre impacto das micotoxinas;

Analisar a ocorréncia de fumonisina em milho e seus derivados no Brasil e no

mundo;

Avaliar a presenca de fumonisinas em milho e seus derivados no Brasil

correlacionando com a legislagéo vigente.



3. MEDOTOLOGIA

Esta monografia € descritiva, tendo sido utilizado como metodologia de
composicdo 0 acesso a literatura corrente nas seguintes bases: Pubmed, Scielo,
base de dados CAPES, base de dados oficiais brasileiros, legislacfes, websites,
dentre outras. As principais palavras chave utilizadas foram: micotoxinas,

fumonisina, milho, incidéncia e contaminacao.



4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Milho

O milho € um alimento originario do continente americano, sendo que seus
parentes silvestres mais proximos, teosinte e tripsacum, se encontram neste
continente (GABRIEL, 2009). A mais antiga espiga de milho, datada de 7.000 a.C.,
foi encontrada no vale do Tehucan, na regido onde hoje se localiza o México
(CIB,2010).

E o Unico cereal nativo do Novo Mundo (CIB, 2010), sendo considerado uma
das mais importantes e antigas culturas agricolas (ALVES & AMARAL, 2011). Era
amplamente cultivado na época do contato europeu em ambos os hemisférios e
servia como alimento basico de muitas sociedades pré-histéricas (PIPERNO &
FLANNERY, 2000).

Embora tenha origem nas Américas, o milho hoje é cultivado desde a Russia
até a Argentina, em diferentes altitudes (ALVES & AMARAL, 2011), que vao desde o
nivel do mar até trés mil metros (CIB, 2010). Acredita-se que o milho moderno seja
resultado da domesticacdo de diversos genomas de teosinte (GOLOUBINOFF;
PAABO; WILSON, 1993), nome comumente aplicado para varios tipos selvagens
distintos, todos nativos do México até a Ameérica Central (DOEBLEY, 1990).



O alto nivel de domesticacdo e melhoramento genético realizados com o
passar dos anos (Fig. 1) tornou a planta completamente dependente da agédo do
homem (CIB, 2010; WILKES, 1972). Essa domesticacdo considerou importantes
caracteristicas como produtividade, resisténcia a doencas e capacidade de

adaptacao, dando origem as variedades hoje conhecidas (CIB, 2010).

Figura 1: Sequéncia morfolégica da possivel evolucdo da espiga de Teosinte para o
milho moderno a partir da domesticacdo do homem. Fonte: CIB, 2010.

O milho foi descrito por Linnaeus em 1753 como pertencente a familia
Poaceae, género Zea e espécie Zea mays L. (EOL, 2015; TROPICOS, 2015). E uma
graminea monoica, robusta, ereta, com ciclo de vida anual e com 2n=20
cromossomos (EOL, 2015; TROPICOS, 2015).

4.1.1 O grao de milho: estrutura e composicéo

O milho é um alimento muito energético, com cerca de 360 kcal a cada 100
gramas. Possui em sua composi¢cdo vitaminas A e do complexo B, proteinas,
gorduras, carboidratos, calcio, ferro, fésforo, amido e ainda é rico em fibras (CIB,
2010).



A estrutura e composicéo do gréo de milho sdo detalhadamente descritas por
Paes (2006). Segundo a autora, o milho € conhecido botanicamente como uma
cariopse, sendo formado por quatro estruturas, de acordo com a composi¢cao
quimica e organizacao no grao. Sao elas: o endosperma, 0 gérmen, 0 pericarpo, ou

casca e a ponta (Fig. 2).

endosperma fariniceo
endosperma vitreo

céhlulas do endosperma
com grinulos de amido

phimmla .
escutelo |+ BCIOKD
radicula

Figura 2: Anatomia do grdo de milho e suas partes. Fonte: Adaptado de
BRITANNICA,1996, por PAPALIA, 2015.

4.1.2 Consumo

Destinado tanto para o consumo humano quanto para alimentacdo animal, o
milho é também cultivado para a extracdo de bioetanol e utilizado na inddstria
quimica e alimenticia, dele podendo ser obtidos mais de quinhentos derivados. As
atividades de criagdo de aves, suinos e bovinocultura de corte e de leite.
representam as principais utilizagées do milho no mundo. (ALVES & AMARAL, 2011,
GARCIA et al., 2006).

No ramo de consumo animal, existem trés grandes derivagcdes no processo
produtivo do milho: a producéao de silagem, a industrializagcdo do grao de milho em
racdo e o emprego do grdo em mistura com concentrados proteicos para a

alimentacao de suinos e aves (GARCIA et al., 2006).



Constituindo o principal componente da dieta animal, com mais de 60% do
volume total utilizado, o milho assegura a parte energética das racdes. Combinado
com outros ingredientes permite ajustar a formulacdo de racdes especificas para
diferentes dietas animais de acordo com sua destinacdo, como por exemplo, de
suinos, leitbes, aves poedeiras ou de corte e gado leiteiro ou de corte (CIB, 2010).

Dadas as suas qualidades nutricionais, o milho apresenta grande
versatilidade para o aproveitamento na alimentacdo humana (CIB, 2010). Pode ser
consumido em varios estagios de amadurecimento, desde imaturo até grdo maduro
(OGTR, 2008), ingerido in natura ou como componente de balas, biscoitos, paes,
chocolates, geleias, sorvetes, maionese e cerveja (CIB, 2010). Os diversos usos do

milho no Brasil sdo apresentados no Quadro 1.



Quadro 1: Os diversos usos do milho (planta, espiga e grao) no Brasil.

Destinacao

Forma/Produto Final

Uso Animal Direto

Silagem; Roldo; Graos (inteiro/desintegrado) para aves, suinos e bovinos.

Uso Humano Direto
de Preparo Caseiro

Espiga assada ou cozida; Pamonha; Curau; Pipoca; P&es; Bolos; Broas;

Cuscuz; Polenta; Angus; Sopas; Farofa.

Indistria de RacgGes

Rac6es para aves (corte e postura); outras aves; Suinos; Bovinos (corte e

leite); Outros mamiferos.

Inddstria de alimentos
Produtos Finais

Amidos; Fubas; Farinhas comuns; Farinha pré-cozidas; Flocadas; Canijicas;

Oleo; Creme; Pipocas; Glicose; Dextrose.

Intermediarios

Canijicas; Sémola; Semolina; Moido; Granulado; Farelo de germe.

Xarope de Glucose

Balas duras; Balas mastigaveis; Goma de mascar; Doces em pasta;
salsichas; salames; Mortadelas; Hamburgueres; Outras carnes processadas;
Frutas cristalizadas; Compotas; Biscoitos; Xaropes; Sorvetes; Para

polimento de arroz.

Xarope de Glucose
com alto teor de
maltose

Cervejas

Corantes Caramelo

Refrigerantes; Cervejas; Bebidas alcodlicas; Molhos.

Maltodextrinas

Aromas e esséncias; Sopas desidratadas; Pos para sorvetes; Complexos
vitaminicos; Produtos achocolatados.

Amidos Alimenticios

Biscoitos; Melhoradores de farinhas; Paes; P6s para pudins; Fermento em

po; Macarrao; Produtos farmacéuticos; Balas de goma.

Amidos Industriais

Para papel; Papeldo ondulado; Adesivos; Fitas Gomadas; Briquetes de

carvao; Engomagens de tecidos; Beneficiamento de minérios.

Dextrinas

Adesivos; Tubos e tubetes; Barricas de fibra; lixas; Abrasivos; Sacos de
papel; multifolhados; Estampagem de tecidos; Cartonagem; Beneficiamento

de minérios.

Pré-Gelatinizados

Fundicdo de pecas de metal.

Adesivos

Rotulagem de garrafas e de latas; Sacos; Tubos e tubetes; Fechamento de

caixas de papelao; Colagem de papel; madeira e tecidos.

Ingredientes Protéicos

Racdes para bovinos; suinos; aves e cées.

Fonte: Jornal Agroceres (1994).

4.1.3 Producao de milho

O milho é produzido em quase todos os continentes, sendo sua importancia

econdmica caracterizada pelas diversas formas de sua utilizacdo (PAES, 2006). Os




maiores produtores mundiais sdo os Estados Unidos, China e Brasil, que produziram
na safra 2013/2014, respectivamente, 351,27; 218,49; e 80,0 milhdes de toneladas
(USDA, 2015).

O milho produzido pelos paises destina-se principalmente ao consumo
interno, devido ao alto custo de transporte. Basicamente os paises que abastecem o
mercado mundial sdo os Estados Unidos, devido a excelente estrutura de transporte,
a Argentina pela proximidade dos portos e a Africa do Sul, pela proximidade dos
compradores. O Brasil participa eventualmente deste mercado. Entretanto alguns
fatores como instabilidade cambial e deficiéncia da estrutura de transporte até os
portos tém prejudicado o pais na busca de uma presenca mais constante no
mercado internacional de milho. (GARCIA et al., 2006)

Nos ultimos anos a demanda mundial por milho vem aumentando, estimulada
pela utilizacdo desse cereal para a producdo de etanol nos Estados Unidos e pelo
consumo decorrente do crescimento econémico dos paises asiaticos (PAVAO &
FERREIRA FILHO, 2011).

No Brasil, o milho é cultivado em praticamente todo o territdrio, concentrando-
se 90% da producdo nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste (GARCIA et al.,
2006). Seu cultivo tem grande importancia devido a produgcdo em pequenas
propriedades, com a finalidade de subsisténcia e em grandes extensfes de terras,
para o abastecimento do mercado (PAVAO & FERREIRA FILHO, 2011).

Sua producéo tem crescido nos ultimos anos, sendo que na safra agricola de
2013/2014, a area cultivada atingiu 15.829 milhdes de hectares, com producéo de
80.052 milhdes de toneladas de graos, e rendimento de 5.057 kg/ha (CONAB,
2015). Mesmo com o aumento das exportacfes de milho pelo Brasil, sua grande
importancia ainda € o consumo interno, principalmente destinado a producdo animal,
sendo a avicultura e a suinocultura os segmentos que mais consomem (PAVAO &
FERREIRA FILHO, 2011; ALVES & AMARAL, 2011).

Devido ao grande potencial da produgdo de milho, a sua importancia como
insumo para diversos setores e ao aumento em sua demanda, é fundamental que a
produtividade por area plantada seja incrementada, tanto com estratégias de
reducdo de custo quanto com a incorporacdo de novas tecnologias (PAVAO &
FERREIRA FILHO, 2011). Deste modo, é necesséario o desenvolvimento de graos
mais produtivos e adaptados aos diversos sistemas de cultivo, bem como diferentes
condicdes de solo e clima (LOGUERCIO; CARNEIRO; CARNEIRO, 2002).



