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RESUMO

As micotoxinas sao metabolitos secundarios dos fungos, sendo uma das mais importantes,
devido ao seu potencial carcinogénico (Grupo | IARC) as aflatoxinas. Estas sao produzidas
por fungos do género Aspergillus, nomeadamente pelas espécies A. flavus e A. parasiticus. De
entre as varias aflatoxinas conhecidas, a aflatoxina Bl (AFBI) é a mais comum e a mais
preocupante para a saude, pois € considerada hepatotoxica, hepatocarcinogénica, teratogénica
e mutagénica. Entre outros alimentos, as aflatoxinas encontram-se em cereais, inclusivamente,
nos produtos transformados a base de cereais, como os cereais de pequeno-almogo pela
elevada resisténcia aos processos tecnologicos alimentares. Sendo estes produtos consumidos
por todos os grupos etarios, mas na sua maioria por criangas e adolescentes, torna-se

importante a monitorizagao destes alimentos em relagao a contaminagao por micotoxinas.

O presente estudo pretendeu determinar a ocorréncia de AFBI em cereais de pequeno-
almogo em Portugal e consequentemente a avaliagao da exposigao da populagao portuguesa.
Para a determinacao do teor de AFBI nas amostras, utilizou-se um imunoensaio enzimatico

RIDASCREEN® Aflatoxin Bl 30/15.

Os resultados obtidos revelaram uma baixa incidéncia, visto que apenas se encontrou uma
amostra acima do limite de detecao (LOD Ipg/Kg). Considerando o teor de AFBI
determinado na Unica amostra positiva (7,6 pg/Kg) foi estimada uma elevada exposigao,
principalmente no caso das criangas, assumindo valores que excedem os limites estabelecidos
pela Unido Europeia e considerando a comparagao com outros estudos. Concluiu-se que
quanto menor é o grupo etario, maior é o risco de exposicao a AFBI, sobretudo, quanto
menor for a idade da crianga. Neste seguimento, face as carateristicas da AFB |, acompanhando
a evolugao dos habitos alimentares e o efeito das alteragoes climaticas torna-se importante a

continuidade destes estudos.

Palavras-chave: aflatoxina, aflatoxina B, cereais de pequeno-almogo, exposicao.



ABSTRACT

Mycotoxins are secondary metabolites of fungi, one of the most important ones are aflatoxins,
due to their carcinogenic potential (Grupo | IARC). These are produced by fungi of the genus
Aspergillus, namely by the species A. flavus and A. parasiticus. Among the many known Aflatoxins,
Aflatoxin Bl is the most common and the most worrying for health, as it is considered
hepatotoxic, hepatocarcinogenic, teratogenic and mutagenic. Among other foods, Aflatoxins
are found in cereals, including products processed from cereals, such as breakfast cereals due
to their high resistance to technological food processes. Since these products are consumed
by all age groups, but mostly by children and adolescents, it is important to monitor these

foods for mycotoxins.

The present study aims to determine the occurrence of AFBI in breakfast cereals in Portugal
and, consequently, to assess the exposure of the Portuguese population. To determine the
AFBI content in the samples, the RIDASCREEN® Aflatoxin Bl 30/15 enzyme immunoassay

was used.

The results obtained revealed a low incidence, only one sample was found above of the
detection limit (LOD | pg/Kg). Considering the AFBI content determined in the only positive
sample (7,6 pg/Kg), a high exposure was estimated, mainly in the case of children, assuming
values that exceed the limits established by the European Union and when compared to other
studies. It was concluded that the younger the age group is, the higher the risk of exposure to
AFBI. In addition, in view of the characteristics of AFBI, following the evolution of eating

habits and the effect of climate change, it is important to continue these studies.

Keywords: aflatoxin, aflatoxin Bl, breakfast cereals, exposure.
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INTRODUCAO

Numa sociedade em mudanga, em que os habitos alimentares e o consumo sao pautados por
uma forte publicidade e técnicas de marketing, encontramos uma enorme diversidade de
produtos, multiplicados por varias marcas, nao esquecendo a oferta dos produtos de marca
propria, também designados por produtos de marca branca. Paralelamente, surge uma maior
divulgacao dos produtos biologicos, em que o comércio/indUstria na area alimentar aproveita

para desenvolver novos produtos e novas areas de negocio.

A seguranga alimentar € um dos maiores problemas que o mundo enfrenta atualmente.
Consequentemente, diversos estudos foram orientados com o intuito de discutir métodos de
abordar as preocupagoes do consumidor com varios aspetos da seguranga alimentar (Nielsen
et al., 2009). De acordo com o relatorio de 2018 Rapid Alert System for Food and Feed - (RASFF)
da Comissao Europeia, as aflatoxinas sao as microtoxinas que representaram o maior perigo
em alimentos provenientes de estados nao-membros da Uniao Europeia. Para além de que,
estima-se que mais de 5 bilhdes de pessoas em paises em desenvolvimento estejam
cronicamente expostas a aflatoxinas através dos alimentos (Tao et al., 2018). Os produtos a
base de cereais constituem um dos principais contribuintes para exposicao humana a

micotoxinas (Assungao et al., 2018).

De acordo com um estudo realizado pela Marktest, concluiu que em 2017, 46,7% dos
residentes no Continente com idade igual ou superior a |5 anos consumiram cereais ao
pequeno-almogo nos Ultimos 12 meses, sendo que os que mais consumiram sao os individuos

com idades compreendidas entre os |5 e os 24 anos.

