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Resumo

A contaminagdo de produtos carneos com micotoxinas € um problema com
interesse crescente no que respeita a sadde do consumidor. O presunto é um produto
carneo curado com elevado interesse econémico para Portugal. No entanto, nédo existe
conhecimento cientifico quanto a sua seguranca em termos de micotoxinas. A
ocratoxina A (OTA) e as aflatoxinas (AFs) B, By, G; e G, sdo micotoxinas com
elevado grau toxigénico que podem ser produzidas no presunto durante o processo de
cura por algumas espécies de Penicillium e Aspergillus, respetivamente.

O presente trabalho teve como principal objetivo detetar e quantificar OTA e AFs
em carne fresca, pa curada de suino e presuntos de ovino e caprino com origem no
Nordeste Transmontano. Neste sentido, foram testados varios métodos de extragdo e
limpeza nas duas matrizes em estudo. Foi estudada a validacdo interna do método
selecionado que consiste na extracdo simultanea das micotoxinas em estudo utilizando
uma solugdo aquosa de metanol, na purificagdo do extrato com colunas de
imunoafinidade e na analise/quantificacdo das micotoxinas por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia com Detecédo por Fluorescéncia (HPLC-FLD).

Foram analisadas 15 amostras de carne fresca de suino, 14 amostras de pa curada de
suino, 1 amostra de presunto de ovino e 2 amostras de presunto de caprino.

Seis amostras de carne fresca apresentaram contaminagdo com OTA no entanto
nenhuma é quantificavel. Das 14 amostras de pa, 3 continham niveis quantificaveis de
OTA entre 2,46 pg/kg e 14,74 pg/kg. Apesar de ndo existir regulamentacdo europeia
que defina os limites méaximos para a presenca de OTA em produtos carneos, 3
amostras de pa apresentam valores de OTA quantificaveis que ultrapassam o valor-guia
de 1 pg/kg recomendado pelo Governo Italiano. Em nenhuma amostra de pa e presunto
foi detetada contaminacgéo por AFs.

Com base nestes resultados, podemos concluir que os produtos carneos de origem
suina apresentam risco para a saude do consumidor em termos de contamina¢do com
OTA.
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Abstract

Contamination of meat products with mycotoxins is of growing interest concerning
consumers’ health. Ham is a cured meat product with high economic interest for
Portugal. However, there is no scientific knowledge about their safety in terms of
mycotoxins. Ochratoxin A (OTA) and aflatoxins (AFs) B1, B2, G1 and G2 are highly
toxigenic mycotoxins that may be produced in ham during the curing process by some
species of Penicillium and Aspergillus, respectively.

This study aimed to detect and quantify OTA and AFs in pig fresh meat, shovel
cured of pig and hams of ovine and caprine produced in the northeast region of
Portugal. In this sense, we tested various methods for extraction and cleaning of OTA
and AFs in the matrices under study. Internal validation of the selected method
consisted in the simultaneous extraction of mycotoxins in study using an agueous
solution of 60 % methanol, the extract purification with immunoaffinity columns and
analysis/quantification of mycotoxins by High Performance Liquid Chromatography
with Fluorescence Detection (HPLC - FLD).

We analysed 15 samples of pig fresh meat, 14 samples of shovel cured pig, 1
sample of ovine ham and 2 samples of caprine ham.

Six samples of pig fresh meat were contaminated with OTA however no
quantifiable. Of the 14 samples of shovel cured of pig, 3 contained detectable levels of
OTA between 2.46 pg/kg and 14.74 pg/kg. Although there are no European regulations
that set maximum levels for the presence of OTA in meat products, 3 samples of shovel
cured pig showed quantifiable OTA levels exceeding the guideline value of 1 pg/kg
recommended by the Italian government. In any sample of shovel and ham was detected
AFs contamination.

Based on these results, we conclude that the meat products of porcine origin present

a risk to consumer health in terms of contamination with OTA.
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1. Introducdo — Enquadramento e Objetivos

A Regido de Trés-os-Montes é caracterizada pela producdo de uma grande
variedade de produtos carneos tradicionais. E uma regido rica em varias racas animais e
nesse sentido as empresas tentam obter novos produtos nomeadamente produtos
curados de elevada aceitagdo no mercado.

Estes produtos sdo de elevada importancia na regido transmontana, que para além
de constituirem uma marca da cultura e da etnografia nacional, séo um patrimonio
socioecondémico muito importante para a sustentabilidade do meio rural e da economia
local, gerando independéncia econémica, emprego e modos de subsisténcia autonomos.
O fabrico e comércio de produtos curados estdo entre as manifestacbes da cultura
popular mais perenes em Portugal.

Atualmente, a Seguranca Alimentar surge como uma das principais preocupacdes
da industria alimentar. Nas Gltimas décadas tem-se verificado uma maior exigéncia por
parte dos consumidores no sentido de quererem alimentos com maior qualidade. A
contaminacdo de alimentos com micotoxinas causa forte preocupacdo devido aos seus
potenciais efeitos genotdxicos e potencialmente carcinogénicos e, ainda, aos eventuais
efeitos aditivos ou sinergisticos que poderdo resultar da sua combinacdo num mesmo
alimento. Assim, a quantificagdo de micotoxinas em alimentos bem como a
caracterizacdo dos seus efeitos genotdxicos assume grande relevancia em termos de
salde publica.

Este estudo surge no @mbito do Projeto PRODER "BISOVICAP - Novos Produtos:
Processamento de carnes de suino, ovino e caprino, para a producdo de novos produtos.
Presunto e paté".

O consorcio promotor do Projeto é constituido pela Bisaro, Salsicharia Tradicional
e 0 co-promotor ESA-IPB, representado pelo Laboratdrio de Tecnologia e Qualidade da
Carcaga e da Carne (LTQCC). O principal objetivo € a obtencdo de novos produtos de
carne transformados, como presunto de perna de ovino e caprino, presunto desossado e

fatiado de porco Bisaro e paté de carne de ovino e caprino.
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Das varias estratégias definidas, o projeto visa contribuir para a sustentabilidade da
economia regional, através da elaboracdo de dois novos produtos de origem animal,
baseados na utilizagdo de carne de ovino e caprino de animais com peso e idade fora dos
limites de comercializacdo como carne fresca com marcas de Denominacdo de Origem
Protegida (DOP) ou Indicacdo Geogréafica Protegida (IGP).

Pretende-se também estudar a composicdo quimica e os pardmetros fisicos,
sensoriais e microbioldgicos e a sua utilizacdo na rastreabilidade dos produtos, de forma
a garantir a sua qualidade organolética e seguranca alimentar bem como corresponder a
uma crescente procura de alimentos que utilizam técnicas de producéo e elaboragdo que
garantem a qualidade e a uma filosofia de tentar sempre oferecer os melhores alimentos
de uma regiéo tradicionalmente rica em produtos com denominacdo de origem.

No ambito do citado projeto desenvolveu-se 0 presente estudo que teve como
objetivo avaliar a qualidade de pas curadas de suino e presuntos de ovino e caprino

relativamente a contaminagdo por micotoxinas.
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2. Reviséo Bibliografica

2.1. Importéancia dos Produtos Carneos na Regido de Tras-os-Montes

Os produtos de transformacao carnea apresentam uma grande variedade de sabores,
texturas e formas, como resultado da diversidade das matérias-primas, dos ingredientes
e dos processos de fabrico utilizados. O termo “salsicharia” € mundialmente conhecido
e engloba todos os produtos de transformacdo carnea. Destes fazem parte ndo s6 0s
enchidos mas também todas as carnes curadas como as pas, 0s presuntos, entre outros.
Em Portugal é utilizada, predominantemente, a carne de porco.

Nos ultimos anos a industria de salsicharia tem vindo a apresentar um apreciavel
incremento, expresso no elevado ndmero de estabelecimentos fabris instalados e na
variedade de produtos existentes. Alguns destes produtos poderdo ndo apresentar as
caracteristicas dos produtos genuinos, apesar de subsistirem ainda, principalmente nos
meios rurais, os chamados produtos tradicionais.

Os produtos tradicionais portugueses sdo produtos Unicos pelas suas matérias-
primas e conhecimentos aplicados, bem como pelo uso e praticas de producdo, consumo
e distribuicdo e que na atualidade recebem, entre outras, as denominacgdes de produtos
locais, tradicionais, artesanais ou regionais.

A producdo de alimentos tradicionais devera ser enquadrada segundo as exigéncias
atuais de higiene/salubridade e necessita de estar de acordo com a legislacdo em vigor
imposta para este ramo de atividade, tanto a nivel dos ingredientes como dos processos
de fabrico.

O objetivo destas normas ou padrdes € o de manter uma qualidade constante dos
produtos. Adicionalmente, o consumidor podera ter acesso a uma informacdo mais
detalhada sobre os produtos, tal como a identificacdo dos ingredientes usados no seu

fabrico. Este tem vindo a dar cada vez mais importancia a seguranca dos alimentos.
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2.2. Problemas de Seguranca Alimentar — Fungos e Micotoxinas

Seguranga alimentar é um conjunto de normas de producdo, transporte e
armazenamento de alimentos visando determinadas caracteristicas fisico-quimicas,
microbiologicas e sensoriais, segundo as quais 0s alimentos sdo adequados ao consumo.

Na garantia de um alimento saudavel temos que ter em conta o conceito “perigos”.
Estes podem ser de vérias origens nomeadamente fisicos, quimicos e bioldgicos.

Entre os perigos de origem bioldgica as particulas fingicas sdo as principais causas
de deterioracdo de produtos carneos curados (Asefa et al., 2010). O ar tem sido relatado
como a principal fonte de esporos de fungos contaminantes de produtos carneos curados
(Asefa et al., 2010). A qualidade das matérias-primas e fatores fisicos como temperatura
e atividade de agua (aw) foram descritos como fatores importantes para o crescimento
de fungos na superficie destes produtos (Asefa et al., 2010). As préticas de fabrico, tais
como a salga e a fumagem sao reconhecidas por influenciarem os tipos de crescimento
de fungos em produtos c&rneos curados, nas fases de pré-maturacéo e amadurecimento
(Asefaetal., 2010).

O crescimento de microrganismos, como bactérias, leveduras e bolores pode por em
risco a seguranca e qualidade dos produtos alimentares e causar perdas econémicas
significativas (Asefa et al., 2010). O crescimento de fungos indesejaveis pode levar a
efeitos econdmicos indesejaveis para 0s produtores, aumentando o custo de producéo e
perdas de produtos, mas pode também representar um potencial perigo para a saude dos
consumidores, se 0s fungos contaminantes forem patogénicos ou téxicos (Asefa et al.,
2010). Tais impactos podem ser minimizados, reduzindo 0 seu crescimento sobre os
produtos (Asefa et al., 2010). Isso requer a identificacdo de fungos associados aos
produtos, as suas fontes importantes e os fatores que facilitam o seu crescimento (Asefa
etal., 2010).

Geralmente, os bolores ocorrem em alimentos com baixo teor de agua e/ou elevada
quantidade de lipidos (Asefa et al., 2010). Sdo elementos microbianos encontrados em
todos os lugares, seja na agua, no ar ou no solo (Asefa et al., 2010). Existem milhares de

espécies de fungos e dentre estes milhares, algumas espécies atacam ou apenas

6 |
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sobrevivem em produtos agricolas (Asefa et al., 2010). Alguns destes fungos possuem a

capacidade de produzir toxinas, chamadas de micotoxinas (Asefa et al., 2010).