Uma das alternativas para essa intensificacdo na producdo de milho é a
utilizacdo de culturas geneticamente modificadas (PAVAO & FERREIRA FILHO,
2011). Entre elas, a mais comuns no mundo hoje € a do milho Bt (WU, 2006). Esse
cultivar contém um gene da bactéria do solo Bacillus thuringiensis, que codifica para
a formacdo de uma proteina de cristal (Cry), toxica para a lagarta do cartucho
(Ordem: Lepidoptera, espécie: Spodoptera frugiperda), considerada uma importante
praga do milho (LOGUERCIO; CARNEIRO; CARNEIRO, 2002). A utilizacdo do milho
Bt contribui para o crescimento das exportacdes, pois reduz o preco do cereal e dos
produtos que o utilizam ao longo do processo produtivo (PAVAO & FERREIRA
FILHO, 2011).

Um beneficio indireto importante na qualidade dos graos de milho Bt se da
pela diminuicdo da ocorréncia de fungos produtores de fumonisinas devida a
drastica reducdo de danos causados por insetos em espigas, acarretando maior
seguranca no consumo do produto (LOGUERCIO; CARNEIRO; CARNEIRO, 2002).

No Brasil, a utilizacdo de cultivares de milho transgénico (Milho Bt) foi
consolidada na safra de 2009/2010, com cerca de 35% e 42% de sementes
adquiridas na safra de verdo e na safrinha, respectivamente (VIANA, 2010).
Atualmente, sdo utilizados no Brasil cultivares hibridas, convencionais melhoradas e
transgénicas (ALVES & AMARAL, 2011).

4.1.4 Qualidade do milho

Os padrdes de qualidade do milho para transacdes comerciais baseiam-se na
pureza do gréo, cor, quantidade de grdos quebrados, indice de rachados, material
estranho, graos danificados, umidade, presenca de fungos e insetos, entre outros
(ASCHERI & GERMANI, 2004). A qualidade fisica e quimica dos grdos é
determinada pelo seu destino ou uso final (PAES, 2006).

Embora avancos da tecnologia agricola tenham permitido um aumento da
producéo de alimentos em todo o mundo, alguns fatores climaticos e biologicos tém
limitado a capacidade agricola, afetando os produtos durante plantio, colheita e
armazenamento (ALMEIDA et al., 2005).



O armazenamento e manipulagcédo inadequados de cereais acarretam perda
de qualidade dos graos, devido ao aumento da suscetibilidade ao ataque de fungos,
insetos, acaros e perda de nutrientes (ALMEIDA et al., 2005). Além disso, as
caracteristicas de armazenamento podem criar condicbes para um crescimento
otimo de fungos toxigénicos (ALMEIDA et al., 2000). Os fungos representam a
segunda maior causa de deterioracédo e perda de sementes e grdos armazenados,
sendo os insetos a primeira (OMINSKI et al., 1994). A contaminacdo por fungos

resulta em grandes perdas econémicas (ALMEIDA et al., 2005).

4.2 Micotoxinas

O termo micotoxina € derivado da palavra grega Mykes que significa fungo e
Toxicum que quer dizer veneno ou toxina (BULLERMAN, 1979). E usado para
designar um grupo de compostos que possuem baixo peso molecular e séo
produzidos como metabdlitos secundarios por algumas espécies de fungos
(BENNETT & KLICH, 2003; PUSCHNER, 2002; BENNETT, 1987).

Os metabdlitos secundarios sdo formados durante o final da fase exponencial
de crescimento e n&do possuem significancia aparente para 0 crescimento ou
metabolismo do organismo produtor, ao contrario dos metabdlitos primarios.
Geralmente, os metabdlitos secundarios parecem ser formados quando grandes
qguantidades de precursores de metabdlitos primarios, tais como aminoacidos,
acetato, piruvato e outros, sdo acumulados. A sintese de micotoxinas representa
uma maneira de os fungos diminuirem a quantidade desses precursores nao
requeridos para seu metabolismo (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2009;
BHATNAGAR, YU; EHRLICH, 2003).

A historia das micotoxinas comecou em 1960, quando mais de cem mil perus
morreram em uma fazenda na Inglaterra por uma doenca aparentemente nova, que
foi denominada “Turkey X disease”. Analisando a ragao consumida pelos perus,
produzida com amendoim importado da Africa e do Brasil, observou-se que havia
grande quantidade de uma substancia fluorescente produzida pelo fungo Aspergillus
flavus, a qual foi entdo denominada aflatoxina. A ocorréncia deste incidente levou a

suspeita de que outros metabdlitos de fungos poderiam ser mortais. Estudos mais



intensivos permitiram a identificacdo de uma variedade desses compostos,
associados com efeitos adversos na saude de seres humanos e animais (SANTOS
et al., 2014; FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2009; BENNETT & KLINCH, 2003).
Observou-se, assim, que a exposicdo aos metabdlitos de fungos, por ingestao,
respiragdo, contato, entre outras, levam a doengas entdo denominadas de
micotoxicoses (PEREIRA; FERNANDES; CUNHA, 2012; BENNETT & KLICH, 2003;
BENNETT, 1987).

4.2.1 Fatores que favorecem a producao de micotoxinas

As micotoxinas sado encontradas em graos armazenados e racdes para a
alimentacdo animal, como milho, café, trigo, semente de algodao, amendoim e soja
silagem (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2009). Estima—se que cerca de 30% de
todos os produtos agricolas do mundo estejam contaminados com micotoxinas.
(SANTIN, 2015). Sua ocorréncia depende de fatores geograficos, sazonais e de
cultivo, bem como genética, estado nutricional e ambiental da colheita
(BHATNAGAR; YU; EHRLICH, 2003). Os graos provenientes de regifes tropicais e
subtropicais apresentam maior indice de contaminacdo, devido ao clima, que
favorece o desenvolvimento de fungos toxigénicos (IAMANAKA; OLIVEIRA;
TANIWAKI, 2010).

Deve-se considerar, entretanto, que o crescimento de fungos nao implica
necessariamente na producdo de micotoxinas, pois ha fungos que ndo séo
produtores desse composto (IAMANAKA; OLIVEIRA; TANIWAKI, 2010;
PUSCHNER, 2002). A producdo de micotoxinas depende de fatores relacionados a
prépria fisiologia e bioguimica dos fungos toxigénicos e a fatores extrinsecos, como
umidade, composicdo quimica do substrato, temperatura, pH e interacdo microbiana
(PEREIRA; FERNANDES; CUNHA, 2012; IAMANAKA; OLIVEIRA; TANIWAKI,
2010).

Muitas micotoxinas possuem alta estabilidade quimica, sendo termoestaveis,
ou seja, ndo sao destruidas mesmo a temperaturas elevadas. Isso faz com que,
uma vez presentes nos alimentos ou matéria prima, dificilmente seréo eliminadas

nos processos subsequentes de preparo do produto final, mesmo apdés a remocao



dos fungos produtores (PEREIRA; FERNANDES: CUNHA, 2012; BITTENCOURT et
al., 2005).

Fungos

Os fungos s&o microrganismos eucariotos, que podem ser classificados em
filamentosos (multicelulares) e leveduriformes (unicelulares), cuja reproducéo se da
de forma assexuada ou sexuada, Os fungos filamentosos, que podem ser
patogénicos ou ndo, sdo ubiquos na natureza, especialmente em solos de regides
de clima temperado e tropical (BHATNAGAR; YU; EHRLICH, 2003). Alguns deles
produzem micotoxinas que atacam sementes e grdos (IAMANAKA; OLIVEIRA;
TANIWAKI, 2010).

Os fungos filamentosos sdo assim denominados por serem constituidos por
longos filamentos de células conectadas, chamadas de hifas. O conjunto de hifas é
denominado micélio, podendo ser dividido em micélio vegetativo, cuja funcédo é de
sustentacao e absorcdo de nutrientes, e micélio reprodutivo, formado por esporos ou
por propagulos. Os esporos germinam gquando encontram condicGes favoraveis,
como disponibilidade de nutrientes, umidade e temperatura, formando hifas que
invadem os tecidos dos gréos e de seus produtos (FARONI, 1998).

A invasdo dos graos por fungos podem causar danos na pré-colheita e na
colheita, durante o beneficiamento, armazenamento e transporte. Os efeitos da
invasdo fungica incluem a diminui¢cdo do poder germinativo, emboloramento visivel,
descoloracdo, odor desagradavel, perda de matéria seca, aquecimento, cozimento,
mudancas quimicas e nutricionais, perda da qualidade e producdo de micotoxinas
(CHRISTENSEN & KAUFMANN, 1969).

O milho e produtos derivados sédo alimentos com alto potencial de
contaminagao por micotoxinas (IAMANAKA; OLIVEIRA; TANIWAKI, 2010). Os
fungos produtores de micotoxinas, que afetam a qualidade de gréos, sementes,
racbes e alimentos pertencem a varios géneros, sendo 0s mais importantes :
Aspergillus, Penicillium e Fusarium (ASCHERI & GERMANI, 2004).

Enquanto as espécies de Penicillium e Aspergillus sdo encontradas como
contaminantes de produtos durante a secagem e armazenamento, as espécies de
Fusarium s&o patdogenos da planta, que produzem micotoxinas antes ou
imediatamente apds a colheita (SWEENEY & DOBSON, 1998).



Substrato

Fungos nédo sao exigentes do ponto de vista nutricional e se nutrem por macro
e micronutrientes presentes no substrato em se desenvolvem. A composicao desse
substrato pode influenciar na producdo de micotoxinas. Assim certos alimentos
serdo mais susceptiveis que outros quanto a producdo de micotoxinas por fungos
contaminantes (IAMANAKA; OLIVEIRA, TANIWAKI, 2010; GIMENO, 1999).

Elementos presentes no substrato como ferro e zinco além de serem
importantes para o desenvolvimento dos fungos, podem ser necessarios para a
producdo de micotoxinas. Ja foi relatado que em condi¢Bes baixas desses minerais
a producdo de algumas micotoxinas foi baixa ou nula. No caso da aflatoxina, é
necessario substrato rico em zinco e certos aminoacidos para que o fungo
Aspergillus flavus metabolize a toxina (GIMENO, 1999).

Além da composicdo quimica fatores como umidade, temperatura e
microrganismos presentes no substrato também exercem influencia na producgédo de

micotoxinas.

Atividade de agua

A guantidade de agua existente no ambiente e no substrato € um dos fatores
mais importantes para o desenvolvimento dos fungos e producdo de micotoxinas. A
agua pode ser encontrada livre no ambiente (chamada entdo de umidade) ou de
forma combinada, em tecidos vegetais, por exemplo (GIMENO & MARTINS, 2011).