Estudos recentes em Portugal realizados a cereais de pequeno-almogo revelaram a presencga
de micotoxinas, nomeadamente aflatoxinas (Assungao et al., 2018). A par destes dados ha a
considerar, também, que existem cereais de pequeno-almogo para criangas, sendo este um
grupo vulneravel (Martins et al., 2018). Assim como, que a aflatoxina Bl (AFBI) é a mais

frequente em alimentos, € genotdxica e carcinogénica pertencente ao Grupo | (IARC, 2012).



|. MICOTOXINAS

Os fungos toxigénicos e as micotoxinas constituiram-se como um problema na alimentagao
humana na época em que a humanidade comegou a cultivar e armazenar os alimentos de uma
estagdo para a outra, talvez ha 10.000 anos atras. O armazenamento de cereais,
provavelmente, iniciou a transicao da humanidade de cagador-coletor para agricultor, ao
mesmo tempo fornecendo, as colheitas de graos, um vasto e novo nicho ecolégico para fungos
patogénicos ou saprofiticos, muitos dos quais micotoxigénicos. Os graos sempre foram a
principal fonte de micotoxinas na dieta do Homem e dos seus animais domésticos. No
contexto historico, o ergotismo de Claviceps purpurea em centeio € conhecido, provavelmente,
ha mais de 2.000 anos e causou a morte de muitos milhares de pessoas na Europa no ultimo
milénio. Conhecido no Japao desde o século XVIl, o beribéri cardiaco agudo associado ao
consumo de arroz bolorento era devido a citreoviridina produzida por Penicillium citreonigrum.
Esta toxina era considerada apenas de importancia histérica até ao seu ressurgimento no
Brasil, ha alguns anos. Existem outras toxinas do género Penicillium, incluindo a ocratoxina A
(OTA), que foi considerada uma possivel causa de nefropatia endémica dos Balcas. O papel
das toxinas produzidas por fungos do género Fusarium foram alvo de estudo na saide humana
e animal, especialmente a toxina T-2 na aleukia toxica alimentar na Russia na década de 1940

e as fumonisinas na leucoencefalomalasia equina (Pitt et al., 2017; Benkerroum, 2019).

Foi, no entanto, um evento singular ocorrido em 1960 na Gra-Bretanha que estabeleceu o
significado de micotoxicoses em nivel internacional. Consistiu na morte de milhares de aves:
perus, patos e pintos, e por isso a doenca ficou conhecida como "Perd-X". A anilise ao
alimento das aves, identificou a presenga de um fungo, Aspergillus flavus, e a cromatografia de
camada fina identificou varios compostos fluorescentes sob iluminagiao ultravioleta. Esses
compostos foram nomeados de aflatoxinas. Desde entiao, e com o avango nas metodologias

analiticas, muitas mais micotoxinas foram identificadas (McLean et al., 1995).

As micotoxinas sao metabolitos secundarios de baixo peso molecular, aproximadamente
<1000 Da, produzidos tanto pré quanto pos-colheita por diversas espécies de fungos (Escriva
et al, 2017). No entanto, apenas alguns fungos produzem micotoxinas que sao perigosas para
a saude. Os fungos podem produzir varias micotoxinas diferentes e algumas micotoxinas
podem ser produzidas por varios fungos. A maioria das micotoxinas sao muito estaveis em
condigoes adversas, e € muito dificil elimina-las de géneros alimenticios (Muhialdin et al., 2020).
Dos cerca de 200 fungos filamentosos identificados, as espécies toxigénicas mais prevalentes

pertencem aos géneros Aspergillus, Fusarium, Penicillium e Alternaria. Fusarium e Alternaria,



geralmente, representam um alto risco micotoxicolégico em nivel de pré-colheita ou em
produtos recém-colhidos na secagem, enquanto as espécies toxigénicas de Aspergillus e
Penicillium representam um risco maior para alimentos armazenados e produtos para ragoes
ou outros tipos de processamento. E dificil reduzir os riscos de exposicio as micotoxinas
porque estas ocorrem naturalmente sob certas condicoes de temperatura e humidade,
contaminando os alimentos em toda a cadeia alimentar, no processamento, transporte ou
armazenamento. A razao da produgao de micotoxinas ainda nao é conhecida, uma vez que
aparentam nao serem necessarias para o crescimento ou desenvolvimento de fungos. Varios
fatores, como condigoes ambientais e ecoldgicas - temperatura, humidade relativa, pH,
concentragao de oxigénio, substrato e uso de fungicidas - contribuem para a preseng¢a ou
produgao de micotoxinas em alimentos e ragoes. No entanto, as inter-relagoes entre todos
esses fatores ainda nao sao bem compreendidas e a produgao de toxinas nao pode ser

razoavelmente previsto (Escriva et al., 2017; Asghar et al., 2014).

Contudo, as micotoxinas estao presentes em todas as partes do mundo e com maior
prevaléncia em regides tropicais e subtropicais. O elevado risco é devido a estabilidade e
resisténcia ao calor durante o processo de cozedura e a incapacidade de procedimentos
alimentares normais para removeé-los. Além disso, o destino de micotoxinas degradadas
durante o processamento de alimentos nao é bem conhecido devido aos métodos analiticos

limitados relacionado com os contaminantes alvo (Muhialdin et al., 2020).

Porém, houve muitos avan¢os no processamento de alimentos, desenvolvidos para manter os
produtos alimentares finais seguros e saudaveis, como a analise de perigos e controle de
pontos criticos (HACCP) e boas praticas de fabrico. Além disso, podem ser aplicados varios
métodos fisicos, quimicos e bioldgicos que elimina parcialmente ou completamente as toxinas
dos alimentos, garantindo a seguranga alimentar e as preocupagoes com a salde dos

consumidores (Kumar et al., 2017).