2.3. Micotoxinas

As micotoxinas sdo produtos naturais de baixo peso molecular produzidos como
metabolitos secundarios por alguns fungos filamentosos (Bennett and Klich, 2003). Ao
contrario dos metabolitos primarios, que sdo essenciais ao crescimento do fungo, os
metabolitos secundarios sdo formados durante o final da fase exponencial de
crescimento e, aparentemente, ndo possuem significancia para 0 crescimento ou
metabolismo do organismo produtor (Bennett and Klich, 2003).

As micotoxinas sd8o um conjunto de moléculas toxicologica e quimicamente
heterogéneo e tém como caracteristica comum o facto de, em baixas concentraces,
poderem causar doencas ou morte em seres humanos e outros vertebrados (Bennett and
Klich, 2003).

As ocratoxinas e as aflatoxinas sdo dois grupos de micotoxinas de elevado
significado nos alimentos, ndo sé pela sua incidéncia, mas também pelo elevado nivel

de toxicidade que apresentam sobre 0s animais.
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2.3.1. Ocratoxina A

As ocratoxinas séo um pequeno grupo de micotoxinas produzidas por certos fungos
dos géneros Aspergillus e Penicillium (Duarte et al., 2012). O grupo de ocratoxinas €
constituido, no minimo, por sete metabolitos secundarios relacionados estruturalmente
(Duarte et al., 2012). Deste grupo, a ocratoxina A (OTA) é a mais importante e mais
toxica ocratoxina encontrada naturalmente em alimentos (Duarte et al., 2012).

A OTA foi descoberta em 1965 durante uma grande pesquisa de metabolitos de
fungos concebida especificamente para identificar novas micotoxinas (Bennett and
Klich, 2003). Pouco tempo depois 0 metabolito foi isolado a partir de uma amostra
comercial de milho nos Estados Unidos e foi reconhecido como uma potente
nefrotoxina (Bennett and Klich, 2003). A OTA é uma nefrotoxina a todas as espécies de
animais estudadas até a data e provavelmente a mais tdxica para os seres humanos
(Bennett and Klich, 2003). Alem deste efeito, estudos em animais indicam que a OTA é
também uma toxina do figado, um imunossupressor € um agente teratogénico (Bennett
and Klich, 2003). A Agéncia Internacional de Pesquisa de Cancro classificou a OTA
como um possivel carcinogénico humano (Bennett and Klich, 2003).

A ocorréncia de OTA em produtos agricolas tem sido amplamente estudada, sendo
0s cereais e seus derivados as principais fontes de OTA na dieta humana e animal
(Dall’Asta et al., 2010). No entanto, os produtos de origem animal também podem
contribuir para o consumo humano de OTA. Neste caso, a OTA pode ocorrer nos
produtos de origem animal por trés vias: (1) a carne fresca pode apresentar
contaminacdo por exposi¢do dos animais a ra¢Bes contaminadas (devido a elevada
contaminacdo dos cereais usados na sua producdo); (2) os produtos derivados podem
sofrer contaminacdo direta através do desenvolvimento natural de fungos
ocratoxigénicos durante o processo de cura; e/ou (3) os produtos podem sofrer
contaminacdo atraves dos condimentos usados (Pietri et al., 2006; Dall’Asta et al.,
2010).
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De entre os animais de quinta, o porco € particularmente sensivel a toxina, pois a
OTA ¢ absorvida e acumulada no sangue, figado, rim e masculo (Pietri et al., 2006). No
caso dos ruminantes, a OTA ¢é degradada no rumen (Pietri et al., 2006).

A capacidade de producdo de OTA foi detetada em vérias espécies do género
Aspergillus, nomeadamente Aspergillus alliaceus, Aspergillus auricomus, Aspergillus
carbonarius, Aspergillus glaucus, Aspergillus melleus e Aspergillus niger (Bennett and
Klich, 2003). Para aléem do género Aspergillus, o género Penicillium é também
implicado na producdo de OTA nomeadamente as espécies Penicillium verrucosum
(principalmente em cereais) e Penicillium nordicum (principalmente em produtos
carneos) (Chiavaro et al., 2002; lacumin et al., 2009; Dall’ Asta et al., 2010).

Tal como acontece com outras micotoxinas, o substrato sobre o qual os fungos
crescem, bem como o nivel de humidade, temperatura, e presenca de microflora
competitiva interagem para influenciar o nivel de toxina produzida (Bennett and Klich,
2003).

A producdo de OTA depende das estirpes fungicas, bem como das condicBes de
crescimento, incluindo composi¢do do substrato ou fatores fisicos, tais como atividade
de &gua, temperatura e pH (Rodriguez et al., 2012). A sintese de micotoxinas é
geralmente maior em alimentos ricos em hidratos de carbono (como os cereais) do que
em produtos carneos, pelo que o crescimento de fungos na superficie de presuntos ndo
pode ser considerada como indicadora da presenca de micotoxinas (Mateo et al., 2011).

Por outro lado, as condicBes ambientais, nomeadamente a humidade e a
temperatura, ao longo do tempo de cura, especialmente na fase de secagem, também
influenciam fortemente o crescimento fangico e a producdo de micotoxinas na
superficie de presuntos (Rodriguez et al., 2012). A populacdo de bolores que
normalmente cresce na superficie do presunto inclui varias espécies, principalmente
pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium, como referido anteriormente
(Rodriguez et al., 2012). A maioria dos fungos necessita de humidade relativa acima de
80 % e uma atividade de &gua minima para crescer (lamanaka et al., 2010).
Normalmente, a producéo de toxina néo ocorre a uma humidade relativa abaixo daquele

valor (lamanaka et al., 2010). As toxinas podem ser produzidas em atividades de agua

9|



Diana Silva | 2013

que vdo de 0,60 a 0,90 em alimentos com uma humidade intermédia (lamanaka et al.,
2010). O crescimento fungico e a producéo de OTA ¢é sensivel a temperatura (lamanaka
et al.,, 2010). Em geral, a temperatura Otima para produzir toxinas esta entre a
temperatura minima e a maxima para ele crescer (lamanaka et al., 2010). A maioria dos
fungos sdo organismos mesdéfilos, apresentando um crescimento 6timo a temperaturas entre 0s
25 e os 30 °C (lamanaka et al.,, 2010). O pH também é um fator importante no
desenvolvimento dos fungos (lamanaka et al., 2010). Estes apresentam uma capacidade de
sobrevivéncia num intervalo de pH que varia entre 2,5 e 9,5, mas 0 seu crescimento
6timo da-se num intervalo de pH entre 5-6 (lamanaka et al., 2010).

Foram conduzidas vérias avaliacfes de risco para a OTA (Bennett and Klich, 2003).
Dada a exposi¢do humana conhecida e a abundancia de dados toxicoldgicos dos estudos
em animais, o Comité Cientifico da Unido Europeia recomendou que os niveis de OTA
devem ser reduzidos a valores inferiores a 5 ng/kg de peso corporal por dia (Bennett and
Klich, 2003). Além disso, varios paises europeus propuseram regulamentos individuais
para diferentes produtos alimentares com concentracdes maximas toleradas que variam
de pais para pais e de produto para produto (Bennett and Klich, 2003).

A Comissdo das Comunidades Europeias, no Regulamento (CE) N° 1881/2006
estabeleceu niveis maximos admissiveis para a OTA em varios alimentos e expressou a
conveniéncia de fixar um nivel maximo em produtos carneos (Regulamento (CE) N°
1881/2006). Concretamente para estes produtos ndo existe um valor especifico, no
entanto, os valores limite existentes para produtos de consumo direto variam entre 2
pg/kg e 10 pg/kg (Regulamento (CE) N° 1881/2006). A recomendacdo da concentracao
méaxima desta micotoxina no presunto seco curado existe apenas em Itélia, que limita
OTA neste produto a 1 pg/kg (Ministério da Saude de Itéalia, 1999).

A producdo de OTA tem sido descrita em vérios sistemas modelo de carne curada
em consequéncia do crescimento de estirpes flngicas ocratoxigénicas inoculadas
(Rodriguez et al., 2012). No entanto, existem poucos dados sobre a contaminagdo
natural de presuntos com OTA (Rodriguez et al., 2012).

Pietri et al. (2006) relatam 9 % de amostras de carne fresca e 40 % de amostras de

presunto contaminadas com OTA, com niveis maximos de OTA de 0,06 pg/kg e 28,42
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ug/kg, respetivamente. Matrella et al. (2006) estudaram a ocorréncia de OTA em
musculo de porcos abatidos em Italia e detetaram contaminacdo média de 0,024 pg/kg e
maxima de 0,9 pg/kg. Chiavaro et al. (2002) relatam contaminagdo maxima de
presuntos com 6 meses de cura com 2,2 pg/kg de OTA.

Rodriguez et al. (2012) estudaram a presenca de OTA sobre a superficie do
presunto seco ibérico apds crescimento fungico na fase inicial de secagem, e referem
que até 50 % dos presuntos analisados continham OTA acima do limite de determinacéo
e que as concentracdes de OTA encontradas na superficie de presuntos variaram entre 2
ug/kg e 160,9 pg/kg, valores maiores que 3,62 pg/kg relatados anteriormente por
Dall’Asta et al.. E notdrio que 30 % dos presuntos que continham OTA na superficie
também continham esta micotoxina nos tecidos internos em niveis acima de 1,9 pg/kg
(Rodriguez et al., 2012). Isto significa que a OTA penetra nos tecidos internos dos

presuntos (Rodriguez et al., 2012).
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2.3.2. Aflatoxinas

As aflatoxinas (AFs) sdo as micotoxinas mais amplamente estudadas (Bennett and
Klich, 2003). Sdo um grupo de metabolitos fungicos toxicos quimicamente semelhantes
produzidas por certos fungos do género Aspergillus (Bennett and Klich, 2003). As AFs
mais importantes nos alimentos séo a B1, B2, G1 e G2 (Bennett and Klich, 2003). A
AFBL1 ¢é a mais importante, produzida por todas as estirpes produtoras de AFs, sendo o
agente cancerigeno natural mais conhecido (Bennett and Klich, 2003).

As AFs sdo associadas com a toxicidade e carcinogenicidade em populagdes
humanas e animais (Bennett and Klich, 2003). A sua toxicidade decresce na seguinte
ordem: B1>M1>G1>B2>M2>G2 (Bennett and Klich, 2003). As doencas causadas pelo
consumo de AFs sdo chamadas de aflatoxicoses (Bennett and Klich, 2003).
Aflatoxicose aguda, resultante do consumo de elevadas quantidades de AFs, pode
provocar a morte (Bennett and Klich, 2003). A exposicdo a AFs na dieta é considerada
um importante fator de risco para o desenvolvimento do carcinoma hepatocelular
primério principalmente em individuos ja expostos a Hepatite B (Bennett and Klich,
2003). Em epidemiologia classica, varios estudos ligaram a incidéncia do cancro do
figado ao estimado consumo de AFs na dieta (Bennett and Klich, 2003).

As AFs sdo produzidas por muitas estirpes de Aspergillus flavus e Aspergillus
parasiticus (Bennett and Klich, 2003). Estas sdo as principais espécies produtoras de
AFs mas existem muitas outras espécies produtoras embora com menor frequéncia nos
alimentos (Bennett and Klich, 2003).