Uma vez alcancado o equilibrio hidrico entre o substrato, no caso o alimento e
o ambiente, é possivel medir a quantidade de agua livre disponivel ali para o
crescimento do fungo, essa medida € denominada atividade de agua e pode variar
de 0 a1 (GIMENO & MARTINS, 2011; GIMENO, 1999).

A atividade de agua, assim como a temperatura, influencia diretamente nas
interacbes com outros fungos, habilidade em produzir esporos e nas atividades
metabdlicas, principalmente na producdo de micotoxinas. A atividade de agua ideal
para o crescimento de um fungo nem sempre € a mesma para a producao de
toxinas (ALMEIDA et al., 2005; GIMENO, 1999). Em sua maioria, os fungos
necessitam de umidade relativa acima de 80% e ao menos 0,60 de atividade de
agua para crescer. Ja a producao de toxinas sO ocorre com atividade de agua que

varia de 0,60 a 0,90, com umidade relativa também superior a 80%, esses valores



variam de acordo com a espécie do fungo (IAMANAKA; OLIVEIRA, TANIWAKI,
2010).

Temperatura

A temperatura tem uma importante influencia para o crescimento dos fungos.
A temperatura de crescimento ndo € necessariamente a mesma para a producao de
toxinas, de um modo geral essa temperatura esta entre a minima e a maxima para
ele crescer (IAMANAKA; OLIVEIRA, TANIWAKI, 2010). Segundo Gimeno (1999) a
temperatura 6tima para o crescimento da maioria dos fungos € entre 25 e 30°C, com
o limite maximo entre 40 e 45°C, embora haja fungos capazes de crescer a 0° ou
mesmo em temperaturas superiores a 55°C. Fungos da espécie Fusarium
verticillioides crescem em uma temperatura 6tima de 25°C e produzem fumonisinas
Bl e B2 quando em temperaturas de 24,5°C e 24,3°C respectivamente (DILKIN,
2002).

Interacdo microbiana

A presenga e interagdo entre 0S microrganismos no substrato podem
influenciar na producdo de toxinas por fungos. A presenca de outros organismos
pode fazer com que 0os mesmos compitam entre si pelos nutrientes disponiveis, 0
gue acaba influenciando tanto no crescimento dos fungos presentes guanto na sua
producéo de toxinas (OMINSKY et al., 1994).

4.2.2 Toxicidade

A exposicdo humana as micotoxinas pode ocorrer de forma direta, pela
ingestdo de alimentos vegetais contaminados, ou de forma indireta, por meio de
alimentos de origem animal, quando 0s animais consomem racdo contaminada
(PRADO, 2014; PEREIRA; FERNANDES; CUNHA, 2012).

As micotoxicoses apresentam diferentes sintomas, dependendo do tipo

micotoxina, a quantidade e a duracdo da exposicdo, a idade, sexo e estado de



saude do individuo. Observam-se também alguns efeitos sinérgicos, envolvendo
genéticas, o estado nutricional e a interacdo com outros compostos téxicos
(BENNETT & KLICH, 2003; BHATNAGAR; YU; EHRLICH, 2003; BENNETT, 1987).

Os efeitos das micotoxinas no organismo podem ser agudos, subagudos ou
cronicos. O efeito agudo é manifestado e percebido de forma rapida, causando
danos irreversiveis, devido normalmente a ingestdo de doses elevadas podendo
inclusive levar a morte. O efeito subagudo, caracterizado por distUrbios e alteracdes
nos oOrgaos, € resultado de uma ingestdo de doses menores da micotoxina
(PEREIRA; FERNANDES; CUNHA, 2012; BENNETT & KLINCH, 2003;
BHATNAGAR; YU; EHRLICH, 2003). Os piores efeitos desses compostos no homem
tendem a ser crénicos. Neste caso, ocorrem geralmente pela ingestdo moderada de
micotoxinas por longos periodos de tempo (PEREIRA; FERNANDES; CUNHA,
2012).

Esses efeitos podem ser agravados por fatores como deficiencia de vitamina,
privacdo calorica, abuso de éalcool e o estado de doencas infecciosas. Além disso,
micotoxicoses podem aumentar a vulnerabilidade a doencas microbianas, agravar
os efeitos da desnutricdo e interagir sinergicamente com outras toxinas (BENNETT &
KLICH, 2003).



Os principais fungos produtores de micotoxinas sdo 0s dos géneros
Aspergillus, Penicillium e Fusarium. As micotoxinas originarias desses e de outros
fungos apresentam diferencas quanto aos alimentos que contaminam e a seus
efeitos tdxicos, como mostra o quadro 2 (PEREIRA; FERNANDES; CUNHA, 2012;
MAZIERO & BERSOT, 2010).

Quadro 2: Principais micotoxinas com seus respectivos fungos produtores,
substratos e efeitos no homem e nos animais.

Principais
substratos

Principais fungos
produtores

Principal
toxina

Efeitos

Amendoim, milho

Aspergillus flavus e
Aspergillus parasiticus

Aflatoxina B1

Hepatotoxica, nefrotoxica,
carcinogénica.

Trigo, aveia, cevada,

Penicillium citrinum

milho e arroz Citrinina Nefrotdxica para suinos
Centelo e grdos em Claviceps purpurea . Gangrena de extremidades
geral. Ergotamina N
ou convulsdes
Milho Fusarium verticillioides

Fumonisinas

Cancer de eséfago

Aspergillus ochraceus

e
& Vi . Hepatotodxica, nefrotoxica,

Cevada, café, vinho _ Ocratoxina p ! ne’
Aspergillus carcinogénica.
carbonarius

Frutas e sucos de Penicillium expansum

icilli . Toxicidade vagamente
frutas e Penicillium Patulina 9

griseofulvum

estabelecida

Tricotecenos:

Fusarium sp
. : Myrothecium sp T2,
M'Iho’_ cevada, gvela, neosolaniol, Hemorragias, vémitos,
trigo, centeio Stachybotrys sp fusanona x, dermatites.
_ _ nivalenol,
Trichothecium sp deoxivalenol.
c ) . ) ] Baixa toxicidade; sindrome
ereais usarnum gramin€arum |- 7q4ralenona de masculinizagéo e

feminizagcdo em suinos

Fonte: FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2009.

A presenca desses fungos em produtos alimenticios nao significa
necessariamente a presenca de micotoxinas. Por outro lado, a auséncia dos
mesmos néo

implica na auséncia das micotoxinas, pois esses compostos



permanecem ativos no substrato apés a eliminacdo do fungo (IAMANAKA;
OLIVEIRA, TANIWAKI, 2010).

4.2.3 Principais micotoxinas presentes em alimentos

Existem mais de 200 substancias ja identificadas como micotoxinas, mas em
relacdo a toxicidade e ocorréncia em alimentos as mais importantes sdo as
aflatoxinas, a zearalenona, as ocratoxinas, os tricotecenos e as fumonisinas
(PEREIRA; FERNANDES; CUNHA, 2012; MAZIERO & BERSOT, 2010). Todas elas
podem ser encontradas em grdos de milho (KIRINCIC et al., 2012; STORM,;
RASMUSSEN; RASMUSSEN, 2014; LI et al., 2014; REYES-VELAZQUEZ et al.,
2008; PRADO et al., 1997). Entretanto estudos realizados demonstraram que entre
as micotoxinas a de maior abundancia nesses gréos é a fumonisina (SOUZA et al.,
2013; ROCHA et al., 2009; BROGGI et al., 2007; ALMEIDA et al., 2000; CHU & LI,
1994).

As aflatoxinas sdo produzidas por fungos do género Aspergillus,
principalmente pelas espécies Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius (PRADO
et al., 2008; ETZEL, 2002; OLIVEIRA & GERMANO, 1997). Sua presenca em
alimentos tem sido reportada no mundo todo, principalmente em milho, castanhas,
amendoim, frutas secas, temperos, figo, 6leos vegetais, cacau, feijao, trigo, arroz e
algodao (PRADO et al., 2008; ETZEL, 2002; JECFA, 1998; OLIVEIRA & GERMANO,
1997).

Entre as principais aflatoxinas conhecidas estdo Bl, B2, Gl e G2,
denominadas com base na sua fluorescéncia sob luz ultravioleta (B=Blue, G=Green)
e na sua mobilidade durante a realizacdo de cromatografia de camada delgada
(FREIRE, 2007; OLIVEIRA & GERMANO, 1997).

A. flavus produz apenas aflatoxinas B, enquanto as outras duas espécies, A.
parasiticus e A. nomius, produzem tanto aflatoxinas B quanto aflatoxinas G. Das
aflatoxinas B1 e B2 resultam os metabdlitos hidroxilados M1 e M2, que podem ser
encontrados no leite ou produtos lacteos obtidos a partir de animais que tenham
ingerido alimentos contaminados (IAMANAKA; OLIVEIRA; TANIWAKI, 2010; JECFA,
1998).



As aflatoxinas caracterizam-se pela elevada toxicidade que apresentam. Os
humanos e Vvarios outros animais sao sensiveis aos seus efeitos téxicos agudos,
mutagénicos, carcinogénicos e teratogénicos As aflatoxinas sdo absorvidas no trato
gastrointestinal e biotransformadas no figado. Embora o figado seja o principal 6rgao
atingido, as aflatoxinas também podem causar efeitos em outros locais, como o
desenvolvimento de tumores no pancreas e intestino (IAMANAKA; OLIVEIRA;
TANIWAKI, 2010; FERREIRA et al., 2006; OLIVEIRA & GERMANO, 1997).

De todas as aflatoxinas, a B1 (AFB1l) é a que apresenta maior poder
toxigénico, sendo considerada como o0 agente cancerigeno natural mais potente
conhecido e também o mais estudado (BENNETT & KLINCH, 2003; OLIVEIRA &
GERMANO, 1997). Nao existe nenhum outro produto natural para os quais os dados
sobre a carcinogenicidade humana sejam tdo convincentes (BENNETT & KLINCH,
2003). Segundo a Agéncia Internacional de Investigacdo do Cancer (IARC, 2002), a
AFB1 é classificada como carcindgeno do grupo 1.

A zearalenona é produzida por fungos do género Fusarium, principalmente F.
graminearum, F. culmorum, F. proliferatum e F. cerealis (IAMANAKA; OLIVEIRA;
TANIWAKI, 2010; BENNETT & KLINCH, 2003). Ocorre em praticamente todos os
cereais, especialmente em cevada, milho, sorgo, aveia, e ra¢gdes produzidas com
base nestes produtos (DILKIN, 2002).

Essa toxina € um analogo do estrégeno e causa sindrome estrogénica em
suinos (IAMANAKA; OLIVEIRA; TANIWAKI, 2010). Embora sejam poucos 0s
registros sobre surtos com origem de contaminacdes com zearalenona em seres
humanos, a ocorréncia de puberdade precoce e ginecomastia sdo correlacionadas
com a presenca em altas concentracfes dessa micotoxina em alimentos a base de
milho (SANTOS, 2014). Assim, por ser um carcinébgeno animal importante cuja
relevancia para seres humanos é desconhecida, a IARC classifica a zearalenona no
grupo 3 (IARC, 1993).