Dos cerca de 400 compostos diferentes identificados que se enquadram na classe de
micotoxinas cerca de 10-15 sao considerados de interesse comercial (Escriva et al., 2017). As
micotoxinas mais comuns encontradas em alimentos sao as aflatoxinas (AFs) Bl, B2, G| e G2,
ocratoxina A (OTA), fumonisinas (FBs) Bl, B2 e B3, desoxinivalenol (DON), zearalenona
(ZEA), toxina T-2, toxina HT-2, citrinina, alcaloides da cravagem e patulina (PAT) (Muhialdin
et al., 2020).

As micotoxinas e os disturbios de saude associados em humanos e animais foram reconhecidos

como um importante fator de saude e problema economico. Se ingeridas, as micotoxinas
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podem causar episddios de doengas agudas ou crénicas, com efeito cancerigeno, mutagénico,
teratogénico, estrogénico, hemorragico, nefrotdxico, hepatotoxico, neurotoxico e/ou
imunossupressor. As micotoxinas nao apresentam a mesma toxicidade (Pereira et al, 2014).
Com base nos efeitos na saude humana e animal, AFs, FBs, tricotecenos (TCs), OTA, ZEA e
PAT siao reconhecidos como as micotoxinas alimentares mais importantes (Escriva et al,
2017). A sua toxicidade é variavel durante o metabolismo, enquanto a suscetibilidade dos
animais e os humanos variam com a espécie, idade, nutrigao, duragao de exposicao entre
outros fatores (Pereira et al., 2014). Além da notodria toxicidade, em que podem ocorrer
sinergismos toxicos resultantes da ingestao simultanea de diferentes micotoxinas, algumas sao

termicamente estaveis e demonstram varios niveis de bioacumulagao (Escriva et al., 2017).

A ingestao de alimentos contaminados, incluindo graos de cereais e seus derivados, nozes,
frutos secos, especiarias, carne, leite, vinho, cerveja, produtos para criangas e alimentos para

bebés, sao uma das vias mais comuns de exposicao a micotoxinas (Martins et al., 2018).

A Organizagao das Nagoes Unidas para a Alimentagao e Agricultura (FAO) estimou que
aproximadamente 25% dos cereais produzidos no mundo estao contaminados por
micotoxinas, mas talvez esse valor esteja proximo de 50%, se tivermos em conta micotoxinas
emergentes das quais até o momento existem dados limitados. Esta questao pressupoe
particular importancia especialmente para grupos populacionais especificos como as criangas,
considerando a sua vulnerabilidade devido a sua fisiologia, uma dieta restrita e um maior
consumo em relagdo ao seu peso corporal. Para além de que, os cereais, nomeadamente
produtos a base de cereais, como cereais matinais, cereais infantis e biscoitos, estao entre os
seus principais alimentos associados a um elevado consumo. Logo, a importancia e o potencial
risco para a saude associado as micotoxinas presentes em alimentos geralmente consumidos

por criangas requer atengao meticulosa (Assungao et al., 2018).

Em muitas partes do mundo, as criangas sao rotineiramente expostas a muitas micotoxinas
por meio da cadeia alimentar e as trés mais comuns sao as aflatoxinas, as fumonisinas, e o

desoxinivalenol (Martins et al., 2018).

Atualmente, a contaminagao simultanea de produtos alimentares por numerosas micotoxinas,
conhecidas ou desconhecidas, constituem uma preocupagao crescente, especialmente porque
o efeito na salde resultante da exposigao de micotoxinas multiplas poderia levar a diferente
toxicidade e carcinogenicidade do que a exposi¢ao a micotoxinas Unicas (Assungao et al.,
2018). As medidas de pesquisa e controle no campo das micotoxinas requerem analises e

métodos analiticos relevantes e confiaveis. A sua determinagao em cereais e géneros



alimenticios sao desafiadoras, pois geralmente estao presentes em niveis baixos e as matrizes

sao frequentemente muito complexas (Pereira et al., 2014).

A ocorréncia de micotoxinas em cereais de pequeno-almog¢o pode ser influenciada pela
composicao da amostra, como a presenca de chocolate ou frutos secos. Esses produtos foram
amplamente referidos como matéria-prima suscetivel a contaminagao de OTA. Algumas
toxinas podem ocorrer com mais frequéncia do que outras de acordo com a area de produgao
e o tipo de alimento, portanto, a fonte de matérias-primas pode influenciar o teor de
micotoxinas nas amostras comercializadas, que deve ser levado em consideragao pelos

fabricantes e instituigoes reguladoras (Martins et al., 2018).

Perante um periodo de mudanga climatica e grande redugao da diversidade de culturas, no
global, os investigadores que monitorizam o sistema alimentar precisam estar cientes que

toxinas fungicas raras podem reaparecer (Pitt et al., 2017).

2. AFLATOXINAS

As aflatoxinas (AFs) sao produzidas por fungos do género Aspergillus (A.) (Escriva et al, 2017).
Predominantemente A. flavus e A. parasiticus (Tao et al., 2018). Mas também A. nomius (Muhialdin
et al., 2020). O termo "aflatoxina" provém de trés palavras, a saber: género Aspergillus, espécie
A. flavus e toxina (Tao et al.,, 2018). Aflatoxinas sao encontradas em varios cereais, sementes

oleaginosas, especiarias e nozes (Kumar et al., 2017).

Entre os dezoito tipos diferentes de aflatoxinas identificados até ao momento, os de
ocorréncia natural e bem conhecidos sao a aflatoxina Bl (AFBI, C;H,,O;), a aflatoxina B2
(AFB2, C;H,,Oy), a aflatoxina G| (AFGI, C;H,,0;) e a aflatoxina G2 (AFG2, C\;H,,0;) (Tao
et al, 2018). Quimicamente, as aflatoxinas sao derivados de difuranocumarina, em que um
grupo bifurano estd ligado a um lado do nucleo de cumarina, enquanto que um anel de
pentanona esta ligado ao outro lado, no caso das aflatoxinas da série B, ou ligado um anel de

lactona nas aflatoxinas da série G (Kumar et al., 2017) (Figura 1).