Existem muitos substratos que favorecem o crescimento e a producdo de AFs pelos
fungos que as produzem (Bennett and Klich, 2003). O crescimento de fungos
aflatoxigénicos € fortemente dependente das condi¢cdes de crescimento, tais como a
composicdo do substrato, pH, aw, temperatura ou atmosfera modificada (Bennett and
Klich, 2003).

A temperatura e o equilibrio de humidade relativa ambiental/aw do substrato séo os

fatores que afetam mais fortemente o crescimento de fungos aflatoxogénicos e producéo
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de AFs, mas existe também uma forte dependéncia da existéncia de hidratos de carbono
no produto (Rodrigues et al., 2012).

Tal como para OTA, a Comissdo das Comunidades Europeias, no Regulamento
(CE) N° 1881/2006 estabeleceu niveis maximos admissiveis para a AFS em Varios
alimentos e expressou a conveniéncia de fixar um nivel maximo em produtos carneos
(Regulamento (CE) N° 1881/2006). Contudo, ndo existe um valor especifico para estes
produtos. Para a AFB1 os valores limite para produtos de consumo direto variam entre
0,1 pg/kg e 8 pg/kg (Regulamento (CE) N° 1881/2006). Por outro lado, os valores
limite para o somatdrio de AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 encontram-se entre 4 pg/kg e
15 pg/kg (Regulamento (CE) N° 1881/2006).

N&o existem, do nosso conhecimento, estudos de rastreio de AFs em produtos
carneos.
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2.4. Controlo das Micotoxinas

O ponto mais importante para o controlo de micotoxinas €é, sem duavida, a
prevencdo, ja que a sua eliminacdo do produto final € muitas vezes inviavel ou
impossivel (Leung et al., 2006).

A aplicacdo de protocolos de prevencdo e controlo destes metabolitos, ajuda a
reduzir a sua ocorréncia para niveis de contaminagéo aceitaveis (Leung et al., 2006). A
contaminacdo por micotoxinas em alimentos e derivados ndo configura um problema
apenas de paises pobres (Leung et al., 2006). A economia de muitos paises é afetada
pela ocorréncia de micotoxinas, por estas interferirem ou impedirem a exportacéo,
reduzirem a producdo animal e agricola e comprometerem a saude humana (Leung et
al., 2006).

Uma vez que é normalmente impraticavel evitar a formacdo de micotoxinas, a
industria alimentar tem estabelecido métodos de controlo interno (Bennett and Klich,
2003). Da mesma forma, o governo regulamentar e as agéncias de pesquisa para a
ocorréncia de micotoxinas em alimentos e ragdes tentam estabelecer limites
regulamentares (Bennett and Klich, 2003). As diretrizes para o estabelecimento desses
limites sdo baseadas em dados epidemioldgicos e extrapolacBes a partir de modelos

animais, tendo em conta as incertezas inerentes (Bennett and Klich, 2003).
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2.5. Meétodos de Analise de Micotoxinas

As micotoxinas sdo frequentemente produzidas em concentracfes residuais, pelo
que a sensibilidade dos sistemas de detecdo é essencial (Bennett and Klich, 2003). Os
métodos tradicionais de detecdo e quantificacdo de micotoxinas contam com solventes
para 0s passos de extracdo e limpeza, e com varias técnicas cromatogréaficas para
quantificacdo (Bennett and Klich, 2003). Mais recentemente, foram desenvolvidos
ensaios imunogénicos que podem ser aplicados a amostras com pouca ou nenhuma
purificacdo (Bennett and Klich, 2003).

Os métodos para andlise de micotoxinas envolvem trés procedimentos basicos
nomeadamente a extracdo, a purificacdo/separacéo e a detecdo (Trucksess, 2000).

A maior parte dos métodos analiticos requer que as micotoxinas sejam extraidas
para uma fase liquida composta por solventes organicos ou misturas destes solventes e
agua (Trucksess, 2000). Normalmente os solventes utilizados podem ser o metanol, o
acetonitrilo, a acetona, o cloroférmio, entre outros (Shephard, 2000; Stroka et al., 2000;
Trucksess, 2000).

A eficiéncia do procedimento de extracdo pode ser influenciada pelas técnicas
utilizadas na homogeneizacdo da amostra com o liquido extrator (Resnik et al., 1995).
Para separar as fases liquida e sélida sdo utilizadas técnicas de filtracdo e de
centrifugacdo (Resnik et al., 1995). Ap6s a extracdo da matriz solida, o extrato é
purificado para se remover as interferéncias e para se isolar as toxinas antes dos
procedimentos de detecdo (Resnik et al., 1995). Esta etapa pode ndo ser necessaria para
todos os métodos analiticos (Resnik et al., 1995). Na purificacdo do extrato sdo
utilizadas, geralmente, colunas de imunoafinidade (IAC) (Trucksess, 2000; Ventura et
al., 2004).

A caracteristica mais importante exigida para os anticorpos a utilizar nas colunas de
imunoafinidade, é a sua especificidade, afinidade, estabilidade face as condicdes de
lavagem, e reversibilidade (Katz, 1992). E também essencial que o complexo
micotoxina-anticorpo possa ser dissociado para libertar a micotoxina na fase de eluicdo

(Katz, 1992). O imunoadsorvente é entdo transferido para uma coluna, a qual é aplicada
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a amostra ou 0 extrato aquoso a analisar (Katz, 1992). Por um processo de interacdo
imunoquimico, as moléculas do analito (hapteno, a micotoxina) vao ser fixadas aos
anticorpos imobilizados, enquanto os componentes interferentes que ndo se ligam ao
suporte, que possam encontrar-se na coluna, sdo eliminados por lavagem da coluna com
uma solucdo salina de tampdo fosfato (Katz, 1992). A utilizacdo de IAC é uma técnica
altamente sensivel e seletiva que oferece a possibilidade de extrair/purificar com rigor
as amostras ou 0s seus extratos, antes da sua quantificacdo pelos métodos fisico-
quimicos (Katz, 1992).

A etapa final do processo envolve a determinacdo qualitativa e quantitativa da
micotoxina (Trucksess, 2000). Tém sido desenvolvidos métodos analiticos para a
determinacdo de micotoxinas que normalmente envolvem técnicas cromatograficas
(Trucksess, 2000). A maior parte dos métodos utiliza a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) (Trucksess, 2000). Também podem ser utilizados outros métodos
como a cromatografia gasosa (GC), a cromatrografia em camada fina (TLC), entre
outros (Trucksess, 2000). Métodos alternativos baseados em imunodetecdo, como
ELISA, também tém encontrado ampla aplicacdo em analise de micotoxinas (Trucksess,
2000).

TLC e ELISA sdo talvez as técnicas mais simples e mais amplamente utilizadas
para a monitorizacdo qualitativa e semi-quantitativa de micotoxinas, e sdo Uteis para a
triagem e andlise de rotina de um grande nimero de amostras (Muscarella et al., 2009).
N&o exigem equipamentos caros ou manuseamento altamente treinado, mas também sao
técnicas menos precisas e sensiveis (Muscarella et al., 2009). Embora os métodos
ELISA sejam amplamente utilizados para o rapido rastreio qualitativo e semi-
quantitativo de micotoxinas, ndo sdo Uteis para proporcionar uma determinacao
quantitativa precisa (Muscarella et al., 2009).

Os métodos analiticos para determinar micotoxinas, devem ser sensiveis,
especificos, exatos e precisos e, sd0 necessarios para cumprimento de legislacdo e
levantamentos com o objetivo de determinar a exposi¢do as micotoxinas (Muscarella et
al., 2009).
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Tem sido feita uma pesquisa consideravel dedicada ao desenvolvimento de métodos
analiticos para identificacdo e quantificacdo de micotoxinas em alimentos e racoes
(Bennett and Klich, 2003). A diversidade quimica das micotoxinas e os diversos
substratos em que elas ocorrem representam desafios para a quimica analitica (Bennett
and Klich, 2003). Cada grupo de compostos de cada substrato tém diferentes
propriedades fisicas e quimicas, por isso 0s métodos para a separacdo das toxinas a
partir de substratos devem ser desenvolvidos numa base caso-a-caso (Bennett and
Klich, 2003). Para as amostras em estudo, descrevem-se a seguir 0os métodos mais

adequados.
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2.5.1. Determinacdo de OTA em Carne Fresca e Presunto

A extracdo de OTA a partir de um alimento muito proteico, como € o caso dos
produtos carneos, € um passo critico para a analise, devido a elevada afinidade do
analito para a proteina (Toscani et al., 2007).

A extragdo de OTA na carne é feita normalmente com solventes clorados ou
acidificados ou com acetato de etilo, acetonitrilo ou misturas de metanol com
bicarbonato de sédio (Toscani et al., 2007). A extracdo é geralmente seguida de um
processo de purificacdo e concentracdo por meio de colunas de imunoafinidade
(Toscani et al., 2007). A detecdo e quantificacdo sdo alcancadas atraves da andlise por
HPLC usando uma fase mével &cida (Toscani et al., 2007).

A anélise de OTA em presuntos é importante para quantificar OTA potencialmente
produzida pela populacao fungica inicial que comeca a desenvolver-se na superficie de
presuntos na fase de secagem (imediatamente apds a fase de pds-salga em baixa

temperatura) (Toscani et al., 2007).
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2.5.2. Determinacédo de AFs em Presunto

As AFs sdo compostos de baixo peso molecular que possuem absorcdo de UV
significativa e propriedades fluorescentes (Stroka et al., 2000). Os mais divulgados
incluem a cromatografia em camada fina (TLC) e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia de fase reversa (HPLC), acoplado a um detetor de fluorescéncia (FLD)
(Stroka et al., 2000). A tendéncia atual € a utilizacdo de HPLC para a determinacdo de
AFs, devido as suas caracteristicas de especificidade, sensibilidade elevada e
simplicidade de operacdo (Stroka et al., 2000). Além disso, a determinacdo
cromatografica permite a quantificacdo de cada toxina individualmente (Stroka et al.,
2000). Isto é particularmente importante para a analise de alimentos, onde é necessaria a
determinacédo de AFBL1 (Stroka et al., 2000).
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3. Materiais e Métodos

3.1. Plano de Amostragem

Neste estudo foram analisadas 15 amostras de carne fresca de suino a serem usadas
para producdo de presunto, 14 amostras de pa curada de suino, 1 amostra de presunto de
ovino e 2 amostras de presunto de caprino. Todas as amostras analisadas s&o
provenientes da empresa Bisaro, Salsicharia Tradicional.

As amostras de carne fresca foram obtidas imediatamente apds o abate dos animais
que iriam ser usados para producdo de presunto. De cada animal recolheu-se uma
porcdo de cerca de 100 g para um saco estéril, que foi imediatamente selado e
transportado para o Laboratério de Microbiologia em condices de refrigeracéo.

As amostras de pa e de presunto foram recolhidas na sala de cura dos presuntos. As
pas apresentavam um tempo de cura de 15 a 16 meses, enquanto os presuntos de ovino e
caprino tinham um tempo de cura de aproximadamente 3 meses. Ao longo do periodo
de cura, as pas e 0s presuntos estiveram submetidos a condi¢des de humidade e
temperatura controladas na ordem de 70-75 % e 9/10 °C, respetivamente. Estes dados
foram fornecidos gentilmente pelo Laboratério Tecnologia e Qualidade da Carcaca e da
Carne da Escola Superior Agraria de Braganca. De cada pé&/presunto, foi recolhida uma
porcao de cerca de 250 g, colocada num saco estéril e transportada para o Laboratorio
de Microbiologia.