Ja as ocratoxinas sado produzidas pelos géneros Aspergillus e Penicillium,
incluindo A. ochraceus, A. circumdati, A.nigri e P. verrucosum. Ha trés principais
tipos de ocratoxinas, comumente conhecidas como A, B e C (SANTOS, 2014;
FAO/WHO, 2001).

A ocratoxina A é considerada a mais frequente e mais téxica, sendo
encontrada em aveia, cevada, centeio, trigo, graos de café, uvas frescas, vinho e em

outros produtos para consumo humano e animal (FREIRE, 2007; BENNET &



KLINCH, 2003, FAO/WHO, 2001). Apresenta  efeitos  nefrotdxicos,
imunossupressores, carcinogénicos e teratogénicos em animais de laboratorio e em
suinos (MAZIERO & BERSOT, 2010; FREIRE, 2007; BENNETT & KLINCH, 2003).

Em humanos tem sido relacionada a alteracdes funcionais e morfolégicas nos
rins, além de poder causar cancer nesse 6rgao (NOGUEIRA & OLIVEIRA, 2006).
Deste modo, a IARC classificou a ocratoxina na categoria 2B, ou seja, como um
possivel carcinogeno humano (IARC, 1993)

Os tricotecenos séo produzidos por fungos de diversos géneros, incluindo
Fusarium, Myrothecium, Phomopsis, Stachybotrys, Trichoderma, Trichothecium,
sendo as principais as espécies produtoras F. graminearum e F. tricinctum
(BENNETT & KLINCH, 2003; DILKIN, 2002; PUSCHNER, 2002). Os tricotecenos
ocorrem principalmente em culturas de trigo, aveia, arroz, centeio e também em
milho (DILKIN, 2002; FAO/ WHO, 2001).

Os tricotecenos mais comumente encontrados e estudados s&o:
deoxinivalenol ou vomitoxina (DON), toxina T-2 e diacetoxiscirpenol (DAS)
(PUSCHNER, 2002; DILKIN, 2002). Possuem atividade citotoxica e
imunossupressora, causando desde sintomas gastrointestinais a sintomas
neurolégicos, podendo diminuir a resisténcia do hospedeiro a infec¢do (FAO/ WHO,
2001). Seu consumo pode resultar em hemorragia gastrica e visceral, vémito,
diarreia e dermatite por contato direto (BENNETT & KLINCH, 2003; ETZEL, 2002;
DILKIN, 2002).

No passado, a toxina T-2 foi considerada o agente causador da aleucia toxica
alimentar em humanos (IAMANAKA; OLIVEIRA, TANIWAKI, 2010; PUSCHNER,
2002). A IARC classifica a toxina T-2 como carcinégeno do grupo 3, ou seja,
carcindgeno animal confirmado com relevancia desconhecida para seres humanos
(IARC, 1993).

As fumonisinas sdo produzidas por fungos do género Fusarium em milho e
outros graos. Estas estao envolvidas em uma variedade de doengas animais e estao
epidemiologicamente ligadas a alta incidéncia de cancer esofagico em algumas
regides do mundo (ALIZADEH et al., 2012; VAN DER WESTHUIZEN et al., 2003;
SHEPHARD et al., 2000; YOSHIZAWA; YAMASHITA; LUO, 1994; CHU & LI, 1994,
SYDENHAM et al., 1990; ROSS et al., 1991; ROSS et al., 1990; GELBERBLOM et
al., 1988).



Como objeto de estudo do presente trabalho as fumonisinas serdo descritas
detalhadamente a seguir.

4.3 Fumonisina

Embora existam relatos da ocorréncia de fumonisinas em arroz (MADBOULY
et al.,, 2012; MAKUN et al., 2011; DESJARDINS, PLATTNER; NELSON, 1997), sua
presenca esta principalmente relacionada aos graos de milho.

As fumonisinas foram primeiramente isoladas em 1988 por Gelberblom e
colaboradores em 1988, a partir de culturas de Fusarium verticillioides,
anteriormente conhecido como F. moniliforme. Sua descoberta ocorreu devido a
vastos estudos que buscavam a causa da alta incidéncia de cancer esofagico na
populacdo de Transkei, na Africa do Sul (GELBERBLOM et al., 1988). Ainda no
mesmo ano, a estrutura da fumonisina foi elucidada por Bezuidenhout e
colaboradores (BEZUIDENHOUT et al., 1988).

Hoje, sdo descritos mais de 28 diferentes tipos de fumonisinas (RHEEDER;
MARASAS; VISMER, 2002; MUSSER & PLATTNER, 1997) divididas em quarto
grupos: A, B, C e P (DOMIJAN, 2012; AH-SEO & WON LEE, 1999).

De todas as fumonisinas, a mais abundante € FB1, seguida de FB2 e FB3
(BENNETT & KLINCH, 2003; AH-SEO & WON LEE, 1999). A FB1 é a mais
abundante e a mais toxica, classificada pelo IARC como possivel carcinogénica
classe 2B (RHEEDER; MARASAS; VISMER, 2002; IARC, 2002; COULOMBE JR,
1993; NORRED et al., 1992).

Embora as fumonisinas possam ser produzidas por diversas espécies do
género Fusarium, como F. proliferatum, F. nygamai (MUSSER & PLATTNER, 1997),
F. antophilum, F. dlamini, F. napiforme (NELSON, 1992) e F. subglutinans (ZHANG
et al., 2012), a principal espécie produtora de fumonisina é F. verticillioides.
(BENNETT e KLICH, 2003).

4.3.1 Género Fusarium

O género Fusarium pertence ao filo Ascomycota, classe Sordariomycetes,
ordem Hypocreales e familia Nectriaceae (MENEZES, 2009; EOL, 2015). As fases



teleomérficas de Fusarium sdo classificadas nos géneros Gibberella,
Haematonectria e Albonectria (MORETTI, 2009), na qual suas principais espécies,
Fusarium verticillioides (teleomorfo: Gibberella moniliformes), F. proliferatum
(teleomorfo: G. intermedia) e F. subglutinans (teleomorfo: G. subglutinans)
participam de um grupo de aproximadamente vinte espécies que compdem o
complexo Gibberella fujikuroi, antigamente secéo Liseola (DESJARDINS, 2003).

As espécies de Fusarium sdo muito diversificadas e amplamente distribuidas
ao redor do mundo, sendo encontradas nos solos, nos restos de vegetais e em
animais mortos. O género também compreende espécies patogénicas, em sua
maioria associadas a diferentes vegetais, principalmente culturas de importancia
econbmica, 0 que causa grandes prejuizos (MUNKVOLD, 2003; JURJEVIC et al.,
2005; SMITH, 2007; MORETTI, 2009). Um exemplo é a doenca denominada
podriddo da espiga de milho (COSTA, CASELA, COTA, 2010).

A principal abordagem para a classificacdo do género Fusarium ainda se
baseia na morfologia, levando em conta especialmente a ocorréncia dos esporos
assexuais, em forma de canoa e septados, denominados macroconidios (MORETTI,
2009; SMITH, 2007) (Fig. 3) Os macroconidios sdo produzidos nas monofialides,
polifidlides no micélio aéreo ou em estruturas de frutificacdo do fungo, chamadas
esporodéquios (MORETTI, 2009; MENEZES, 2009).

Figura 3: Microscopia de Fusarium sp. evidenciando esporos assexuais em
forma de canoa e septados. Fonte: COLEGAO DE LAMINAS, 2009.



Além dos macroconidios, algumas espécies também possuem microconidios,
esporos que podem variar em forma e tamanho e sdo produzidos no micélio aéreo
em tufos ou correntes, tanto em monofialides quanto em polifialides (MORETTI,
2009). Dependendo das condigcbes ambientais, pode ocorrer alternancia na
producé@o de macroconidios e microconidios (MENEZES, 2009).

Algumas espécies de Fusarium que habitam o solo podem se manter sob a
forma de hifas ou como estruturas de resisténcia, os clamidésporos (VENTURA,
1999). Os clamiddsporos possuem paredes espessas e alto teor de lipidios; quando
presentes podem se formar no meio das hifas ou nas suas extremidades (MORETTI,
2009). Embora o género Fusarium seja caracterizado pela formagédo de
clamidosporo, nas espécies do género Gibberella fujikuroi uma das principais
caracteristicas é justamente a auséncia dessa estrutura (AGRIOS, 2005).

Os fungos do género Fusarium podem crescer em uma temperatura que varia
entre seis a 40°C, porém sua temperatura 6tima de crescimento esta entre 18 e
30°C. A faixa de pH para seu desenvolvimento pode variar de dois a oito. Eles
necessitam em geral de uma atividade de &gua superior a 0,88 para crescer e
proliferar, e superior a 0,91 para produzir toxinas. Sao fungos aerdébios, deste modo,
qualquer alteracdo na atmosfera também poderd influenciar na producdo de
micotoxinas (GIMENO & MARTINS, 2011).



4.3.2 Estrutura quimica

A FB1, fumonisina mais estudada, tem a férmula empirica C34HsgNO;5 €
consiste em um diéster de propano 1,2,3-acido tricarboxilico e 2-amino-12, 16
dimetil-3,5,10,14,15—pentahi-droxicosano. As fumonisinas B2 e B3 apresentam
diferentes padrdes de hidroxilacdo (BEZUIDENHOUT et al.., 1988) (Fig. 4).

COOH
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0] R1 NHR3
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Figura 4: Estrutura quimica das fumonisinas FB1, FB2 e FB3. Fonte: MINAMI, et al..,
2004.

4.3.3 Efeitos toxicos da ingestao da fumonisina

As fumonisinas s&o pobremente absorvidas no trato gastrointestinal, sendo
retidas no figado e nos rins, principais 6rgaos onde seus efeitos sdo observados
(WILLIANS et al., 2003).

Entre as enfermidades mais relatadas em consequéncia da ingestdo de
fumonisinas, principalmente a FB1, estdo a leucoencefalomalacia em equinos -
LEME (ROSS et al., 1990; ROSS et al., 1991; MEIRELES et al., 1994;) e edema
pulmonar - EPS e hidrotérax em suinos (GUMPRECHT et al.,, 1998; COLVIN &
HARRISON, 1992; ROSS et al., 1991; ROSS et al., 1990).