(a) (b) (c) (d)

Figura |. Estrutura quimica das aflatoxinas: (a) AFBI, (b) AFB2, (c) AFGI, (d) AFG2 (adaptado Tao et
al., 2018)

Estas sao cristais incolores a amarelo claro e sao fluorescentes sob luz ultravioleta (UV): azul
para AFBIl e AFB2, verde para AFGI e AFG2 e azul violeta para AFMI. Sao instaveis na luz
ultravioleta na presenga de oxigénio, pH extremo (<3 ou >10) e na presenca de agentes
oxidantes. Sob condigoes alcalinas, o anel da lactona abre contudo, a reagao é reversivel. O
anel de lactona também abre, e resulta numa descarboxilagao, quando tratado com aménia a
altas temperaturas e alta pressao. As aflatoxinas sao insoluveis em solventes nao polares,
enquanto sao livremente sollveis em solventes organicos moderadamente polares como

cloroférmio e metanol. A solubilidade em agua é de 10-20 mg/L (IARC, 2012).

As aflatoxinas sao as micotoxinas mais conhecidas e amplamente mais estudadas. As espécies
de Aspergillus, particularmente A. flavus e A. parasiticus, sao fungos produtores de AFs
cosmopolitas em varios produtos agricolas (Asghar, 2013). A. flavus produz principalmente
AFBI e AFB2, favorece as partes aéreas das plantas (por exemplo folhas e flores), enquanto
que A. parasiticus esta mais adaptado a um ambiente de solo e tem uma distribuigao mais

limitada do que A. flavus. (EFSA, 2020).

Muitas outras espécies intimamente relacionadas com A. flavus (A. minisclerotigenes, A.
korhogoensis, A. aflatoxiformans e A. texensis) ou A. parasiticus (A. novoparasiticus e A. arachidicola)
também produzem aflatoxinas B e G. Para além das quatro aflatoxinas anteriormente
mencionadas, esses fungos também formam outras substancias como aflatoxicol, versicolorina
e esterigmatocistina. Os fungos produtores de aflatoxina sao encontrados especialmente em
regidoes com clima quente e humido (EFSA, 2020). Esses fungos geralmente infetam as
plantagoes de cereais, alimentos como o trigo, as nozes, o milho, o algodao e o amendoim
(Kumar et al., 2017). As aflatoxinas sao encontradas nos alimentos como resultado de
contaminagao fungica pré e pds-colheita (Figura 2). A taxa e o grau a contaminagao depende

da temperatura, humidade, solo e condi¢oes de armazenamento (EFSA, 2020).
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Figura 2. Visao geral do efeito das aflatoxinas no Homem. (Adaptado Kumar et al., 2017).

2.1. TOXICOCINETICA

A AFBI é prontamente absorvida e distribuida para o figado. A nivel do figado, as aflatoxinas
sao substratos para as monooxigenases citocromo P450 (CYP), incluindo CYP3A4, 3A5 e |A2.
Uma etapa de ativagao critica representa a formagao de AFBI-exo-8,9-epoxido. O exo-
epoxido € propenso a formagao de aducto com macromoléculas como de DNA ou de
proteinas. No entanto, ndo esta identificada nenhuma evidéncia que o respetivo endo-epoxido
liga-se ao DNA. O local predominante para a formac¢ao do aducto de DNA pela AFBI-exo-
8,9-epoxido € N7-gua, resultando em trans-8,9-di-hidro-8-(N7-guanil)-9- hidroxaflatoxina Bl
(AFBI-N7-gua), que por sua vez, pode ser transformada no anel aberto, e mais estavel e,
portanto, mais persistente, aducto AFBI-FAPY. Uma vez que apenas AFBI, AFG| e AFMI tém
uma ligagcao dupla na posigao 8,9, apenas esses compostos sao ativados por CYPs para o

reativo 8,9-epéxido (EFSA, 2012).

A AFBI pode ser convertida em aflatoxicol no figado pela redugao de AFBI por via da
(NADPH) - redutase dependente. CYP3A4 e |A2 oxidam AFB| em varios metabolitos
diferentes de epoxidos, os principais sao os metabolitos hidroxilados AFMI e aflatoxina QI
(AFQI). Para além disso, a aflatoxina Pl (AFPI) é formada por desmetilagao. Os produtos de
oxidagao (AFQI e AFMI) assim como AFP| sao potenciais produtos de desintoxicagao, uma
vez que representam substratos mais fracos para epoxidagaio do que AFBI. AFBI-8,9-
dihidrodiol, resultante da hidrélise do 8,9-epoxido, é instavel e sofre rearranjo catalisado para
um dialdeido, reagindo principalmente com proteinas, tais como albumina, mas podendo nao

atingir o DNA (Figura 3). A hidrdlise enzimatica pelo epoxido hidrolase é discutida na



literatura, mas de acordo com a taxa rapida de hidrdlise nao enzimatica, a contribuicao in vivo

desta via nao é clara (EFSA, 2020).