As amostras de carne fresca, pa e presunto foram congeladas a -20 °C até ser

efetuada a extracdo das micotoxinas.
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3.2. Reagentes e Materiais

A solucédo padréo de OTA utilizada (Sigma) tinha uma concentragéo de 4 pg/mL.
Desta foram preparadas para cada dia solugdes de trabalho com uma concentracdo de
100 ng/mL.

A solucédo padréo de AFs utilizada (Sigma) tinha uma concentracdo de 5 pg/mL de
AFB1 e AFG1 e 1,5 pg/mL de AFB2 e AFG2. Foram igualmente preparadas para cada
dia solucdes de trabalho com uma concentracdo de 100 ng/mL de AFB1 e AFG1 e 30
ng/mL de AFB2 e AFG2.

Na preparacao de padrdes de OTA e AFs, na extracdo das amostras e na preparagao
da fase moével foram utilizados solventes de qualidade para HPLC (acetonitrilo,
cloroférmio e metanol). As colunas de imunoafinidade (IAC) para purificacdo dos
extratos foram OchraTest WB e AflaTest WB da VICAM (Watertown, MA, EUA).

A solucdo de lavagem utilizada foi o Tampédo Fosfato Salino adicionado de Tween
80 (PBS-T). Inicialmente preparou-se a solucdo concentrada da seguinte forma: 16 g de
NaCl, 2,4 g de Na;HPOy, 0,4 g de KH,PO,4 e 0,4 g de KCI, para um volume final de 200

mL. A partir desta solugdo stock preparou-se a solucéo final de lavagem.

3.3. Consideraces de Seguranga

Devido a toxicidade da OTA e das AFs, foram tomadas as consideracfes de
seguranca necessarias para manusear estas substancias. As solugdes foram manipuladas
com equipamentos de protecdo nomeadamente bata e luvas de nitrilo. Todos os
materiais descartaveis foram descontaminados no autoclave antes de serem descartados
e 0s materiais reutilizaveis foram descontaminados, por imersdo em lixivia a 10 %,

durante a noite sendo lavados na tarde seguinte.
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3.4. Selecdo e Validacao de Métodos de Extracao e Analise de OTA e AFs

3.4.1. Extracdo de OTA

A OTA foi analisada em carne fresca, pas curadas de suino e presuntos de ovino e
caprino. A andlise foi feita em carne fresca na tentativa de se perceber se esta ja estaria
contaminada inicialmente, ou seja, se antes do processo de cura do presunto a matéria-

prima ja estaria contaminada com alguma quantidade de OTA.

3.4.1.1. Métodos Testados

De forma a escolher o método mais adequado para analise de OTA em carne fresca
pa e presunto foram inicialmente testados varios métodos. Numa primeira fase foram
testados varios métodos ja implementados no laboratdrio para outras matrizes utilizando

diferentes solventes, nomeadamente acetonitrilo, cloroférmio e metanol.

3.4.1.1.1. Método do Acetonitrilo

Pesou-se cerca de 10 g de amostra. Adicionou-se 20 mL de solucdo aquosa de
acetonitrilo a 60 % e homogeneizou-se no vortex. De seguida centrifugou-se a 4000 rpm
durante 15 minutos e filtrou-se com papel de filtro de celulose regenerada com o auxilio
de uma bomba de vacuo. Ao extrato obtido adicionou-se 10 mL de hexano, agitou-se e
centrifugou-se novamente a 1000 rpm durante 5 minutos. Descartou-se o hexano da fase
superior e recolheu-se o acetonitrilo. Por fim filtrou-se 2 mL de extrato por um filtro de
seringa de 0,45 um e analisou-se por HPLC conforme descrito na seccdo 3.4.1.2.

Neste método depois de se adicionar o hexano obteve-se trés fases. Removeu-se 0
hexano ficando-se com duas fases ndo sabendo concretamente qual seria a fase do
acetonitrilo. Deste modo, retirou-se 2 mL de cada uma das fases para analisar por HPLC

como se descreve na seccéo 3.4.1.2.
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3.4.1.1.2. Método do Cloroférmio

Pesou-se cerca de 10 g de amostra, adicionou-se 20 mL de cloroférmio acidificado
com &cido O-fosférico a 85 % e homogeneizou-se no vortex. Centrifugou-se a 4000
rpm durante 15 minutos e filtrou-se com papel de filtro de celulose regenerada com o
auxilio de uma bomba de vécuo. Adicionou-se, ao extrato obtido, 20 mL de Solucédo
Tampéo Tris-HCI a 0,2M e pH 8,5, agitou-se e voltou-se a centrifugar a 3000 rpm
durante 5 minutos. Recolheu-se 2 mL da fase superior e adicionou-se 2 mL de
acetonitrilo/acido acético (98:2, V/V). Filtrou-se por um filtro de seringa 0,45 um e

analisou-se por HPLC como descrito na secgéo 3.4.1.2.

3.4.1.1.3. Método do Metanol I

Pesou-se 10 g de amostra, adicionou-se 20 mL de metanol a 60 % acidificado com
acido O-fosférico a 0,1M e homogeneizou-se no vortex. Centrifugou-se a 4000 rpm
durante 15 minutos e filtrou-se com papel de filtro de celulose regenerada com uma
bomba de vacuo. Adicionou-se 10 mL de hexano ao extrato obtido, agitou-se e voltou-
se a centrifugar a 1000 rpm durante 5 minutos. Descartou-se o hexano da fase superior e
recolheu-se o metanol. Filtrou-se 2 mL por um filtro de seringa 0,45 um e analisou-se
por HPLC conforme descrito na seccdo 3.4.1.2. Guardou-se 0 restante extrato para
posteriormente ser analisado, depois de passado por colunas de imunoafinidade
(OchraTest WB, VICAM). Para cumprir esta parte do protocolo recolheu-se 5 mL de
extrato e diluiu-se com 45 mL de Solugdo A (preparada com 15 g de PEG8000, 75 g de
NaHCO;3; e 1500 mL de agua destilada). Passou-se o0 extrato na coluna e lavou-se uma
primeira vez a mesma com 5 mL de Solugdo B (preparada com 25 g de NaCl, 5 g de
NaHCO3; e 1000 mL de agua destilada) tendo o cuidado de ndo deixar secar o gel da
coluna. Numa segunda vez lavou-se a coluna com 5 mL de agua destilada e, neste caso,
deixou-se secar bem a coluna. Passou-se 2 mL de metanol, de grau HPLC, na coluna

para eluir a OTA seguindo-se a analise por HPLC conforme descrito na secc¢ao 3.4.1.2.
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3.4.1.1.4. Método do Metanol Il

Pesou-se cerca de 10 g de amostra e adicionou-se 40 mL de metanol acidificado
com bicarbonato de sodio a 1 %. A extracao foi feita por agitacdo mecanica durante
cerca de 1 hora. De seguida filtrou-se com filtro de fibra de vidro e mediu-se 10 mL de
filtrado. Diluiu-se com 40 mL de PBS-T, agitou-se e voltou-se a filtrar com filtro de
fibra de vidro. Mediu-se 20 mL de filtrado e passou-se por uma uma coluna de
imunoafinidade (OchraTest WB, VICAM). Lavou-se a coluna uma primeira vez com 10
mL de PBS-T e uma segunda vez com 10 mL de agua destilada. A OTA foi eluida da
coluna através da passagem de 2 mL de metanol, de grau HPLC, a uma taxa de cerca de
1-2 gotas por segundo analisando-se de seguida por HPLC como se descreve na secgao
3.4.1.2.

3.4.1.2. Detecdo e Quantificacdo de OTA

A OTA foi detetada e quantificada por um sistema de HPLC constituido por: um
amostrador automatico (Spark Basic Marathon), uma bomba (Varian 9002), uma coluna
C18 de fase inversa (Waters Spherisorb ODS2, 4,6 mm x 250 mm, 5 um), equipado
com uma pré-coluna com a mesma fase estacionaria, e um detetor de fluorescéncia
(Jasco FP- 920).

A fase movel para OTA consistiu um programa isocratico de agua : acetonitrilo :
acido acético (99:99:02, v / v / v) e foi bombeada a 1,0 mL/min durante um tempo total
de execucdo de 28 minutos. O volume de injecdo foi 20 pL. A detecdo de fluorescéncia
foi realizada a comprimentos de onda de excitacdo e de emisséo de 333 nm e 460 nm,
respetivamente. O ganho foi definido para 1000 e a atenuacéo a 16.

O controlo da instrumentacdo, a aquisicdo e o processamento de dados, foram
calculados com o software Varian 850-MIB Data System Interface. Consideraram-se
amostras positivas quando se originou um pico, no tempo de retencdo similar ao de cada

padrdo, com uma altura cinco vezes mais elevada do que o ruido da linha de base.
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3.4.1.3. Validagdo do Método

Dos véarios métodos testados, o escolhido foi o Método do Metanol Il descrito acima
na seccdo 3.4.1.1.4. A escolha recaiu sobre este método pois em analises preliminares
foi o que demonstrou ser o mais adequado. De todos foi 0 que obteve taxas de
recuperacdo mais elevadas como se apresenta na sec¢do 4.1.1.1.

Antes da andlise das amostras, 0 método de extracdo e quantificagdo foi submetido
a validacdo interna ao nivel da precisdo. A validacdo do método é baseada em varios
parametros nomeadamente linearidade, exatiddo e precisdo (Chan, 2004). Estes

parametros foram determinados para 0 método escolhido e estdo aqui descritos.

3.4.1.3.1. Linearidade

A linearidade de um procedimento analitico pode ser definida como a capacidade
para se obter resultados do teste de dados variaveis que sdo diretamente proporcionais a
concentragdo do analito na amostra (Chan, 2004). Os parametros de calibragédo
avaliados para a OTA foram o Limite de Detecdo (LOD) e o Limite de Quantificacdo
(LOQ), que refletem a linearidade do método. O LOD pode ser definido como a menor
quantidade de um analito numa amostra que pode ser detetada, mas néo
necessariamente quantificada como um valor exato. O LOQ corresponde a concentracao
do analito que seja mensuravel dentro de um determinado nivel de confianca
(Taverniers et al., 2004.). A obtencéo de valores abaixo do LOD e do LOQ significa que
a determinacdo e a quantificacdo sdo possiveis, mas torna-se pouco fiavel pois a
incerteza associada a estes niveis mais baixos € maior do que o valor de medicdo
propriamente dito (Taverniers et al., 2004).

No presente estudo a linearidade do método foi determinada através da injeccdo de
sete solucdes-padrdo de OTA em concentragfes de 0,5 ng/mL, 1,0 ng/mL, 2,5 ng/mL,
5,0 ng/mL, 7,5 ng/mL, 10,0 ng/mL e 15,0 ng/mL. A curva de calibracdo usada para
quantificacdo foi calculada pelo método dos minimos quadrados no Excel 2007. O LOD

e 0 LOQ foram calculados de acordo com o racio sinal/ruido. Definiram-se para as
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concentracdes para as quais o racio sinal/ruido é igual a 3 e a 10, respetivamente. A

variavel de dados utilizada para a quantificacdo do analito foi a area do pico.