A leucoencefalomalacia (LEME), sindrome que ocorre naturalmente em

equinos, afeta o coragdo, sistema nervoso e figado. Recebeu o nome de



leucoencefalomalacia porque sua ocorréncia mais proeminente encontra-se no
cérebro, onde causa amolecimento devido & necrose na matéria branca (Fig. 5).
Quando ocorrem surtos da sindrome, a mortalidade geralmente € de 100% (VOSS;
SMITH; HASCHEK, 2007). O edema pulmonar causado pela fumosina nos suinos
afeta o coracdo além dos pulmbes (HASCHEK et al., 2001; GUMPRECHT et al.,
1998) (Fig. 6). A taxa de mortalidade pode estar em torno de 50% (OSWEILER;
ROSS; WILSON, 1992).

Figura 5: Areas de malacia no hemisfério cerebral esquerdo de um equino devido a
acdo da fumonisina. Fonte: DI PAOLO et al., 2014.

Figura 6: Edema pulmonar no pulmé&o direito de um suino, devido & acao de FB1.
Fonte: COLVIN & HARRISON,1992.



Experimentalmente, a ingestdo de FB1 mostrou causar em ratos, cancer
hepatico (HOWARD et al., 2001; GELDERBLOM et al., 1988), afetar o
desenvolvimento do sistema nervoso entérico (SOUZA et al., 2014) e suprimir a
expressao de genes (DOMIJAN et al., 2007). Em frangos, os efeitos da ingestédo de
FB1 foram atrofia do timo, hiperplasia biliar e necrose hepatica (LEDEOUX et al.,
1992). Em macacos, a partir de estudo com culturas de células, ja foram relatados
efeitos aterogénicos (FINCHAM et al., 1992) e acdo na inducdo de apoptose das
células (WANG et al., 1996).

Os efeitos das fumonisinas na saude humana séo incertos. Estudos tém
relatado um aumento na incidéncia de cancer de eséfago em diversos paises como
Africa do Sul (SYDENHAM et al., 1990), China (YOSHIZAWA; YAMASHITA; LUO,
1994; CHU & LI, 1994); Brasil (VAN DER WESTHUIZEN et al., 2003) e Ira
(ALIZADEH et al., 2012; SHEPHARD et al., 2000). Além disso, o elevado numero de
casos de defeitos do tubo neural tem sido associado a locais onde a incidéncia de
fumonisina é elevada, como na Africa do Sul e China (MARASAS et al., 2004).
Missmer e colaboradores (2006) mostraram que varios casos de defeitos do tubo
neural em bebés podem ter relagdo com a ingestdo de fumonisina por mulheres no
Texas. A IARC classificou a FB1 como pertencente a Classe 2B, ou seja, como

possivel agente cancerigeno para seres humanos (IARC, 2002).

4.3.4 Métodos de deteccdo e quantificacao

Ao contrario de outras micotoxinas, que sao soluveis em solventes organicos,
as fumonisinas sdo hidrossolluveis, o que tem dificultado seu estudo. Devido a
caracteristica de hidrossolubilidade ainda é provavel que muitas outras micotoxinas
permanecam desconhecidas (JAJIC et al., 2008; BENNETT & KLINCH, 2003).

Para a deteccdo e quantificacdo de fumonisinas, assim como para as demais
micotoxinas presentes em alimentos, primeiramente sdo realizadas etapas de
extracdo e purificacdo. A extragcdo a partir de produtos derivados de milho pode
variar significativamente e ser influenciada por fatores como composi¢céo e volume
da matriz, pH do solvente de extracdo, entre outros (LINO; SILVA; PENA, 2006).

Entre os solventes normalmente utilizados estdo a agua, o metanol e o acetonitrila,



com variagdes quanto a mistura dos solventes e propor¢des utilizadas (LINO; SILVA,
PENA, 2006; BENNETT & KLINCH, 2003).

A etapa de purificacdo permite remover impurezas da matriz e concentrar as
fumonisinas. Entre as técnicas utilizadas estdo: extracdo em fase sélida (SPE) em
fase reversa, usando silica octadecil (C18); coluna de imunoafinidade (IAC) (Fig.7),
ou troca anidnica (SAX) (TURNER; SUBRAHMAYNAM; PILETSKY, 2009; LINO;
SILVA; PENA, 2006).

conditioning sampde addition rinsing elution
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Figura 7: Etapas de purificagcdo em colunas de imunoafinidade (IAC). Fonte: R-
BIOPHARM, 2015.

Na deteccédo e quantificacdo das fumonisinas em alimentos, os métodos mais
comumente utilizados sdo os cromatogréaficos. Entre eles estdo: cromatografia de
camada delgada - CCD, cromatografia gasosa - CG, cromatografia liquida de alta
eficiéncia - CLAE e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas —
CL-EM (TAMURA et al., 2015; RUBERT; SOLER; MANES, 2012; IAMANAKA;
OLIVEIRA; TANIWAKI, 2010; SERRA, 2005; SCHAAFSMA et al., 1998).

A cromatografia de camada delgada possibilita analisar qualitativamente
varios compostos simultaneamente. E amplamente utilizada por ser uma técnica
simples, rapida e de baixo custo. Entretanto, apresenta limite de deteccao
relativamente elevado, pouca precisdo e quantificacdo limitada (IAMANAKA;
OLIVEIRA; TANIWAKI, 2010; SERRA, 2005).



A cromatografia gasosa € uma técnica demorada e exige instrumentos de alto
custo. Sendo assim, ndo é apropriada nem prética para efetuar a analise de grande
namero de amostras (LINO; SILVA; PENA, 2006).

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia, colunas de fase normal ou fase
reversa sao usadas para separacdo e purificacdo da toxina, dependendo da sua
polaridade. Os principais métodos de detecgdo utilizados sdo UV e fluorescéncia
(IAMANAKA; OLIVEIRA; TANIWAKI, 2010; SCHAAFSMA, et al.,, 1998), que
detectam a presenca de cromoéforos nas moléculas (TURNER; SUBRAHMAYNAM,;
PILETSKY, 2009).

As fumonisinas, ao contrario de outras micotoxinas, ndo possuem nenhum
cromoforo e portanto ndo absorvem luz UV, luz visivel, bem como n&o apresentam
fluorescéncia nativa, necessarios para sua deteccdo na analise. Assim € preciso
realizar a derivatizagdo dos extratos das amostras. Esta reagdo ocorre entre o
reagente derivatizante, em sua maioria ortoftaldialdeido + 2-mercaptoetanol (OPA) e
a amina primaria das fumonisinas (LINO; SILVA; PENA, 2006).

Um grande problema na utilizacdo desse método é a baixa estabilidade dos
produtos derivatizados com OPA, o que pode ser resolvido pela padronizagdo do
tempo da analise (TURNER; SUBRAHMAYNAM; PILETSKY, 2009; LINO; SILVA;
PENA, 2006). Como vantagens a CLAE apresenta deteccdo de limites bem mais
baixos que as demais técnicas e uma quantificacdo mais exata, sendo atualmente
muito utilizada nas analises (SERRA, 2005).

A cromatografia liquida acoplada a espectrofotometria de massa € uma
técnica recente. Sua ampla utilizacdo se deve a sua praticidade, versatilidade,
especificidade, seletividade e exatiddo. Ela é capaz de rastrear micotoxinas mesmo
com componentes de matriz complicados, pois separa 0s ions dos compostos
dependendo do seu peso molecular e outros componentes. Além disso, dispensa o
uso de derivatizacdo, necessaria na CLAE e CG, o que torna essa técnica mais
rapida e pratica (TAMURA et al.,, 2015; MALLMANN et al., 2011; IAMANAKA,;
OLIVEIRA; TANIWAKI, 2010; RUBERT; SOLER; MANES, 2012).

O desenvolvimento da cromatografia liquida-espectrometria de massas
sequencial tornou ainda possivel uma maior especificidade e sensibilidade, pela
possibilidade de isolar e identificar fragmentos formados a partir da quebra de ions
precursores. Isso também permite desenvolver métodos que dispensem o preparo

de limpeza e concentragdo da amostra e principalmente analisar simultaneamente



varias micotoxinas. O Unico impasse, porém, € se obter condicbes de extracdo
adequadas e compativeis aos diferentes analitos, que costumam apresentar
diferentes propriedades quimicas e interagem de forma diferente aos solventes
(MALLMANN et al., 2011). Entretanto, devido a todas as vantagens que a CL-EM
oferece comparada as outras técnicas citadas, prevé-se que no futuro todos adotem
essa técnica para a deteccdo de fumonisinas e outras micotoxinas.

Quando o numero de amostras é grande ou mesmo quando a complexidade
de matrizes dos alimentos a serem analisadas é alta, os métodos cromatograficos
podem se apresentar lentos e com alto custo (LINO; SILVA; PENA, 2006). A
alternativa é a utilizacdo de testes baseados em anticorpos, como o ELISA (do
inglés Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) na triagem para verificar a presenca
ou auséncia de uma micotoxina em particular nos produtos (KRSKA et al., 2008;
SABINO et al., 1997)

Embora sejam testes de facil operacéo, rapidos, que utilizam poucas vidrarias
e ndo necessitem de equipamentos sofisticados, sua maior utilidade € em campos,
armazeéns e industrias, que precisam de uma triagem rapida para aceitar ou rejeitar
determinado produto ou lote. Por ndo distinguirem e nem quantificarem residuos
multiplos, ndo podem ser utilizados em analises fiscais de micotoxinas. Assim,
quando utilizados, sdo aplicados na triagem para a presenca ou auséncia sendo
posteriormente necessarios testes confirmatorios usando técnicas diferentes e mais
precisas, como a CLAE e CL-EM (TURNER; SUBRAHMAYNAM; PILETSKY, 2009;
SABINO et al., 1997).

4.3.5 Regulamentacao de fumonisinas em alimentos no Brasil e no Mundo

Visando a protecdo dos consumidores contra os efeitos das micotoxinas,
muitos paises tém adotado legislacdes que regulam seus niveis maximos nos
produtos. Além de alimentos in natura e processados para consumo humano, as
racdes para animais de abate e de estimacdo também sdo objeto dessas normas
(FREIRE et al., 2007).

As legislagbes mais conhecidas referem-se as aflatoxinas, mas a

regulamentacao pertinente as outras micotoxinas esta sendo implementada, e de um



modo geral tém-se tornado mais rigidas no que se refere aos niveis maximos
permitidos nos produtos (PEREIRA; FERNANDES; CUNHA, 2012; FREIRE et al.,
2007).

Segundo um estudo feito pela Organizacdo das Nacgdes Unidas para
Alimentagéo e Agricultura/Organiza¢do Mundial da Saude (FAO/WHO), até o ano de
2003 cerca de 100 paises ja possuiam legislacdes regulando niveis de micotoxinas
em alimentos e racbes, que em sua totalidade protegiam cerca de 90% da
populacdo mundial (FAO/WHO, 2004).