Em humanos a absorgao de AFBI e/ou dos seus metabolitos para circulagao sistémica é rapida,
com picos de concentragao plasmatica atingidos em aproximadamente | hora. A AFBI e/ou
os seus metabolitos seguem um perfil cinético bifasico: sao primeiro eliminados rapidamente
do plasma, seguindo uma segunda excregao padrao mais duradora do que a primeira. 95% da
sua eliminagao através da urina ocorre até 24 horas apos a ingestao. A contribuicao relativa
do metabolismo de aflatoxina no trato gastrointestinal em comparagao com o figado
permanece desconhecido (EFSA, 2020). Porém, as aflatoxinas sao facilmente absorvidas pelo
trato gastrointestinal e a absor¢ao foi estimada em 80%, e, portanto, superior em comparagao
com outras micotoxinas (Muhialdin et al., 2020). AFB| e os seus metabolitos sao excretados
pelas vias fecal e urinaria. No entanto, a percentagem excretada por ambas as vias, varia de

acordo com a espécie. A AFMI também é excretada no leite materno (EFSA, 2020).
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2.2. EFEITOS TOXICOS

Entre as mais de 400 micotoxinas conhecidas, as aflatoxinas, especialmente a AFBI, é
reconhecida como a mais toxica, a mais comum e cancerigena (Tao et al., 2018). AFBI, AFGI
e AFMI sao cancerigenas quando administradas por via oral através da dieta ou por
alimentagao artificial. Ha evidéncia limitada de carcinogenicidade de AFB2 e evidéncia
inadequada de carcinogenicidade de AFG2. AFBI| é mais potente do que AFGI| em relagao a
carcinogenicidade hepatica, mas AFGI induziu uma maior incidéncia de tumores renais do que
AFBI. AFB| também é mais potente do que AFMI em relagao a carcinogenicidade no figado

em aproximadamente |10 vezes (EFSA, 2020).

As AFs sao prejudiciais a salde humana, gado e aves. Os efeitos adversos das AFs incluem a
diminuicao do crescimento, a diminuicdo da resisténcia a agentes patogénicos e
nefrotoxicidade (Asghar et al, 2014). Sao conhecidas por serem hepatotodxicas,
hepatocarcinogénicas, teratogénicas e mutagénicas (Tao et al., 2018). As AFs tém propriedades
imunossupressoras e sao potentes agentes carcinogénicos afetando particularmente o figado.
Estao relacionadas com o carcinoma hepatocelular (HCC) e varios estudos relacionaram o
cancro do figado com a presenca de AFs em alimentos. Além disso, estao associados a surtos

ocasionais de doengas agudas, aflatoxicose, que leva a morte logo apods a exposigao (Escriva et

al., 2017).

Em varias espécies animais, a AFBI também demonstrou inibir fungoes de macroéfagos, como
fagocitose, producao de radicais de oxigénio e secrec¢ao de citocinas, mas também quimiotaxia
de neutrofilos e a atividade de células natural killer (NK). Muitos estudos realizados em aves,
porcos e ratos mostraram que a exposicao as aflatoxinas, principalmente através de ragao
contaminada, que também pode conter outras micotoxinas, resultou na supressao da resposta
imunitaria mediada por células com deplegao de linfocitos, atrofia dos orgaos linfoides,
diminuindo a resposta de hipersensibilidade de tipo retardado aos agentes mitogénicos e

modificando a produgao de citocinas (EFSA, 2020).

A AFBI pode causar toxicidade aguda em humanos (aflatoxicose aguda) quando expostos a
altos niveis na dieta alimentar num curto periodo. Os sintomas de aflatoxicose aguda incluem
desconforto gastrointestinal, ictericia, hepatite e a insuficiéncia hepatica. Estes surtos
costumam ter uma alta taxa de mortalidade. Niveis inferiores de exposicao crénica a AFBI
estao associadas a cirrose e indicadores de disfungao hepatica. Parece haver uma interagao
entre a exposicao a AFBI e a infecao por HBV ou HCV e, consequentemente, a risco de

doenga hepatica nao-HCC (EFSA 2020).



AFBI| demonstrou outros efeitos toxicos além da genotoxicidade e carcinogenicidade. Foi
demostrado causar desnutri¢ao e diminuicao do crescimento em modelos humanos e animais

(Figura 4) (Rushing et al., 2018).
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Figura 4. Mecanismo pelo qual a AFBI induz malnutri¢ao e supressao do crescimento. (Adaptado
Rushing et al., 2018).

Durante a gravidez, o feto pode ser afetado pela exposicao materna a aflatoxina por meio de
toxicidade direta, bem como toxicidade indireta, via inflamacao sistémica materna,
prejudicando o crescimento da placenta ou a subida de citocinas placentarias. Os efeitos
citotoxicos e sistémicos da aflatoxina poderiam mediar plausivelmente a anemia materna, a

restricao do crescimento intrauterino, perda fetal e nascimento prematuro (Smith et al., 2017).

2.3. EXrPosICAO

Além da exposicao na dieta, os individuos podem ser expostos a aflatoxinas do meio ambiente,
por exemplo, exposicao profissional. Dependendo das condigoes de trabalho, os individuos
podem ser expostos por inalagao e, potencialmente, vias dérmicas e orais (EFSA, 2020).
Durante aproximadamente trinta anos, varios estudos investigaram a frequéncia de
trabalhadores expostos a AFBI no local de trabalho, nos quais o nimero de casos de cancro
que se desenvolveu parecia corresponder a essa exposicao. Ocupagoes que foram estudadas
estavam principalmente associadas ao manuseamento ou manipulagao de colheitas, bem como

as que lidam com a fabrico de produtos para consumo animal. Em geral, espera-se que a



principal via de exposi¢ao desses trabalhadores a AFBI seja a via respiratoria, embora alguns
autores apontem a possibilidade de exposi¢ao dérmica ou oral. AFBI mostrou estar presente
em particulas de poeira provenientes de alimentos/produtos contaminados que, como podem
ser aerossol e inalados por aqueles que se encontram nas proximidades. Tendo em conta
estudos anteriores, a incidéncia de cancro foi maior nos trabalhadores potencialmente
expostos em comparagao com o grupo de controle negativo. Em geral, o cancro do figado era
o tipo de cancro primario, embora também tenha sido encontrado aumentos significativos nas

vias respiratérias e cancro biliar (Rushing et al., 2018).