3.4.1.3.2. Exatidao e Precisao

A exatiddo, ou recuperacao, de um procedimento analitico é o grau de concordancia
entre os valores que séo aceites como valores convencionais verdadeiros ou um valor de
referéncia e o valor encontrado (Chan, 2004). A exatiddao é geralmente classificada
como a percentagem de recuperacao do ensaio, utilizando o método analitico proposto,
de uma quantidade conhecida de analito adicionado a matriz (spiking) (Chan, 2004).

A precisdo de um procedimento analitico, expressa o grau de concordancia entre
uma série de medicgdes obtidas a partir de varias amostras da mesma matriz homogénea
sob condicdes prescritas (Chan, 2004). A precisdo é normalmente investigada a trés
niveis: repetibilidade, precisao intermédia e reprodutibilidade (Chan, 2004).

A repetibilidade é uma medida da precisdo do método sob as mesmas condicGes de
funcionamento ao longo de um curto intervalo de tempo (Chan, 2004). A preciséo
intermédia é definida como a variacdo dentro do mesmo laboratorio (por exemplo, a
variacdo dia-a-dia, a variacdo do analista, a variacdo do equipamento) (Chan, 2004).
Reprodutibilidade mede a precisdo entre laboratérios como acontece em estudos
colaborativos (Chan, 2004). Esse parametro ndo foi aplicado no nosso estudo. O desvio-
padrdo (SD) e o desvio padrdo relativo (RSD) sdo geralmente reportados para 0s
parametros mencionados (Chan, 2004).

A taxa de recuperacao de OTA foi calculada para as 6 repeti¢ces dos dois niveis de
adicdo pela razdo da concentracdo da toxina recuperada em relagdo a concentracdo
conhecida que foi adicionada. A precisdo foi calculada em termos de repetibilidade
intra-dia (n = 3) e precisdo intermediaria (dois dias diferentes) para OTA para 0s dois

niveis de contaminacao.
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As definicBGes para os critérios de desempenho sdo os seguintes de acordo com o
Regulamento (CE) N° 401/2006:

SD; = desvio-padréo, calculado a partir dos resultados obtidos em condic¢des de
repetibilidade.

RSD; (%) = desvio padrdo relativo, calculado a partir dos resultados obtidos em
condicGes de repetibilidade [(SD, / média) x 100].

SDint = desvio-padrdo, calculado a partir dos resultados obtidos em condicgdes de
precisdo intermediaria.

RSDint (%) = desvio-padréo relativo, calculado a partir dos resultados obtidos em
condicGes de precisao intermediaria [(SDin: / média) x 100].

A identificacdo dos picos foi obtida por comparacdo com o0s tempos de retencao
obtidos para solu¢fes-padréo sob as mesmas condigdes. A quantificagdo de micotoxina
foi determinada seguindo uma equacdo linear, tal como sugerido por Miller e Miller
(1993):

Y=Dbx+a

Onde:

y € 0 pico da area;

b é o declive;

X € a concentracao;

a intersecdo com o eixo dos y.

A micotoxina extraida foi eluida em 2 mL de metanol em vez de 1 mL, pelo que as
concentracdes de micotoxinas medidas a partir da curva de calibracdo (em ng/mL)

foram multiplicadas por 2 para se obter a quantidade na amostra (em ng/g ou pg/kg).

28 |



Diana Silva | 2013

Spiking

Os testes de preciséo e de recuperacao foram feitos por meio de enriquecimento da
amostra (spiking) com quantidades conhecidas de OTA. Para tal, comprou-se cerca de
500 g de carne fresca picada e usou-se 1 kg de presunto de porco. Estas matrizes foram
cuidadosamente homogeneizadas e armazenadas a -20 °C até a sua utilizagdo. Fez-se a
divisdo da matriz de carne fresca e de presunto em duas partes. Uma parte era composta
por nove réplicas de 10 g cada uma. A segunda parte tinha seis réplicas também de 10 g
cada uma. A primeira parte era composta por nove réplicas pois a trés delas ndo foi
adicionado qualquer enriquecimento com OTA (para servir de branco). As restantes
réplicas desta primeira parte foram enriquecidas com diferentes concentracdes de OTA.
Foram testados em dias diferentes as vérias partes.

Para efeitos de enriquecimento das matrizes, foi utilizada uma solucéo de trabalho
de OTA com uma concentracdo de 100 ng/mL, feita a partir de um padrdo de OTA com
uma concentracdo de 4000 ng/mL. No primeiro dia, utilizou-se a primeira parte onde
trés réplicas ndo foram enriquecidas (ndo foi adicionada qualquer concentragcdo de
solucdo de trabalho de OTA) para servir de branco. Das seis réplicas sobrantes
adicionou-se a trés delas 0,1 mL da solucdo de trabalho de OTA (correspondente a
concentragdo de 1 ng/g de OTA) e a outras trés 1 mL da mesma solucdo de trabalho de
OTA (correspondente a concentracdo de 10 ng/g de OTA). Estas unidades amostrais
foram codificadas como S_n_X N, onde S corresponde a spiking; n € o nimero da
réplica; X corresponde a matriz analisada e N é o nimero do dia em que se fez a analise.
Os frascos foram cobertos com papel de aluminio e deixados durante a noite em repouso
antes de serem submetidos ao protocolo de extracao.

Este procedimento foi repetido no dia seguinte para os restantes conjuntos de matriz

de carne fresca e de presunto.
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Extracdo de OTA

A extracdo de OTA foi feita com base no Método do Metanol Il descrito acima na
seccdo 3.4.1.1.4.

Detecdo e Quantificacdo de OTA

A detecdo e quantificacdo de OTA foi feita por HPLC conforme descrito na secgéo
3.4.1.2.
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3.4.2. Extracdo de AFs

As aflatoxinas foram analisadas apenas nas pas curadas de suino e nos presuntos de
ovino e caprino. Segundo o que varios autores referem as aflatoxinas nédo estdo,
normalmente, presentes na carne fresca. Ha maior incidéncia nas pas e nos presuntos, o

que nos levou apenas a analisar nestes produtos.

3.4.2.1. Métodos Testados

Para a escolha do melhor método a utilizar para a analise de AFs em pé e presunto
foram inicialmente testados dois métodos de extragdo. Um dos métodos (Método do
Metanol ) correspondia ao método j& implementado no laboratério para outras matrizes
e 0 outro correspondia a0 método anteriormente validado para OTA (Método do
Metanol 1l). Este segundo método, apesar de ndo corresponder a nenhum método
anteriormente descrito para extracdo de AFs, foi testado no sentido de extrair ambas as
toxinas em simultaneo, ou seja, numa tentativa de otimizag&o de recursos (maior rapidez

e menor consumo de reagentes).

3.4.2.1.1. Método do Metanol I

Comecou-se por pesar 10 g de amostra, adicionou-se 50 mL de solu¢do aquosa de
metanol a 60 % e extraiu-se por agitacdo mecanica durante cerca de 30 minutos. Filtrou-
se com filtro de fibra de vidro e mediu-se 20 mL de filtrado diluindo-se de seguida com
20 mL de PBS-T. Agitou-se e voltou-se a filtrar com filtro de fibra de vidro. Mediu-se
10 mL de filtrado e passou-se 0 mesmo por uma coluna de imunoafinidade (AflaTest
WB, VICAM). Lavou-se duas vezes a coluna com 10 mL de agua destilada. Passou-se 2
mL de metanol, de grau HPLC, para eluir as AFs da coluna e analisou-se por HPLC
como descrito na secgédo 3.4.2.2.
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3.4.2.1.2. Método do Metanol Il

Procedeu-se a extragdo conforme descrito na secgdo 3.4.1.1.4, mas usando a coluna
de imunoafinidade correspondente a purificacdo de AFs (AflaTest WB, VICAM).

Analisou-se por HPLC conforme descrito na sec¢éao 3.4.2.2.

3.4.2.2. Detegéo e Quantificagio de AFs

Tal como para OTA, as AFs foram detetadas e quantificadas por um sistema de
HPLC constituido por: um amostrador automatico (Spark Basic Marathon), uma bomba
(Varian 9002), uma coluna C18 de fase inversa (Waters Spherisorb ODS2, 4,6 mm X
250 mm, 5 um), equipado com uma pré-coluna com a mesma fase estacionéria, um
detetor de fluorescéncia (Jasco FP- 920) e um derivatizador fotoquimico.

A fase movel de AFs foi diferente da OTA. Esta consistiu um programa isocratico
de 4gua : acetonitrilo : metanol (03:01:01, v / v / v) e foi bombeada a 1,0 mL/min
durante um tempo total de execugdo de 28 minutos. O volume de injecdo foi 20 pL. A
detecdo de fluorescéncia foi realizada a comprimentos de onda de excitacdo e emissdo
de 365 nm e 435 nm, respetivamente. O ganho foi definido para 1000 e a atenuacdo a
16.

O controlo da instrumentacdo, a aquisicdo e o processamento de dados, foram
calculados com o software Varian 850-MIB Data System Interface. Consideraram-se
amostras positivas quando se originou um pico, no tempo de retencdo similar ao de cada

padrdo, com uma altura cinco vezes mais elevada do que o ruido da linha de base.
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3.4.2.3. Validagdo do Método

A escolha do método recaiu sobre o Metodo do Metanol 1l, tal como para OTA,
visto ser aquele onde se obtiveram taxas de recuperacdo mais elevadas e desta forma
minimizou-se custos e fez-se o trabalho com uma maior rapidez.

Antes da andlise das amostras, 0 método de extracdo anteriormente selecionado foi
submetido a validagdo interna ao nivel da precisdo. A validacdo do método seguiu 0s
parametros descritos para a OTA, apresentados na seccdo 3.4.1.3, com algumas

adaptacdes especificas a analise de AFs, que a seguir se descrevem.

3.4.2.3.1. Linearidade

No caso especifico das AFs a linearidade do método foi determinada por uma série
de analises pela injecdo de quatro solu¢des-padrdo, em triplicado cada uma, de AFs em
concentragdes de 1,56 ng/mL, 3,91 ng/mL, 7,81 ng/mL e 15,63 ng/mL para as AFB1 e
AFGL1 e em concentragdes de 0,47 ng/mL, 1,17 ng/mL, 2,34 ng/mL e 4,69 ng/mL para
as AFB2 e AFG2. A curva de calibracdo usada para quantificacdo foi calculada pelo
método dos minimos quadrados no Excel 2007. O LOD e o LOQ foram calculados de
acordo com o récio sinal/ruido. Definiram-se para as concentragdes para as quais o0 racio
sinal/ruido € igual a 3 e a 10 respetivamente. A variavel de dados utilizada para a

quantificacdo do analito foi a area do pico.

3.4.2.3.2. Exatidao e Precisao

A exatiddo e a precisdo seguiram os parametros descritos para a OTA (ver sec¢do
3.4.1.3.2), com algumas adaptacdes especificas a analise de AFs, que a seguir se

descrevem.
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Spiking

Os testes de precisdo e de recuperacdo foram feitos por meio de fortificacdo da
amostra (spiking) com quantidades conhecidas de AFs. Para o efeito, usou-se 1 kg de
presunto de porco que foi cuidadosamente homogeneizado e armazenado a -20 °C até a
sua utilizacdo. A matriz de presunto foi dividida em dois conjuntos. O primeiro
conjunto era composto por nove réplicas de cerca de 10 g cada uma. O segundo
conjunto tinham seis réplicas também de cerca de 10 g cada uma.