Comparada com outras regides do mundo, a Unido Europeia dispde da mais
completa e detalhada regulamentacdo sobre micotoxinas em alimentos (FREIRE,
2007). No caso da fumonisina, seus niveis maximos foram fixados no Regulamento
UE N° 1.881/2006 de Dezembro de 2006, que dispunha sobre limites maximos de
certos contaminantes em géneros alimenticios. Foram alterados no ano seguinte,
pelo Regulamento N° 1.126/2007 de 28 de Setembro de 2007, que determinou os
niveis maximos permitidos de toxinas de Fusarium em milho e derivados.

Nesse decreto foram estabelecidos, para alimentos a base de milho, os

seguintes limites expressos no quadro 3.

Quadro 3: Niveis maximos de fumonisinas em milho e derivados na legislacédo da
Unido Européia

Limites maximos

Produto tolerados (ug/ Kg) de
FB1 + FB2
Milho n&o processado, com a excegéo do milho ndo 4.000
processado destinado a moagem por via Umida '
Milho processado destinado ao consumo humano direto,
produtos a base de milho destinados ao consumo humano 1.000
direto
Cereais matinais a base de milho e salgadinhos a base de 800
milho
Alimentos a base de milho processados destinados a bebes e 200
criancas

Fracdes de moagem do milho com particulas de tamanho>
500 micron abrangidas pelos
e outros produtos da moagem do milho com particulas 1.400
tamanho> 500 micron que nao utilizadas para consumo
humano direto

FragGes de moagem do milho com particulas de dimensdes <
500 micron e outros produtos da moagem do milho com
particulas de dimensfes < 500 micron que n&do usados

para consumo humano direto

2.000

Fonte: EUROPEAN COMMISSION, 2007.



Nos Estados Unidos, o Food and Drug Administration (FDA), 6rgdo do
governo que controla os alimentos e medicamentos do pais, sugeriu por meio da
orientacdo de agosto de 2011 limites de contaminac&o por micotoxinas em alimentos
para humanos e animais. Para as fumonisinas foram propostos limites para a soma
de FB1, FB2 e FB3 em produtos de milho (FDA, 2011) O Quadro 4 mostra 0s
valores recomendados de fumonisinas para alimentacdo humana.

Quadro 4: Niveis de orientacdo do Food and Drug Administration para fumonisina
em milho e produtos derivados

Limites maximos
Produto tolerados (ug/ Kg) de
FB1 + FB2 + FB3

Produtos de milho degerminados de moagem seca (contetdo

de gordura < 2,25 % base seca). 2.000

Produtos de milho completamente ou parcialmente
degerminados de moagem seca (conteudo de gordura = 4.000
2,25 % base seca).

Farelo de milho de moagem seca. 4.000
Milho purificado para producdo de massa. 4.000
Milho purificado para producéo de pipoca. 3.000

Fonte: FDA, 2011



No Brasil os limites maximos de fumonisinas em alimentos foram
estabelecidos somente no ano de 2011, na Resolugcdo RDC N° 7, de 18 de fevereiro
de 2011, da ANVISA. Essa regulamentacdo estabeleceu limites de micotoxinas a
serem adotadas em diferentes produtos alimenticios no ano de 2011, 2012, 2014 e
2016. Os limites maximos estabelecidos para fumonisinas sdo mostrados no quadro
5.

Quadro 5: Niveis maximos de fumonisina em milho e derivados na legislacdo do

Brasil.
Limites maximos tolerados (ug/ Kg) de
Produto FB1 + FB2
Aplicagdo em 2011
Milho de pipoca 2.000
Alimentos a base de milho para
alimentacéo infantil (lactentes e criancas 200
de primeira infancia)
Aplicacdo em janeiro 2012
Farinha de milho, creme de milho, fuba,
.. . 2.500
flocos, canjica, canjiquinha
Amido de milho e outros produtos a base
_ 2.000
de milho
Aplicagdo em janeiro de 2014
Milho em gréo para posterior 5000
processamento
Aplicacdo em janeiro de 2016
Farinha de milho, creme de milho, fuba,
.. . 1.500
flocos, canjica, canjiquinha
Amido de milho e outros produtos a base
. 1.000
de milho

Fonte: BRASIL, 2011



O CODEX ALIMENTARIUS € um programa conjunto da FAO/WHO que tem
como objetivo desenvolver padrbes, manuais e normas alimentares internacionais
para a protecdo da saude dos consumidores e garantia de praticas leais de comércio
de alimentos. As atividades do CODEX sao divididas por comités de assuntos
especificos e de areas geograficas (ANVISA, 2015). O comité sobre contaminantes
em alimentos, prop6s por meio do relatério da oitava sessdo, em abril de 2014,
niveis maximos de fumonisinas para gréo de milho e produtos derivados, conforme
mostrado no Quadro 6 (CODEX, 2014).

Quadro 6: Proposta do CODEX ALIMENTARIUS para niveis de fumonisinas em
milho e derivados

Limites maximos
Produto tolerados (ug/ Kg) de
FB1 + FB2
Grao de milho 4.000
Farinha de milho e fuba 2.000

Fonte: CODEX, 2014

Ao comparar os limites maximos estabelecidos nos regulamentos descritos
acima, € possivel observar que a legislacdo da Unido Europeia dispde de valores
maximos tolerados mais baixos em relacdo aos demais, ou seja, sua
regulamentacdo é mais exigente. Isso se aplica para fumonisinas, como mostrado
nos quadros, como para outras micotoxinas (Dados ndo mostrados).

Em relacdo ao Brasil nota-se que a legislacdo (RDC N°7, de 18 de fevereiro
de 2011) prevé para o ano de 2016 um decréscimo nos seus limites maximos
permitidos em alguns produtos, aproximando-se aos limites da Unido Europeia.

Como foi afirmado anteriormente, as legislagdes para micotoxinas em graos e
alimentos derivados estdo cada vez mais rigorosas. Tal fato pode influenciar as
relacbes comerciais entre os paises, afetando principalmente os exportadores, que
podem ser banidos ou restringidos na entrada de alguns de seus produtos nos
outros paises. Para reverter tal problema, esses paises, como o Brasil, estdo se
adequando as novas exigéncias internacionais quanto aos limites maximos desses

contaminantes, visando e garantindo assim a manutencdo de seus produtos no



mercado (BORDINI et al., 2013; MARIN et al., 2013). Deste modo se prevé uma
tendéncia a harmonizacdo das legislagbes nos paises pertencentes aos diferentes
blocos econbémicos (FREIRE, 2007). At¢é o momento, o MERCOSUL, bloco
econdmico que o Brasil pertence, possui somente regulamentacdo para aflatoxinas,
mas com uma futura regulamentacdo para fumonisinas o pais devera entdo ter que
adota-la, de modo a garantir a exportacdo de milho para os demais paises do
MERCOSUL.

4.3.6 Incidéncia de fumonisinas em alimentos

Para este trabalho, foi realizado um levantamento de estudos com dados de
incidéncia de fumonisinas em milho e alimentos a base de milho, realizados no
Brasil e em outros paises, nos ultimos 15 anos, cujos dados sdo passiveis de
comparagoes.

Foram encontrados estudos realizados no Brasil e em outros paises, como
Espanha, Portugal, Alemanha, Paises Nordicos (Dinamarca, Noruega, Suécia,
Finlandia e Islandia), Coreia do Sul e China. Na tabela 1 sdo mostrados os dados
desses estudos, como: alimento analisado, local de coleta, técnica analitica, qual a

fumonisina pesquisada e seus niveis encontrados.



Tabela 1: Estudo sobre a incidéncia de fumonisina em milho e produtos derivados no Brasil e outros paises, de 2000 a 2015.

Amostra positiva ug/Kg

A Origem da , Positivo/Total Técnica
Referéncia Alimento FB -
amostra de amostras (%) . . analitica
Variacao Média
Fuba
~ Flocos de milho
BORDIN etal., | SdoPauloe Santa |\ up o ge ninoca FB1 30/50 (60%) i 360.4 +555.1 | CLAE
2015 Catarina .
Milho em conserva
Polenta
Fuba
Farinha de milho
BORDIN etal., S&o Paulo Flocos de milho FB1 94/120 (78,3%) | 33— 1.208,6 - CLAE
2014 Polenta
Milho em conserva
Milho de pipoca
Minas Gerais
Parana
PELUQUE et Séo Paulo Mistura de cereais FB1 88/105 (83,8%) 2-1.876 137.8 + 257.4 CLAE
al., 2014 !
Santa Catarina
Rio Grande do Sul
Canjiquinha
FERREIRACL | Vlinas Gerais Fubé FB1 8/16 (50%) 55— 985 ; Fluorimetro
al., 2013 . .
Farinha de milho
STUMPF et al., . ~ . FB1 17/29 (58,6%) ND —2.030 660
2013 Rio Grande do Sul Gréao de milho EB2 11/29 (37.9%) ND -840 420 CLAE




Tabela 1: Estudo sobre a incidéncia de fumonisina em milho e produtos derivados no Brasil e outros paises, de 2000 a 2015.

(cont.)
o Origem da : Positivo/Total Amostra positiva pg/Kg Técnica
Referéncia Alimento FB iy
amostra de amostras (%) . - analitica
Variagao Média
Fuba
Milho de pipoca 0
MARTINS et ] Mingau de milho FB1 82/100 (82%) 81 - 3.462 398
Parana . FB2 51/100 (51%) 45 — 886 131 CLAE
al., 2012 Canjica
. . FB1 + FB2 - - -
Farinha de milho
Flocos de milho
QUFIROZ &t Minas Gerais Gréo de milho FB1 40/40 (100%) | 230 — 6.450 i Fluorimetro
Mato Grosso
ROCHA et al., Séo Paulo Griio de milho FB1 196/200 (98%) 15-9.670 ) cL
2009 Rio Grande do Sul FB2 NI 15-3.160
Bahia
Fuba
Creme de milho
Milho de pipoca
Farinha de milho pré
CALDAS & Distrito Federal FIocggﬂg%ilho FBl 168/208 (80,7%) | 160 - 4.740 i CCD
SILVA, 2007 . FB2 149/208 (71,6%) | 110-1.570 -
Salgadinhos de
milho

Milho doce (na

espiga, congelado e

enlatado)




Tabela 1: Estudo sobre a incidéncia de fumonisina em milho e produtos derivados no Brasil e outros paises, de 2000 a 2015.