A exposigao a micotoxinas individuais com conteudo abaixo dos limites legislados é
considerada seguro para a saude humana. No entanto, é desconhecido se as criangas, também
estao protegidos contra uma exposicao combinada de micotoxinas. A co-ocorréncia de
micotoxinas em cereais matinais consumidos por criangas ganham relevancia especial desde
os dados de consumo recolhidos no ambito do projeto portugués MYCOMIX. Este revelou
que 40% dos participantes com idade entre | e 3 anos, consumia cereais matinais pelo menos
uma vez em trés dias, incluindo diferentes tipos (com um maximo de quatro) e varias

proporg¢oes (38-83%) de graos na sua composigao (Martins et al., 2018).

Anteriormente, a preocupagao com os problemas de saude associados as micotoxinas estava
associada aos seus efeitos a curto prazo. Atualmente, o foco da pesquisa esta nos efeitos a

longo prazo da alta exposicao a micotoxinas (Muhialdin et al., 2020).

2.4. AVALIACAO DA EXPOSICAO

A avaliagao dos efeitos adversos a saude é complicada por exposicao multipla a varias
micotoxinas que podem levar a efeitos tdxicos aditivos, sinérgicos ou antagonistas. A
toxicidade dessas toxinas levou muitos paises a estabelecer regulamentos precisos para o seu
controle em alimentos e ragoes, estabelecendo legislagio para controlar a sua possivel

contaminagao (Pereira et al., 2014).

Sao responsaveis pela avaliagao de riscos relacionados com as micotoxinas, a escala mundial,
o Joint Expert Committteon Food Additives (JECFA), um conselho consultivo cientifico da
Organizagao Mundial da Saude (OMS) e a FAO. Na Uniao Europeia (UE), os problemas de
micotoxinas, cientificamente, estao ao encargo da Autoridade Europeia para a Seguranca dos

Alimentos (EFSA), que aconselha a Comissao Europeia (Pereira et al., 2014).

Para os principais grupos de micotoxinas, os niveis maximos para fins regulatérios ja existem

relativamente a alimentos para adultos e criangas. Alimentos processados a base de cereais,
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formulas infantis e alimentos para bebés e criangas sao regulamentados pelo Regulamento da
Comissao 1881/2006 com relagao ao contelldo de micotoxinas. No entanto, a legislagao
disponivel para algumas toxinas (AFB I, soma de AFBI, AFB2, AFGI e AFG2, DON, ZEA, soma
de Toxina T-2 e Toxina HT-2, e soma de FB| e FB2) nao considera os cereais de pequeno-
almoco como produtos consumidos por criangas, que geralmente apresenta limites inferiores
aos considerados para populagao em geral. Esta questao constitui uma lacuna legislativa de

especial preocupagao (Martins et al., 2018).

Segundo o regulamento (CE) N.° 1881/2006 Da Comissao, o teor maximo de aflatoxina Bl
para todos os cereais e produtos derivados de cereais, incluindo produtos derivados da sua
transformagao, com as devidas excegdes apresentadas no documento, é de 2,0 pglkg e
alimentos a base de cereais transformados e alimentos para bebés destinados a latentes e

criangas jovens é de 0,10 pg/kg.

O painel da EFSA de Contaminantes na Cadeia Alimentar (CONTAM) apresentou, em janeiro
de 2020, um parecer cientifico sobre os riscos para a saude publica relacionados com a
presenca de aflatoxinas em alimentos. A avaliagao de risco foi limitada a AFBI, AFB2, AFGI,
AFG2 e AFMI. Para tal, foram usados mais de 200.000 resultados analiticos sobre a ocorréncia
de aflatoxinas. Graos e produtos a base de graos de cereais sao os que contribuiram mais para
a exposi¢ao alimentar cronica média a AFBl em todas as faixas etarias "leite liquido" e
"produtos lacteos fermentados” foram os principais contribuintes para a exposigaio média de
AFMI. Este painel, selecionou um limite de confianca inferior da dose de referéncia (BMDL)
para uma resposta de referéncia de 10% de 0,4 pg / kg de peso corporal (pc) por dia para a
incidéncia de hepatocarcinomas (HCC) em ratos machos apés exposicio AFBI a ser usada
numa margem de exposicao (MOE) aproximada. O cilculo de um BMDL a partir de dados
humanos nao eram apropriados; em vez disso, foram utilizadas as poténcias de cancro

estimadas pelo JECFA em 2016 (EFSA, 2010).

Os valores de MOE para a exposicao a AFBI variaram de 5.000 a 29. Os MOEs calculados
estao abaixo de 10.000 para AFBI, onde algumas pesquisas, especialmente para os grupos de
idade mais jovens, tém um MOE abaixo de 10.000, este levanta um problema de saude. Os

riscos estimados de cancro em humanos apos a exposicao a AFB sao em linha com a conclusao

tirada dos MOEs (EFSA, 2010).



2.5. OCORRENCIA NOS ALIMENTOS

As aflatoxinas, geralmente, estao mais concentradas nas sementes (Tola et al., 2016). A AFBI
€ normalmente predominante em culturas nomeadamente, amendoim, milho, arroz, nozes,
sementes de algodao, especiarias e cha verde) (Viegas et al, 2016). Com base em dados
disponiveis pela EFSA relativamente a 29 paises europeus (Tabela ), a categoria de alimentos
com mais dados sobre a contamina¢ao de AFBI| é a de legumes, nozes e sementes oleaginosas,
onde estao incluidos, por exemplo, pistachios, avelas e nozes. O processamento dos alimentos
pode influenciar a concentragao de aflatoxinas nos produtos alimentares. A moagem de cereais
distribui as aflatoxinas entre os diferentes produtos moidos, mas nao as destroi. Por outro
lado, a selecao de graos e a limpeza, pode levar a uma redugao ao remover graos
contaminados. Tratamentos térmicos podem também reduzir a concentragao de aflatoxinas,

mas nao uma reducgao completa (EFSA, 2020).