Para efeitos de enriquecimento da matriz foi utilizada uma solucéo de trabalho de
AFs com uma concentracdo de 100 ng/mL de AFB1 e AFG1 e 30 ng/mL de AFB2 e
AFG2, feita a partir de uma solucdo padrdo de AFs de 5000 ng/mL e 1500 ng/mL,
respetivamente. No primeiro dia utilizou-se o primeiro conjunto onde trés réplicas ndo
foram enriquecidas (ndo foi adicionada solucdo de trabalho de AFs) para servir de
branco. Das seis réplicas sobrantes adicionou-se a trés delas 0,1 mL da solucdo de
trabalho de AFs (correspondente a concentracdo de 1 ng/g de AFB1 e AFG1 e a
concentragédo de 0,3 ng/g de AFB2 e AFG2) e a outras trés 1 mL da mesma solugdo de
trabalho de AFs (correspondente a concentracdo de 10 ng/g de AFB1 e AFG1 e a
concentracdo de 3 ng/g de AFB2 e AFG2). Estas unidades amostrais foram codificadas
como S_n_X_N, onde S corresponde a spiking; n ao nimero da réplica; X corresponde a
matriz analisada, e N é o nimero do dia. Os frascos foram cobertos com papel de
aluminio e deixados durante a noite em repouso antes de serem submetidos ao protocolo
de extracao.

Este procedimento foi repetido no dia seguinte para os restantes conjuntos de matriz
de presunto.
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Extracdo de AFs

A extragdo de AFs foi feita com base no Método do Metanol 1l descrito na secgdo
3.4.1.1.4.

Detecdo e Quantificacdo de AFs

A detecdo e quantificacdo de AFs foi feita por HPLC conforme descrito na seccéao
3.4.2.2.
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3.5. Andlise de OTA e AFs nas Amostras

3.5.1. Preparacao das Amostras

3.5.1.1. Carne Fresca

As amostras foram recolhidas, etiquetadas e congeladas. Imediatamente antes da
analise as amostras foram descongeladas e picadas finamente. Retirou-se 10 g para

analise e a porcdo sobrante foi novamente congelada.

3.5.1.2. PAe Presunto

Uma vez que foi determinado usar o mesmo método de extracdo para OTA e AFs,
foi preparada apenas uma subunidade amostral usada para extracdo simultanea de
ambas as toxinas. Desta forma, cortou-se uma camada superficial de pa e de presunto
(com uma profundidade de 2 cm) com pelo menos 100 g, removeu-se a gordura e picou-

se finamente. Retirou-se 10 g para analise e congelou-se o restante.

3.5.2. Extracéo e Purificagcdo das Micotoxinas

Nesta fase, a extracdo de OTA e AFs foi simultdnea até a obtencdo de extrato
filtrado. A partir desse ponto cada uma das toxinas foi purificada usando as IACs
especificas para cada uma (OchraTest WB e AflaTest WB, respetivamente). O
procedimento de extracdo de OTA e AFs foi descrito anteriormente para a validagéo dos

métodos e encontra-se esquematizado na Figura 1.
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Figura 1 - Esquema do procedimento de extracao, purificacao e quantificacdo de OTA e AFs
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3.5.3. Detecdo e Quantificagio das Micotoxinas

A detecdo e a quantificacdo de OTA e AFs foram feitas por HPLC como descrito

nas seccles 3.4.1.2 e 3.4.2.2, respetivamente.
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Capitulo 4
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4. Resultados

4.1. Selecéo e Validacao de Métodos

Nesta seccdo sdo apresentados os resultados dos métodos testados para analise de
OTA (Secgdo 4.1.1.1) e AFs (Seccgdo 4.1.2.1). Sdo também apresentados os resultados
da validacdo do método selecionado para analise de OTA em carne fresca e presunto
(Seccdo 4.1.1.2) e AFs em presunto (Seccgédo 4.1.2.2).

4.1.1. Anélise de OTA

41.1.1. Métodos Testados

Nesta seccdo sdo apresentados os resultados dos diferentes métodos testados para
extracdo de OTA em presunto. Estdo indicados no Quadro 1 os valores obtidos das
taxas de recuperagdo (TR) para cada uma das trés réplicas nas quatro concentra¢fes em
que foi adicionada OTA. Encontram-se também as taxas de recuperacdo média, o desvio
padrdo (SD) e o desvio padréo relativo (RSD).

Desta forma, analisando o Quadro 1 podemos verificar que as taxas de recuperacao
variaram consoante 0s métodos.

Em relacdo ao método do acetonitrilo as taxas foram elevadas sobretudo na fase do
acetonitrilo. Na fase aquosa os valores obtidos consideram-se aceitaveis. No entanto,
este método ndo foi selecionado pois o acetonitrilo € um solvente muito téxico, caro e
com falha no fornecimento.

No método do cloroférmio as taxas de recuperacdo obtidas sdo bastante baixas o
que fez com que este método fosse descartado ndo s6 por as taxas de recuperagdo serem
baixas mas também pelo facto de o cloroférmio ser um solvente muito toxico, tal como
0 acetonitrilo.

Analisando o método do metanol | verificamos que as taxas de recuperacdo foram

baixas quando o extrato ndo foi passado por IAC. O mesmo ndo aconteceu quando o

40 |



Diana Silva | 2013

mesmo extrato foi passado por IAC onde se confirma que os valores obtidos sdo mais
elevados. No método do metanol Il as taxas de recuperacdo obtidas foram bastante
aceitaveis o que nos levou a escolha deste metodo para posterior analise de OTA nas
amostras sendo também um método mais rapido e pratico quando comparado com o

método do metanol I.
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Quadro 1 - Resultados obtidos para os varios métodos testados para extracdo de OTA, em termos de taxa de recuperagdo (TR), média, desvio-padrao (SD,) e

desvio-padrdo relativo (RSDy).

Parametro OTA
Acetonitrilo
Método — Cloroférmio
Fase Aquosa Fase do Acetonitrilo

Spiking 1 pg/kg 5ug/lkg 10 pg/kg 20 pg/kg 1 pg/kg 5 ng/kg 10 pg/’kg 20 pg/kg 1uog/kg  5ug/kg 10 pg/kg 20 pg/kg
TR Réplical (%) 123,0 103,8 81,2 76,8 79,2 113,5 121,8 1224 89,7 39,3 32,9 25,9
TR Réplica2 (%)  176,6 103,3 93,7 86,8 127,8 139,7 138,9 134,8 107,0 48,9 37,5 34,5
TR Réplica3 (%)  210,8 97,2 89,0 87,9 1151 131,4 1315 141,3 100,8 40,0 39,8 30,4
TR Média (%) 170,1 101,5 88,0 83,8 107,4 128,2 130,7 132,8 99,2 42,8 36,7 30,3
SD, 44,3 3,7 6,3 6,1 25,2 13,4 8,6 9,6 8,8 53 3,5 4,3
RSD; (%) 26,0 3,6 7,2 7,3 23,5 10,4 6,6 7,2 8,9 12,5 9,6 14,2

Parametro OTA
Método Metanol | Metanol Il
Sem IAC Com IAC

Spiking luglkg 5Spglkg  10pg/kg 20 pg/kg  1ug/kg 5 pglkg 10 pg/kg 20 pg/kg 1uglkg  5pg/kg 10 pg/kg 20 pglkg
TR Réplica 1 (%) 38,7 452 48,5 51,2 67,7 102,5 99,8 109,4 84,1 78,7 83,8 79,1
TR Réplica 2 (%) 37,6 49,0 53,3 51,8 47,9 98,9 103,8 103,9 110,9 88,8 81,5 87,7
TR Réplica 3 (%) 433 54,0 53,9 54,8 59,1 103,6 115,8 125,8 109,9 70,8 92,8 85,5
TR Média (%) 39,9 49,4 51,9 52,6 58,3 101,7 106,5 113,0 101,7 79,4 86,0 84,1
SD, 3,0 4,4 3,0 1,9 9,9 2,5 8,3 11,4 15,2 9,0 6,0 4.4
RSD; (%) 7,6 9,0 5,7 3,6 17,1 2,5 7,8 10,1 15,0 11,4 7,0 53
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4.1.1.2. Validacdo do Método

Nesta sec¢do sdo apresentados os resultados de validacdo do método de extracdo de

OTA para carne fresca e presunto.
A precisdo instrumental foi avaliada pela anélise de sete solu¢bes padrdo durante

um dia. As condigdes de HPLC permitiram a determinacdo de OTA com um tempo de

retencédo de cerca de 19 minutos (Figura 2).
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Figura 2 - Cromatograma da solugéo-padréao de OTA correspondente & concentracdo 10 ng/mL.

Os parametros de calibracédo estdo apresentados no Quadro 2.

Quadro 2 - Parametros de Calibragéo para OTA

. . x 2 LOD LOQ
Toxina Curva de Calibracéo R (ng/mL) (ng/mL)
OTA y = 6380x - 1543 0,996 0,37 1,2
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Para efeitos de validacdo do método, a OTA foi extraida e analisada em triplicado
durante dois dias consecutivos. Obtiveram-se cromatogramas com o pico bem resolvido
correspondente a toxina analisada tanto em carne fresca como em presunto (Figuras 3 e

4, respetivamente).
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Figura 3 - Cromatograma do Spiking 10 pg/kg de OTA em Carne Fresca
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Figura 4 - Cromatograma do Spiking 10 pg/kg de OTA em Presunto
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No Quadro 3 estdo indicados os valores das taxas de recuperacdo (TR) obtidas para
cada uma das trés réplicas nas duas concentracbes em que foi adicionada OTA.
Encontram-se também as taxas de recuperacdo média, o desvio padrdo (SD) e o desvio

padrdo relativo (RSDy) obtidos para cada um dos dias e para os dois dias.

Quadro 3 - Desempenho e Precisdo do Método de Extragdo de OTA

Parametro Carne Fresca Presunto
Spiking 1 po/kg 10 pg/kg 1 pg/kg 10 pg/kg

Dial
TR Réplica 1 (%) 164 132,9 84,1 93,3
TR Réplica 2 (%) 230,6 1154 110,9 97,7
TR Réplica 3 (%) 170,7 100,9 109,9 1154
TR Média (%) 188,4 116,4 101,7 102,1
SD, 36,7 16 15,2 11,7
RSD; (%) 19,5 13,8 15 11,4
Dia 2
TR Réplica 1 (%) 140,7 107,5 50,5 71,9
TR Réplica 2 (%) 2111 121,8 50,3 116,4
TR Réplica 3 (%) 155 1145 67,9 110,7
TR Média (%) 168,9 114,6 56,3 99,7
SD, 37,2 7,2 10,1 24,2
RSD; (%) 22 6,3 17,9 24,3
Recuperacdo Média (%) 178,7 1155 79 100,9
MD;y 13,8 1,3 32,1 1,8
RMDin: (%) 7,7 1,1 40,7 1,7
LOD (ug/kg) 0,74
LOQ (ng/kg) 2,4
Limites Recomendados
TR (%) 70-110
RSD; (%) 20
RSDg (%) 30

Como se pode verificar no Quadro as taxas de recuperacdo média para carne fresca
variaram entre 115 e 179 % e para o presunto entre 79 e 101 %. Os valores de preciséo

para carne fresca encontram-se entre 1,1 e 7,7 % e para presunto entre 1,7 e 40,7 %.
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4.1.2. Andlise de AFs

41.2.1. Meétodos Testados

Tal como para OTA, nesta sec¢do sdo apresentados os resultados dos métodos
testados para extracdo de AFs em presunto. Apresentam-se no Quadro 4 os valores das
taxas de recuperagdo (TR) obtidas para cada uma das trés réplicas na Unica
concentracdo em que foram adicionadas AFs. Encontram-se também as taxas de

recuperacdo média, o desvio padrdo (SD) e o desvio padréo relativo (RSD,).