(cont.)
. Origem da . Positivo/Total Amostra positiva ug/Kg | tacnica
Referéncia Alimento FB iy
amostra de amostras (%) . . analitica
Variacao Média
Canjica
Farinha de milho
KAWASHIMA Farinha de_ mllho,
& VALENTE Flocos de _mllho pré-
Pernambuco cozido FB1 71/74 (96%) 20 — 8.600 - CLAE
SOARES, .
2006 _ Fuba
Milho de pipoca
Quirera
Quirera fina
BITTERCOUR S50 Paulo Fuba FB1 60/60 (100%) 151286 5200 CLAE
T et al., 2005 Farinha de milho FB2 60/60 (100%) ' 1000
200 - 3.900
Cereal instantaneo
CASTRO et Pa inh;:sugé;)ase de FBl 117/196 (59,7%) 60 -5.825
al. 2004 Séo Paulo mFiJIho ara bebés FB2 106/196 (54,1%) 28 —1.687 ) CLAE
g P FB3 106/196 (54,1%) 16 - 549

Amido de milho




Tabela 1: Estudo sobre a incidéncia de fumonisina em milho e produtos derivados no Brasil e outros paises, de 2000 a 2015.

(cont.)
. Origem da . Positivo/Total Amostra positiva ug/Kg | tacnica
Referéncia Alimento FB iy
amostra de amostras (%) . . analitica
Variacao Média
Farinha de milho
SCAFF &
. Flocos de milho pré_ FB1 76/82 (92,6%) FB1+FB2 _
SC;JOSOS4EL, Santa Catarina cozido FB2 56/82 (68,2%) 60 — 21.823 CLAE
Canjica
Milho de pipoca
Graos de milho
VAN DER Jestinados & FB1 90/90 (100%) | FB1+FB2+FB3
WESTHUIZEN Santa Catarina alimentacio humana FB2 90/90 (100%) 20-18.740 2890 CLAE
et al., 2003 Ga FB3 88/90 (97,7%)
e animal
ALMEIDA et ~ ~ . FB1 52/55 (94,5%) 90 -17.690
al., 2002 Séo Paulo Gréo de milho FB2 33/55 (60%) 50 — 5.240 | CLAE
Aoy © | Sul do Brasil Gréo de milho FB1 94/267 (35,2%) | 86 — 78.920 8.860 CLAE
VARGAS et Centro, Sul e Gréo de milho FBL | 212/214(99,1%) | 200 - 6.100 2.200 CLAE

al., 2001

Sudeste do Brasil




Tabela 1: Estudo sobre a incidéncia de fumonisina em milho e produtos derivados no Brasil e outros paises, de 2000 a 2015.

(cont.)
. Origem da . Positivo/Total Amostra positiva Hg/Kg | T4cnica
Referéncia Alimento FB -
amostra de amostras (%) . . analitica
Variacao Média
ONO et al., 2001 Parana Gréao de milho FB1 147/150 (98%) 96 — 22.600 - ELISA
870 —-49.310
. . . FB1 176/195 (90,2%)
ORSI et al., 2000 Séo Paulo Gréo de milho FB2 190/195 (97.4%) 1.960 — - CLAE
29.160
Milho degerminado
MACHINSKI JR & E;‘?;%Z %‘Z’E}':R}% FB1 40/81 (49,3%) | 170 - 4.930 580
VALENTE Sao Paulo Milho na espida FB2 44/81 (54,3%) 50 -1.380 160 CLAE
SOARES, 2000 . Pig FB1 +FB2 - - 740
Milho doce enlatado
Pamohha
CAMARGOS et FB1 1.630 - 5.610
Séo Paulo Grao de milho 23/23 (100%) 25.690 ' CLAE
al., 2000 FB2 1.860
380 — 8.600
Oleo de milho
ESCOBAR et al., Gérmen de milho FB1 0 ND — 1.544
2013 Espanha Margarina com 6leo de FB2 21174 (36,5%) ND — 1.403 i CL-EM

milho




Tabela 1: Estudo sobre a incidéncia de fumonisina em milho e produtos derivados no Brasil e outros paises, de 2000 a 2015.

(cont.)
Referéncia Origem da Alimento FB Positivo/Total de Amostra positiva ug/kKg Técnica
amostra amostras (%) L o analitica
Variacao Média
FB1 112/307 (36,5%) ND - 9.975 522
WEI et al., 2013 China Graos de milho FB2 91/307 (29,6%) ND —3.135 181 CLAE
FB1 + FB2 | 120/307 (39,1%) | ND - 13,110 703
Salgadinho de milho
Milho verde
Flocos de milho
CANO-SANCHO Cerveja o
etal., 2012 Espanha Alimentos infantis FB1 + FB2 | 162/928 (17,5%) NI - 682,2 - CLAE
Pao de milho e massas
Tortillas, farinha de
milho
LIU et al., 2012 China Milho para consumo | FB1 + FB2 | 551 (g5 504 ; 441 CL-EM
humano + FB3
FB1 19/20 (95%) ND — 928 257,5
FEDE';'OCl(g etal, | aArgentina Salgadinho de milho FB2 14/20 (70%) ND — 435 70,4 CLAE
FB3 6/20 (30%) ND — 286 73,3
GO'\Z'gogt al, China Gréos de milho FB1 281/282 (99,6%) | 3-71.121 6,662 CLAE




Tabela 1: Estudo sobre a incidéncia de fumonisina em milho e produtos derivados no Brasil e outros paises, de 2000 a 2015.

(cont.)
. Origem da . Positivo/Total Amostra positiva ug/Kg | tacnica
Referéncia Alimento FB -
amostra de amostras (%) . . analitica
Variacao Média
Gréao de milho FB1 42/104 (40,4%) 220 — 3.200 -
Canjica
WAg(o;og[ al., China Farinha de milho CLAE
Amido de milho 7/39 (17,9%) 210 — 240 250 + 40
Tortillas
Milho embalado a
Vacuo
Gréo de milho
Sémola de milho
Cereais
Flocos de milho EB1
ZIMMER etal., | njemanha | . Cereaiscom FB2 372/691 (54%) | ND — 4.800 ; CLAE
2008 ingredientes adicionais FB3 CL-EM

Milho verde e milho
enlatado
Bebidas contendo
milho




Tabela 1: Estudo sobre a incidéncia de fumonisina em milho e produtos derivados no Brasil e outros paises, de 2000 a 2015.

(cont.)
. . Amostra positiva ug/Kg -
Referéncia Origem da Alimento FB Positivo/Total de Tecr,n_ca
amostra amostras (%) . N analitica
Variacao Média
Milho amarelo
Milho branco
Amido de milho
Farinha de milho FB1 ND - 1.569 LC/FD
SILVA et al., 2007 Portugal Milho enlatado FB2 15/67 (22,4%) ND — 457 - LC/ESI/M
Flocos de milho FB1 + FB2 ND — 2.026 S
Mistura de cereais
Salgadinho de milho
Semolina
FB1 24/30 (80%) ND — 448 205
LINO et al., 2007 Portugal Broa de milho FB2 25/30 (83%) ND - 207 70 CLAE
FB1 + FB2 25/30 (83%) ND - 550 266
Milho amarelo
Milho branco FB1 ND - 1,569
LINO et al., 2006 Portugal Sémola de milho FB2 22/42 (52,3%) ND - 457 - CLAE
Amido de milho FB3 ND - 2,026
Milho verde
Flocos de milho
Salgadinho de milho
KIM et al., 2002 Coreia do Sul Amldo de mllho FB1 26/76 (34,2%) 18,2 -1.010 87 CLAE
Milho de pipoca




Tabela 1: Estudo sobre a incidéncia de fumonisina em milho e produtos derivados no Brasil e outros paises, de 2000 a 2015.

(cont.)
Referéncia Origem da Alimento FB Positivo/Total de Amostra positiva ug/kKg Técnica
amostra amostras (%) L o analitica
Variacao Média
Argentina
Australia
TSENG & LIU, | 15i1andia Graos de milho FB1 8/118 (6,8%) | ND-1.614 i CLAE
2001
Estados
Unidos
Polenta
Tacos mexicanos
. Milho na espiga
Dinamarca ~ X
Norueaa Graos de milho
PETERSEN & Suéci?';\ Farinha de milho FB1 26 / 70(37%) 1-1.000 i CLAE
THORUP, 2001 Finlandia Amido de milho FB2 15/ 70 (21%) 4 - 250
Islandia Milho de pipoca
Flocos de milho
Milho verde enlatado
ou congelado
Franca
Argentina FB1 NI — 3.406
nggél'_\"cz)&%& Espanha Gréos de milho FB2 139/140 (99,3%) | NI—1.268 - CLAE
’ Hungria FB3 NI - 333
Alemanha

Legenda: FB= Fumonisina; CLAE: Cromatografia liquida de alta eficiéncia; ELISA= Ensaio imunoenzimatico (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay); CL-
EM= Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa; LC/FD= Cromatografia liquida/ dessor¢do por campo (Liquid chromatography- field
desorption); LC/ESI/MS= Cromatografia liquida acoplada a espectrofotometria de massa com ionizagéo por eletrospray (Liquid chromatography-electrospray
ionization-tandem mass spectrometry); ND= ndo detectado; NI= ndo informado. Fonte: elaborado por Thaiane Uemoto Rabelo, 2015



De acordo com a tabela 1, observou-se que entre as técnicas analiticas
para a deteccédo e quantificagdo de fumonisinas, a mais utilizada foi a CLAE.
Isso é devido a sua versatilidade, especificidade e seletividade, conforme
afirmado anteriormente no item 4.3.5. Dentre os 36 trabalhos analisados, um
utilizou a técnica CCD (Caldas & Silva, 2007), um trabalho utilizou ELISA (Ono
et al., 2001) e dois utilizaram o fluorimetro (Ferreira et al., 2013; Queiroz et al.,
2012). Essas técnicas sao pouco utilizadas, pois apesar de serem mais simples
e rapidas, sdo pouco precisas, com limites de deteccdo elevados e de
quantificacdo limitada.

Técnicas mais recentes baseadas na Cromatografia Liquida acoplada a
Espectrometria de Massas (LC/MS) foram utilizadas em 5 dos trabalhos
analisados (Rocha et al., 2009; Escobar et al., 2013; Liu et al., 2012; Silva et
al., 2007; Zimmer et al., 2008). A LC/MS particularmente a LC/MS/MS vem se
tornando muito popular e € um grande potencial para analises de micotoxinas.
Suas principais vantagens sao: baixos limites de deteccéo, possibilidade de
gerar informacédo estrutural, requer tratamentos minimos das amostras e um
amplo n°® de analitos de polaridades diferentes podem ser analisados
(MALLMANN et al., 2011).

Ao analisar os estudos realizados no Brasil, observa-se que sua maioria
concentra-se nas regides sul e sudeste, regides de grande producdo de milho.
Na pesquisa realizada, foram encontrados somente dois estudos com dados da
regido nordeste (Bahia e Pernambuco) e nenhum trabalho no norte do pais.
Por outro lado deve-se levar em consideracdo que o nordeste embora néo seja
consideravel grande produtor de milho é a regido do pais que mais se consome
alimentos a base do grdo. Tal fato mostra a importancia da realizacdo do
monitoramento nessa regido, uma vez que a populacdo desses estados pode
estar sujeita a exposicao de risco ao consumir alimentos com altos indices de
contaminagao com fumonisinas.