Tabelal. Resumo dos dados de ocorréncia de AFB|por categoria de alimentos (ug / kg)

(Adaptado EFSA, 2020).

Mean Median(® pos®

Food category, FoodEx level 1 N % LCD

LB UB LB UuB LB uB
Grains and grain-based products 8,979 94 0.15 0.57 0 042 017 1.00
Vegetables and vegetable products 777 90 0.34 0.95 0 1.00 126 1.26
Starchy roots and tubers 53 91 0.53 0.87 0 0.30
Legumes, nuts and oilseeds 27,772 86 1.72  2.18 0 0.60 3.60 3.60
Fruit and fruit products 9,577 88 0.64 0.97 0 020 163 1.63
Meat and meat products 671 99 0.01 0.17 0 0.10 0.00 0.60
Fish and other seafood 89 94 0.05 0.22 0 0.10 0.28 1.50
Milk and dairy products 22 73 0.07 0.23 0 0.20 - -
Sugar and confectionery 878 78 0.25 0.47 0 0.20 090 1.00
Animal and vegetable fats and oils 836 81 0.80 1.02 0 020 210 2.10
Fruit and vegetable juices 146 99 0.02 1.00 0 1.00 0.00 1.00
Non-alcoholic beverages 41 98 0.02 0.78 0 1.00 - -
Alcoholic beverages 383 100 0.00 0.88 0 1.00 0.00 1.00
Herbs, spices and condiments 5,548 71 1.29  1.74 0 0.62 410 4.20
Food for infants and small children 1,433 97 0.00 0.06 0 0.03 0.00 1.00
Products for special nutritional use 116 97 0.07 0.48 0 0.20 0.00 1.00
Composite food 101 90 0.04 0.73 0 1.00 0.18 1.00
Snacks, desserts, and other foods 561 85 0.37 0.58 0 020 1.20 1.66

N: nimero de resultados analiticos; % LCD: proporg¢ao de dados censurados; P95: percentil 95; LB:
limite inferior; UB: limite superior; AFBI: aflatoxina Bl. (a): Devido a elevada proporcao de dados
censurados, a distribuicao das concentragdes de LB ¢ distorcida. Portanto, os resultados medianos de
LB serao zero. (b): Os percentis 95 obtidos em dados de ocorréncia com menos de 60 resultados
analiticos podem nao ser estatisticamente robustos e, portanto, nao sao relatados na tabela.

A tabela 2, apresenta alguns estudos realizados em Portugal a alimentos em que consta o
numero de amostras onde foram detetados teores de AFB| e AFM|.
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2.6. ESTUDOS DE BIOMONITORIZACAO

A biomonitorizagao tem um papel importante na determinagao da exposigao humana as
micotoxinas, pelo que, cobre nao apenas a ingestao de micotoxinas de todas as fontes da dieta,
mas também a exposigao por outras vias, como a inalagao de micotoxinas no local de trabalho
(Viegas et al, 2019). AF-alb (AFBI-lys), AF-N7-gua e AFMI presentes na urina, sao
biomarcadores de exposicao que tém sido validados para a ingestao alimentar de aflatoxina.
No entanto, a conversao dos niveis desses biomarcadores nao ¢ fiavel, em exposicao na dieta
de individuos. Como AF-alb (AFBI-lys) reflete melhor uma exposi¢ao a longo prazo (ou seja,
varias semanas), tende a ser o biomarcador amplamente mais utilizado, enquanto que AFM|I e
AF-N7-gua na urina sao biomarcadores adequados para determinar uma exposigao recente.

Para além da presenca na urina, a AFM| também pode ser excretada no leite (EFSA, 2020).

Contudo, existem alguns desafios em relagao a este tipo de estudos, como ter o conhecimento
sobre a toxicocinética e os possiveis metabolitos de todas as micotoxinas relevantes (Viegas

et al, 2019).

A tabela 3 apresenta estudos de biomonitoriza¢ao realizados em Portugal, onde constam o
numero de amostras detetadas com valores dos biomarcadores em analise, revelando a

exposicao da populagao portuguesa a aflatoxinas, nomeadamente, a AFBI.
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2.7. METODOLOGIAS ANALITICAS

A detecao e quantificagao da aflatoxina em géneros alimenticios e alimentos para animais € um
aspeto muito importante para as questoes da seguranga alimentar (Kumar et al., 2017). Devido
aos baixos valores em que as micotoxinas estio, geralmente, presentes nos alimentos e as
restri¢oes legais, sdo necessarios métodos robustos e seletivos para uma determinagao exata
(Pereira et al, 2014). Perante isto, métodos de detegao quantitativos precisos e sensiveis sao

da maior importancia (Urusov et al,, 2015).

A maioria dos métodos analiticos tem as seguintes etapas em comum: amostragem,
uniformizagdao, extragao seguida por uma etapa de limpeza para reduzir ou eliminar
componentes indesejados da matriz e, finalmente, as etapas de separagao e detegao, que
podem ser realizadas tanto por uma técnica cromatografica em combinagao com uma
variedade de detetores ou por métodos imunoquimicos (Pereira et al, 2014). As aflatoxinas
sao, normalmente, detetadas e identificadas de acordo com sua absorcao e espectro de
emissao, com pico de absorbancia ocorrendo a 360 nm. Os métodos mais frequentes de
detegao sao: a cromatografia em camada fina (TLC), a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), a cromatografia liquida acoplada a espectroscopia de massa (LC-MS) e o ensaio
imunoenzimatico (ELISA) (Kumar et al., 2017). Considerando que os métodos imunoquimicos
sao geralmente especificos para apenas uma micotoxina ou um pequeno grupo de compostos
estruturais relacionados entre si, as técnicas cromatograficas podem separar um grande
numero de analitos, incluindo alguns com uma estrutura quimica muito diferente (Pereira et

al, 2014).