Quadro 4 - Resultados obtidos para os varios métodos testados para extracdo de AFs, em termos de taxa
de recuperacéo (TR), média, desvio-padrao (SD,) e desvio-padréo relativo (RSD;,).

Parametro Presunto
Método Metanol | Metanol 11
AFs B1 B2 Gl G2 B1 B2 Gl G2

Spiking l1uglkg  03ug/kg 1ugkg 0,3uglkg 10 pg/kg 3 pglkg 10 pg/kg 3 pglkg
Dia 1l
TR Réplica 1 (%) 715 75,6 82,5 99,4 54,3 50,5 57,7 92,0
TR Réplica 2 (%) 64,7 69,9 79,8 94,9 87,8 90,6 79,3 117,7
TR Réplica 3 (%) 65,3 69,2 74,6 97,9 75,3 77,0 90,6 126,2
TR Média (%) 67,2 71,6 79,0 97,4 72,5 72,7 75,8 111,9
SD, 3,7 3,5 4,0 2,3 16,9 20,4 16,7 17,8
RSD, (%) 5,6 4.9 51 2,3 23,3 28,0 22,0 15,9

Como se verifica, o Método do Metanol Il foi o que apresentou taxas de

by

recuperacdo, em geral, mais elevadas (exceto para AFG1) levando a escolha deste

método para analise posterior de AFs nas amostras.
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4.1.2.2. Validacdo do Método

Nesta sec¢do sdo apresentados os resultados de validacdo do método de extracdo de
AFs para presunto.

No caso das AFs, a precisdo instrumental foi avaliada pela anélise de quatro
solugdes padrdo durante dois dias consecutivos. As condi¢des de HPLC permitiram a
determinacdo de AFs com tempos de retencdo de cerca de 17,5, 21,5, 24,5 e 30,5
minutos para AFG2, AFG1, AFB2 e AFB1, respetivamente (Figura 5).
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Figura 5 - Cromatograma da solu¢do-padrao de AFs correspondente a concentracao 10 ng/mL.

Os parametros de calibracédo estdo apresentados no Quadro 5.
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Quadro 5 - Parametros de Calibracédo para AFs

. . x 2 LOD LOQ
Toxina Curva de Calibracéo R (ng/mL) (ng/mL)
AFB1 y =9796x - 1305 0,998
AFB2 y =26051x + 1034 0,995

0,52 1,70
AFG1 y =3732x + 235,4 0,998
AFG2 y =5426x + 761,7 0,996

Para efeitos de validacdo do método, as AFs foram extraidas e analisadas em

triplicado durante dois dias consecutivos. Obtiveram-se cromatogramas com picos

resolvidos correspondentes as quatro AFs analisadas em presunto (Figura 6).
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Figura 6 - Cromatograma do Spiking 10 pg/kg de AFs em Presunto
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Estdo indicados no Quadro 6 os valores das taxas de recuperacdo (TR) obtidas para
cada uma das trés réplicas nas duas concentra¢cBes em que foram adicionadas AFs.
Encontram-se também as taxas de recuperacdo média, o desvio padrdo (SD) e o desvio

padrdo relativo (RSDy) obtidos para cada um dos dias e para os dois dias.

Quadro 6 - Desempenho e Precisdo do Método de Extracdo de AFs

Parametro Presunto

Aflatoxinas B1 B2 Gl G2 B1 B2 Gl G2
Spiking 1pg/kg 0,3 ug/kg 1ug/kg 0,3 pg/kg 10 po/kg 3 pglkg 10 pg/kg 3 pg/kg
Dia1l

TR Réplica 1 (%) 139 35,5 125,8 436 54,3 50,5 57,7 92
TR Réplica 2 (%) 123,9 63,9 -25,2 187,2 87,8 90,6 79,3 117,7
TR Réplica 3 (%) 138,7 69,5 96,3 187,2 75,3 77 90,6 126,2
TR Média (%) 133,9 56,3 65,6 270,1 72,5 72,7 75,8 111,9
SD, 8,7 18,2 80,1 143,7 16,9 20,4 16,7 17,8
RSD; (%) 6,5 32,4 122 53,2 23,3 28 22 15,9
Dia 2

TR Réplica 1 (%) 165,8 120,7 150,5 302,9 123,3 130,6 125,5 168,5
TR Réplica 2 (%) 164,3 129,5 153,3 346,9 113,7 1221 110,3 1479
TR Réplica 3 (%) 178,5 168,7 202,2 4443 132,9 145,8 146,6 186,6
TR Média (%) 169,5 139,6 168,6 364,7 123,3 132,8 127,5 167,7
SD, 7.8 25,6 29,1 72,4 9,6 12 18,3 19,3
RSD; (%) 4,6 18,3 17,2 19,8 7.8 9 14,3 11,5
Recuperacdo Média (%) 151,7 97,9 117,1 317,4 97,9 102,8 101,7 139,8
MD;xt 25,2 59 72,8 66,9 35,9 42,5 36,5 39,4
RMD;: (%) 16,6 60,2 62,2 21,1 36,7 41,4 35,9 28,2
LOD (ug/kg) 1,04

LOQ (ug/kg) 3,40

Limites Recomendados

Recuperacéo (%) 70-110 50-120 70-110 50-120 70-110 50-120 70-110 50-120
RSD; (%) 29,7 42,2 29,7 42,2 21,1 25,1 21,1 25,1
RSDg (%) 45 64 45 64 32 38 32 38
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Analisando o Quadro verificamos que para a AFB1 as taxas de recuperagdo variam
entre 98 e 152 % e para a AFB2 entre 98 e 103 %. Para a AFG1 e AFG2 as taxas de
recuperacdo variam entre 102 e 117 % e 140 e 317 %, respetivamente. Tal como as
taxas de recuperacdo, os valores de precisdo obtidos também variam para as varias
aflatoxinas. Para a AFB1 e AFB2 variam entre 17 e 37 % e 41 e 60 %, respetivamente.

Para a AFG1 temos variagao de valores entre 36 e 62 % e para a AFG2 entre 21 e 28 %.
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4.2. Detecdo e Quantificagdo de Micotoxinas nas Amostras

Nesta seccdo sdo apresentados os resultados das analises de OTA nas amostras de

carne fresca e das analises de OTA e de AFs nas amostras de pa e presunto.

4.2.1. Anédlise de OTA em Carne Fresca

Os resultados das analises de OTA em carne fresca sdo apresentados nesta seccgéo.
No Quadro 7 encontram-se os valores obtidos, para OTA, das analises feitas a amostras

de carne fresca.

Quadro 7 - Contaminacgéo de OTA em Carne Fresca

AMOSTRA  OTA (ug/kg)

S45G <LOQ
S47G ND
S50G ND
S56G ND
s14l <LOQ
S15I <LOQ
S16l <LOQ
S17I <LOQ
s1sl <LOQ
s19l ND
5201 ND
S21 ND
S221 ND
S23 ND
5241 ND

ND: N&o Detetado
<LOQ: Inferior ao Limite de Quantificacdo
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De entre as 15 amostras de carne fresca analisadas, 6 apresentaram contaminagdo
com OTA. O Regulamento (CE) N° 1881/2006 da Comissdo Europeia, que fixa os
teores de certos contaminantes em géneros alimenticios, apenas estabeleceu limites para
produtos de origem vegetal, ndo existindo qualquer limite de OTA para produtos
carneos e derivados. Os valores limite existentes para produtos de consumo direto
variam entre 2 pg/kg e 10 pg/kg (se excluirmos os produtos dirigidos a lactentes). No
caso das amostras de carne fresca aqui analisadas nas quais foi detetada a presenca de
OTA, nenhuma delas atingiu o valor do LOQ de 2,4 pg/kg.
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4.2.2. Anélise de OTA e AFs em P4 e Presunto

No Quadro 8 encontram-se descritos os valores obtidos para OTA e AFs em

amostras de pa e presunto.

Quadro 8 - Contaminacéo de OTA e AFs em Pa e Presunto

AFs (1g/kg)
AMOSTRA OTA (ug/kg)

B1 B2 Gl G2
Porco 1B ND ND ND ND ND
Porco 2B 14,74 ND ND ND ND
Porco 3B <LOQ ND ND ND ND
Porco 4B ND ND ND ND ND
Porco 5B ND ND ND ND ND
Porco 6B <LOQ ND ND ND ND
Porco 7B 7,89 ND ND ND ND
Porco 8B ND ND ND ND ND
Porco 12A ND ND ND ND ND
Porco 13A ND ND ND ND ND
Porco 14A ND ND ND ND ND
Porco 15A ND ND ND ND ND
Porco 16A ND ND ND ND ND
Porco 17A 2,46 ND ND ND ND
Ovelha 2bb Direito ND ND ND ND ND
Cabra 2cc Direito ND ND ND ND ND
Cabra 23DD ND ND ND ND ND

ND: Néo Detetado

<LOQ: Inferior ao Limite de Quantificacdo

Analisando o Quadro 8 podemos verificar que, nas 14 amostras de pa, foram

identificadas 5 amostras com niveis detetaveis de OTA sendo que 3 delas apresentaram

niveis quantificaveis da micotoxina. Se tomarmos como referéncia os valores limite

para produtos de consumo direto entre 2 pg/kg e 10 pg/kg, definidos pelo Regulamento

(CE) N° 1881/2006 da Comissao Europeia para outros produtos alimentares, a amostra

2B ultrapassa o valor maximo de 10 pg/kg (estabelecido para passas de uva e café

solavel).

Em nenhuma amostra analisada foi detetada contaminagdo com AFs.
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5. Discusséo
5.1. Validacdo do Método de Extracdo e Detecdo de OTA

Os parametros de calibracdo (linearidade) que determinam a precisdo do
equipamento foram satisfatérios. A linearidade é geralmente considerada boa quando o
coeficiente de determinacdo (r?) ¢ > 0,997 (Chan, 2004). No nosso caso, r° foi apenas
ligeiramente abaixo daquele nivel (0,996). O valor do limite de quantificacdo (LOQ)
obtido foi de 2,40 pg/kg. Trata-se de um valor bastante elevado quando comparado com
os obtidos por outros autores utilizando metodologias semelhantes a nossa. Dall’ Asta et
al. (2010), por exemplo, relatam um valor para LOQ de 0,3 pg/kg. Para valores desta
grandeza, torna-se bastante imprecisa a quantificacdo de OTA em baixas concentracoes.