Foi observada também a necessidade de mais estudos em diferentes
regides, visando-se obter um panorama geral de consumo de fumonisina em
todo o pais, e que sirva como subsidio para posteriores regulamentos.

Sobre os dados analisados nos trabalhos foi evidenciado que, de
um modo geral, a incidéncia de fumonisina em grdo de milho e seus derivados

foi alta. Isso foi mostrado por Peluque et al. (2014); Martins et al. (2012) e



Caldas & Silva (2007), que encontraram FB1 em cerca de 80% das amostras
analisadas. Scaff & Scussel (2004), Almeida et al. (2002) e Orsi et al. (2000)
encontraram cerca de 90% das amostras contaminadas com alguma
fumonisina. Kawashima & Valente Soares (2006), Bittencourt et al. (2005), Van
der Westhuizen et al. (2003), Vargas et al. (2001), Ono et al. (2001) e
Camargos et al. (2000) acharam que 100% ou mais de 90% dos produtos
analisados estavam contaminados com fumonisinas.

Entre os menores percentuais de amostras contaminadas estdo 0s
trabalhos de Machinski Jr & Valente Soares (2000) que encontraram FB1 em
49,3% das amostras analisadas e Stumpf et al. (2013) que encontraram FB2
em 37,2% dos alimentos estudados.

Em relacdo aos niveis de fumonisina, os maiores valores encontrados
foram de FB1 em gréo de milho, sendo relatado 78.900 pg/Kg (MALLMANN et
al.,2001) e 49.310 pg/Kg (ORSI et al., 2000). Os alimentos a base de milho
apresentaram menor nivel de contaminacdo por fumonisinas que grédos de
milho. Os niveis encontrados variaram de 549 ug/Kg a 8.600 pug/Kg (CASTRO
et al., 2004 e KAWASHIMA & VALENTE SOARES, 2006).

Foi observado que a quantidade de fumonisinas encontradas tanto em
graos de milho como em seus derivados diminuiu com o passar dos anos.
Bittencourt et al. (2005) mostraram que o valor maximo de FB1 em produtos a
base de milho foi de 15.300 pg/Kg. Nos estudos mais recentes, também com
alimentos a base de milho Ferreira et al. (2013) encontraram o valor maximo de
985 ng/Kg de FB1. Em estudos com grao de milho, Mallmann et al. (2001)
encontraram 78.920 ug/Kg de FB1 em grdos do Parand. Em contrapartida
Stumpf et al. (2013) encontraram 3.462 pg/Kg de FB1 em grédos do sul do
Brasil, evidenciando tal diminuicdo de contaminagao.

Uma hipétese para tal diminuicdo na concentracdo de fumonisinas nos
produtos estudados se deve a legislacdo. Ou seja, o decréscimo de
contaminacdo pode ter ocorrido pela aplicacdo de medidas visando a
adequacdo a Resolugcdo RDC N° 7, de 18 de fevereiro de 2011, da ANVISA
(Brasil, 2011). A lei estabeleceu limites de fumonisinas em alimentos a base de
milho a partir de 2011 e 2012 e para grdo de milho para posterior
processamento em 2014. A diminuicdo dos valores maximos tolerados de

fumonisinas em alimentos a base de milho dever& acontecer no ano 2016.



Os trabalhos realizados no Brasil antes de 2011, ou seja, anterior a
implantagédo da legislacdo, foram analisados considerando os valores
estabelecidos na legislagdo até o ano presente. Dos estudos realizados
analisando grdo de milho (oito trabalhos) e produtos a base de milho (seis
trabalhos), todos os trabalhos teriam as amostras condenadas caso a
legislagéo tivesse sido implantada anterior ao ano 2011, por apresentarem
limites superiores aos tolerados.

Também considerando o0s limites maximos estabelecidos pelo
regulamento até o momento, ano de 2015, para os seguintes alimentos: milho
de pipoca (2.000 pg/Kg), farinha de milho, creme de milho, fub4, flocos, canjica
e canjiquinha (2.500 pg/Kg), amido de milho e outros produtos a base de milho
(2.000 g/ Kg) e grao de milho para posterior processamento (5.000 pg/Kg) foi
analisado quais estudos realizados apds a implantacéo do regulamento, ano de
2011, estariam dentro do que foi estabelecido e quais estariam condenados por
apresentarem valores acima dos tolerados.

De todos os estudos realizados apds 2011, foi observado que dois
trabalhos apresentaram alimentos com niveis acima do tolerado. Queiroz et al.
(2012) encontraram 6.450 pg/Kg de FB1 em grédo de milho adquirido em Minas
Gerais e Martins et al. (2012) encontraram 3.462 ug/ Kg de FB1 nos alimentos
a base de milho analisados, adquiridos no Parana. Os demais estudos
realizados apresentaram limites dentro do tolerado (Stumpf et al.,, 2013;
Ferreira et al., 2013; Peluque et al., 2014; Bordin et al., 2014, 2015).

Mesmo se fosse considerado que o limite a ser estabelecido a partir de
2016, para farinha de milho, fubd, flocos de milho, canjica e canjiquinha (1.500
Hg/Kg) e amido de milho e outros produtos a base de milho (1.000 pg/Kg)
tivesse sido estabelecido em 2011, somente o trabalho de Martins et al. (2012)
teria as amostras condenadas por apresentar valores superiores de
fumonisinas, entre os alimentos analisados (fub&, mingau, canjica, farinha e
flocos de milho). Bondin et al. (2014) embora apresente na tabela valor maximo
encontrado de 1.208,60 ug/Kg, nao foi considerado, pois a tabela 1 apresenta
valores de todos os alimentos em conjunto. Somente a polenta ndo deveria
ultrapassar o valor de 1.000 pg/Kg (dado ndo mostrado).

Como visto observa-se um decréscimo nos valores de fumonisinas

encontrados nos Ultimos anos no pais. Isso somado ao fato que os limites



maximos tolerados na legislacdo brasileira para alguns produtos serdo
menores a partir de 2016, espera-se que 0S novos estudos apresentem valores
de contaminacdo também cada vez menores devido a adequacdo do
regulamento.

Ao se comparar os trabalhos realizados no Brasil com os de outros
paises foi observado que, em geral, a incidéncia de produtos contaminados no
pais foi superior a maioria dos demais trabalhos. Com excec¢éo dos trabalhos
de Lino et al. (2012), Liu et al. (2012), Federico et al. (2010), Gong et al. (2009)
e Scudamore & Patel (2000), que encontraram FB em pelo menos 80% das
amostras, todos os demais onze trabalhos analisados encontraram indices de
contaminagcdo menores. Ao contrario do Brasil, em que 15 dos 21 trabalhos
apresentaram indices de contaminacao superiores 80%.

Assim como no Brasil, os maiores niveis de contaminacdo foram
encontrados em gréos de milho, porém os niveis encontrados foram menores
comparados aos brasileiros. Com excec¢éo dos valores encontrados por Wei et
al. (2013) e Gong et al. (2009) que encontraram até 9.972 e 71.121 ug/Kg
respectivamente de FB1 em grédo de milho da China, todos os demais trabalhos
gue analisaram somente graos de milho apresentaram valores menores que
3.406 pg/Kg (Wang et al., 2008; Tseng e Liu 2001; Scudamore & Patel, 2000).
No Brasil, com excecdo de Stumpf et al. (2013) que encontraram até 2.030
ug/Kg de FB1 em grdos de milho do Rio Grande do sul, todos os demais
trabalhos apresentaram valores superiores a 6.100 ug/Kg de FB1 em gréos de
milho.

Em relacdo aos produtos a base de milho, os trabalhos realizados no
Brasil ap6s a regulamentacdo de fumonisinas no pais (BRASIL, 2011)
apresentaram valores de contaminacdo semelhantes aos outros paises. O
valor maximo encontrado foi 3.462 pg/Kg de FB1 em produtos do Parang,
analisados por Martins et al. (2012). Em relacdo aos outros paises, com
excecdo de Zimmer et al. (2008) que encontraram até 4.800 pg/Kg de
contaminacdo por FB1/FB2/FB3 em alimentos a base de milho na Alemanha,
todos os demais trabalhos apresentaram valores maximos de contaminacéo
inferiores a 2.026 pg/Kg.

Embora os valores de contaminagéo por FB encontrados no Brasil nos

altimos anos se aproximem aos encontrados em outros paises, ainda é



importante que sejam adotadas boas praticas de plantio e producdo de
alimentos visando uma menor contaminagdo por fungos e consequente
contaminagao por fumonisinas. A menor contaminacdo de milho no Brasil
assim podera garantir o pais no mercado de exportacdo, visto sua maior
exigéncia a cada ano, e também garantir a seguranca da populacéo brasileira,

dada a importancia do milho na sua alimentagéo.






5 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, procurou-se estudar a literatura recente sobre a
incidéncia de fumonisinas no milho e seus derivados, tema de grande
importancia para a saude publica e a economia do Brasil, como importante
produtor e exportador desses produtos.

A contaminacao de alimentos com micotoxinas causa grandes prejuizos
econdmicos, incluindo a perda de produtos agricolas e o impedimento de
transacbes comerciais de commodities. Quando ingeridas, seu alto poder de
toxicidade acarreta graves danos a saude humana e de animais. As
fumonisinas, em particular, ja mostraram ter relacdo uma variedade de doencas
animais e estdo epidemiologicamente ligadas a alta incidéncia de céancer
esofagico em algumas regides do mundo que consomem grande quantidade de
milho. Nesse sentido, o monitoramento desses contaminantes € de extrema
importancia, tornando possivel se obter dados de incidéncia e principalmente
observar se as legislacdes estdo sendo cumpridas.

Dados de estudos no Brasil mostram que a quantidade de fumonisinas
em produtos derivados de milho tem diminuido, e segue de acordo com a
legislacdo vigente. Entretanto, a incidéncia de contaminacdo ainda € alta,
mostrando o risco que a populacdo esta submetida, visto o alto consumo de
milho e seus derivados em varias regides do pais. A medida que estudos sdo
realizados evidenciando os danos a saude decorrentes do contato com
fumonisinas e também outras micotoxinas, alteracdes nas legislacbes podem
se tornar necessarias, para maior protecdo da populacdo que consome
diariamente esses produtos. Deve-se ressaltar que o cumprimento efetivo dos
regulamentos requer monitoramento constante, exigindo que 0s 0Orgaos
responsaveis pela saude publica garantam condicdes efetivas de trabalho nas

instituicdes encarregadas desse monitoramento.
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