Para as taxas de recuperacdo, o intervalo recomendado, de acordo com o
Regulamento (CE) N° 401/2006 da Comisséo de 23 de Fevereiro de 2006, € de 70-110
% para OTA. As taxas de recuperacdo médias obtidas no nosso estudo foram 179 e 115
% (para niveis de spiking de 1 pg/kg e 10 pg/kg, respetivamente) para carne fresca e 79
e 101 % (para niveis de spiking de 1 pg/kg e 10 pg/kg, respetivamente) para presunto. O
valor de 179 % de recuperacdo para a carne fresca para spiking de 1 pg/kg pode
prender-se com o facto de que quanto mais baixa é a concentracdo do analito, maior a
incerteza de quantificacdo. Neste sentido, a validacdo do método de extracdo de OTA
em carne fresca para valores baixos sera repetido e re-analisado no futuro.

Os valores de RSD; foram entre 6,3 e 22 % para carne fresca e 17,9 e 24,3 % para
presunto. Por outro lado, os valores de RSDr foram entre 1,1 e 7,7 % para carne fresca e
1,7 e 40,7 % para presunto. Comparando estes valores com os recomendados pelo
Regulamento (CE) N° 401/2006 da Comissdo de 23 de Fevereiro de 2006 verificamos
que o RSD;, em ambas as amostras, ultrapassou ligeiramente o valor maximo
recomendado. No caso do RSDg, em carne fresca, os valores obtidos encontram-se
abaixo do recomendado o que ndo acontece no presunto onde os valores obtidos estdo

acima do méaximo recomendado.
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Nas condicdes descritas, obteve-se picos bem resolvidos para OTA com um tempo
de retencdo de 19 minutos. Os tempos de retencdo podem ser reduzidos através do
aumento da percentagem de solvente organico (Campone et al., 2009). No entanto,
guando se analisam 0s extratos de amostras de alimentos, € comum ter um certo nivel
de ruido de fundo devido aos materiais extraiveis que co-eluiram, normalmente durante
0s primeiros minutos da execugdo. Portanto, a percentagem mais baixa de solvente
organico utilizado, mesmo que alongue o tempo de execuc¢do, é vantajoso para permitir
a separacdo da OTA de possiveis componentes interferentes. Os cromatogramas de
HPLC obtidos a partir dos extratos de carne fresca e presunto em branco e obtidos a
partir dos spikings mostraram claramente que ndo houve picos de interferéncia da area
de eluicdo da OTA, o que sugere que 0 método utilizado (homeadamente ao nivel da

limpeza com IAC) é adequado e altamente seletivo para OTA.
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5.2. Validacao do Método de Extracéo e Dete¢do de AFs

No caso das AFs, os parametros de calibracdo (linearidade) que determinam a
precisdo do equipamento foram também satisfatérios. O r? foi ligeiramente abaixo do
nivel para AFB2 e AFG2 (0,995 e 0,996, respetivamente). Para AFB1 e AFG1 o r? foi
0,998. No entanto, o valor do limite de quantificacdo (LOQ), de 3,40 pg/kg, obtido é
considerado bastante elevado quando comparado com os obtidos por outros autores.
Para valores desta grandeza, torna-se bastante imprecisa a quantificacdo de AFs em
baixas concentracfes. Utilizando metodologias semelhantes Campone et al. (2009) e
Muscarella et al. (2009) relataram niveis LOQ na gama de 0,1-0,22, 0,04, 0,2-0,5 ¢ 0,1
Mg/kg para as quatro AFs. Chun et al. (2007) relataram LOQs de 0,15, 1,40, 1,30 e 2,5
Hg/kg.

Segundo o Regulamento (CE) N° 401/2006 da Comissdo de 23 de Fevereiro de
2006, o intervalo recomendado para as taxas de recuperacdo € de 70-100 % para AFB1
e AFG1, e 50-120 % para AFB2 e AFG2. No nosso estudo, as taxas de recuperacao para
a concentracdo de 10 pg/kg de AFB1 e AFG1 e 3 pg/kg de AFB2 e AFG2 situaram-se
dentro dos limites estabelecidos, com excec¢do da AFG2, que é geralmente a AF mais
dificil de quantificar.

Em relagdo aos desvios relativos os intervalos obtidos s&o superiores aos
regulamentados, o que significa que o método apresentou algumas falhas em termos de
reprodutibilidade. Os resultados obtidos para os valores de spiking mais baixos foram
bastante insatisfatérios, tanto em termos de recuperacdo como de reprodutibilidade.
Estes resultados podem ter-se ficado a dever ao facto de termos obtido valores de LOQ
bastante elevados, e que, conforme ja mencionado, impede a quantificacdo de valores
tdo baixos de AFs.

Foram obtidos, nas condi¢bes descritas, tempos de retencdo entre 15 e 25 minutos
para AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2.
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5.3. Detecdo e Quantificagio de Micotoxinas nas Amostras

No total de 15 amostras de carne fresca analisadas, 6 (40 %) apresentaram
contaminacdo com OTA. No entanto, nenhuma € quantificavel pois os valores obtidos
foram abaixo do LOQ.

Nas amostras de pa curada de suino foram identificadas 5 amostras (36 %) com
niveis detetaveis de OTA. Destas, apenas 3 apresentaram niveis quantificaveis da
micotoxina, entre 2,46 e 14,74 pg/kg, com valor médio de 8,4 pg/kg. Nenhuma das
amostras de presunto de ovino e caprino apresentou contaminacdo com OTA. Em
nenhuma das amostras de pé e de presunto foi detetada contaminacdo com AFs.

Como dito anteriormente, o Regulamento (CE) N° 1881/2006 da Comisséo
Europeia fixa os teores maximos de certos contaminantes presentes nos géneros
alimenticios. Para os produtos carneos e derivados nao existe qualquer limite de OTA
no entanto, para produtos de consumo direto o valor limite encontra-se entre 2 pg/kg e
10 pg/kg. Tendo em conta este limite verificamos que uma amostra de pa (Porco 2B)
ultrapassa o nivel maximo referido. Para AFs também ndo existe qualquer limite,
apenas que, para produtos de consumo direto os valores situam-se, para AFB1,entre
0,1 pg/kg e 8 pg/kg e para o somatorio de AFBL, AFB2, AFG1 e AFG2 encontram-se
entre 4 pg/kg e 15 pg/kg.

Os resultados de contaminacdo com OTA de carne de porco e derivados obtidos
neste estudo sdo comparaveis aos obtidos noutros estudos. Pietri et al. (2006) relatam
9 % de amostras de carne fresca e 40 % de amostras de presunto contaminadas com
OTA, com niveis maximos de OTA de 0,06 pg/kg e 28,42 ug/kg, respetivamente.
Matrella et al. (2006) estudaram a ocorréncia de OTA em mdsculo de porcos abatidos
em Italia e detetaram contaminacdo meédia de 0,024 pg/kg e maxima de 0,9 ug/kg.
Chiavaro et al. (2002) relatam contaminagdo maxima de presuntos com 6 meses de cura
com 2,2 ug/kg de OTA.

No presente estudo, detetou-se contaminacdo da carne fresca de porco com niveis
de OTA ndo quantificAveis. Essa contamina¢do podera resultar do consumo, pelo

animal, de racdo contaminada. Nas pas curadas de suino, o nivel de contaminacdo €
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bastante superior. Neste caso, a acumulacdo de OTA tera provavelmente origem no
desenvolvimento de fungos ocratoxigénicos e consequente produgdo de OTA. Como
descrito anteriormente, fatores como quantidade de sal, atividade da &gua, pH e
temperatura influenciam o crescimento fangico e a producdo de micotoxinas. As
condicBes de cura das pas e dos presuntos analisados foram controladas a uma
humidade e temperatura entre 70-75 % e 9/10 °C, respetivamente. Segundo Rodriguez
et al. (2012) espécies ocratoxigénicas do género Penicillium tém um crescimento
elevado a uma humidade de 84 %, correspondente a uma atividade da agua dos
presuntos de 0,84, valor se que se aproxima da atividade da agua geralmente encontrada
nos presuntos com tempo de cura longo. Por outro lado, o pH 6timo para o crescimento
fangico varia entre 5 e 6. Para as amostras de pa, o pH variou entre 5,9 e 6,17, 0 que
significa que o fator pH nédo terd sido fator limitante ao desenvolvimento flngico e
producdo de toxina. Por outro lado, os fungos ocratoxigénicos associados a carne tém
temperatura 6tima de crescimento préxima de 25 °C, mas crescem e produzem toxina
também a valores préximos de 10-15 °C. Neste sentido, o controlo do desenvolvimento
fangico e da consequente producdo de OTA torna-se bastante dificil nos produtos
carneos em causa.

Fungos aflatoxigénicos (Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus) produzem AFs
a temperaturas superiores a 25 °C (Gqaleni et al. 1997). Ao longo do periodo de cura, as
condicdes de atividade da agua foram adequadas ao crescimento do fungo e producéo
de AFs, mas as temperaturas demasiado baixas terdo limitado a producédo destas toxinas.

Neste estudo ndo foi possivel analisar a contaminacdo com OTA da carne usada
para a produgdo dos presuntos aqui analisados. No entanto, foram analisadas 15
amostras de carne fresca com o objetivo de inferir sobre a possibilidade de estar a ser
usada carne fresca para producédo de presuntos ja com alguma contaminacéo.

No caso de a matéria-prima ndo estar contaminada e o produto final possuir
contaminagéo significa que esta contaminacdo se desenvolveu durante o processo de

cura por crescimento de fungos que por sua vez produziram micotoxinas.
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6. Conclusdes

Neste estudo podemos concluir que os métodos de extracdo de OTA e AFs
apresentaram taxas de recuperacdo geralmente adequadas. No entanto, devido a
problemas no equipamento de detecdo, que resultaram em valores de LOD e LOQ
elevados, apenas foi possivel quantificar OTA em amostras naturalmente contaminadas
a valores superiores ao recomendado. Pretende-se, desta forma, obter a breve prazo a
concentracdo de OTA para as amostras nas quais a toxina apenas foi detetada.

Relativamente as amostras analisadas, podemos concluir que as pas curadas de
origem suina apresentam risco para a saude do consumidor em termos de contaminago
com OTA. Uma vez que, pelos resultados obtidos neste estudo, a contaminagdo da carne
fresca é aparentemente bastante baixa, podemos concluir que os elevados niveis de
contaminacdo com OTA das pas se deve a sua acumulacdo durante o processo de cura.
Por esta razdo, as condices de cura destes produtos, nomeadamente ao nivel da
temperatura e humidade relativa da camara de cura, devem ser controladas de forma a
impedir o desenvolvimento de fungos e respetiva producao de toxina.

Quanto aos presuntos de ovino e caprino, o baixo nimero de amostras analisado nao
nos permite tirar uma conclusdo valida sobre as condicGes de seguranca destes produtos
relativamente a contaminacdo com OTA. No entanto, podemos considerar que o periodo
de cura, mais curto do que o das pas curadas de suino, sera menos propicio a
acumulacdo de niveis detetaveis de OTA.

No que se refere a contaminagdo por AFs, a auséncia de contaminagdo a niveis
detetaveis pode significar que, apesar da potencial presenca de fungos aflatoxigénicos,
as condicdes de cura ndo sdo adequadas a producado destas toxinas.

Neste estudo a analise das amostras de pa e presunto foi feita numa camada
superficial com cerca de 2 cm de profundidade. No entanto, dado que a OTA €
produzida por fungos que crescem nas pas e nos presuntos durante todo o processo de
cura, seria também interessante avaliar se a acumulagdo desta micotoxina esta limitada a
superficie, ou se ocorre difusdo para os tecidos interiores. Este é um estudo que

perspetivamos desenvolver no futuro.
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