Com o desenvolvimento de técnicas oticas, varios estudos foram realizados e relatados sobre
o uso de espectroscopia de fluorescéncia (FS), espectroscopia de infravermelho proéprio
(NIRS) e imagem hiperespectral (HSI) para determinar a aflatoxina e a contaminagao fungica
em diferentes variedades de produtos agricolas (Tao et al., 2018). A cromatografia liquida (LC),
a cromatografia gasosa (GC) acoplada a detetor de ultravioleta (UVD), detetor de
fluorescéncia (FLD), ou detetor de diodo (DAD), ou espectroscopia de massa (MS) com base
em ionizagao por electrospray (ESI) ou ionizagao quimica de pressao atmosférica (APCI), sao
outros exemplos de métodos utilizados (Man et al, 2017). Porém, a cromatografia e a
espectrometria de massa requerem o uso de equipamentos complexos e dispendiosos. Por

esse motivo, sao aplicados principalmente em analises de confirmagao (Urusov et al, 2015).



Entre os métodos imunolégicos, o ensaio imunoenzimatico (ELISA) é o mais comum, o mais
simples, usa equipamento relativamente nao dispendioso, fornece uma elevada produtividade,
permitindo o teste em simultineo de dezenas de amostras e a detegao de micotoxinas com
grande sensibilidade e precisao (Urusov et al, 2015). Os imunoensaios sao uma técnica analitica

poderosa que tem sido amplamente utilizada na detegao de micotoxinas. (Man et al,, 2017).

Um método inovador, é a utilizagago de um microchip que pode converter métodos
convencionais em dispositivos de microescala mais eficientes devido as suas propriedades
exclusivas de automacao, integracao, portabilidade, alto rendimento, baixo consumo de
amostra e detegao rapida. Os microchips podem ser utilizados na determinagao de
micotoxinas em alimentos por detecao Otica, detecao eletroquimica, detecao
fotoeletroquimica ou num método de detecao sem roétulo. No entanto, a maioria dos
microchips aplicados a determinagao de micotoxinas sao usados apenas em laboratério devido
aos instrumentos de detegao em grande escala. Além disso, a complexidade das matrizes da
amostra, a diversidade de micotoxinas e a forga eletrostatica dos canais do microchip também

sao grandes desafios para este tipo de método (Man et al., 2017).

O desenvolvimento de métodos que podem analisar varias categorias de residuos quimicos
organicos como as micotoxinas nos alimentos através de um Unico procedimento analitico, é
uma tendéncia crescente. Estes concentram-se nas propriedades quimicas dos analitos, e nao
em como eles sao usados e adulteram os alimentos (Turnipseed et al., 2020). Estudos recentes

revelam avangos na detegao de AFBI baseados na nanotecnologia e nanomateriais (Xue et al.,

2019).
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|. JUSTIFICAGAO E OBJETIVOS DO ESTUDO

Aliado as mudangas sociais e dos habitos alimentares, os cereais de pequeno-almogo tornam-
se comuns na mesa dos portugueses, muitas das vezes como substituto do pao,
nomeadamente pelas criangas. Como consumidores, assistimos ao aumento da diversidade
destes produtos a nivel da oferta, com o surgir das marcas proprias ou marcas brancas,
diferentes composi¢oes, dos produtos biologicos e langamento de novos produtos pelas

marcas ja conhecidas no mercado.

Sabendo que a ingestao de graos de cereais e seus derivados, € uma das vias mais comuns de
exposi¢ao a micotoxinas (Martins et al, 2018), que a AFBI é a aflatoxina mais frequente em
alimentos e a micotoxina mais genotoxica e carcinogénica (Grupo | IARC, 2012) bem como
que os cereais, nomeadamente os flocos de cereais, podem ser consumidos por criangas, um

grupo ja considerado anteriormente como vulneravel, justifica-se a pertinéncia deste estudo.

Para além de que, existem poucas informagoes na literatura sobre a exposi¢ao diaria de AFBI
em cereais de pequeno-almogo (Villa et al., 2009). Neste contexto, o presente estudo, teve
como principais objetivos a determinagao da ocorréncia de AFBl em cereais de pequeno-
almogo de diversas marcas comercializadas em Portugal e a avaliagdo da exposicao da
populagao Portuguesa. Desta forma, e em ultima analise, pretendeu-se também contribuir para
a existéncia de dados a nivel nacional e europeu no ambito desta problematica da seguranga

alimentar.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. CARATERIZACAO DAS AMOSTRAS

Foram incluidas no estudo 36 amostras de produtos a base de cereais, adquiridos em
superficies comerciais da regiao de Coimbra, entre julho e setembro de 2019. Dezanove eram
de origem nao bioldgica (Tabela 4), entre as quais duas de marca branca, dez de fabrico

nacional e sete amostras constituidas apenas por um cereal com a designagao integral.

As restantes dezassete amostras eram de origem bioldgica (Tabela 5), quatro delas de marca
branca. Das dezassete amostras, cinco continham apenas um cereal integral. Todas as amostras
analisadas estavam dentro do prazo de validade, e todas as informag¢oes foram retiradas do

respetivo rétulo. Devido a oferta no mercado, foram incluidas neste estudo, amostras (Bl e
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B20) que possuem trigo sarraceno. Apesar deste nao ser considerado um cereal, pode ser

utilizado ao pequeno-almogo em panquecas e no fabrico de pao.

Tabela 4. Ingredientes principais das amostras de origem nao biologica.

Amostra Ingredientes principais

Cl Trigo

C2 Trigo espelta

C3 Aveia

C4 Aveia integral (sem OGM)

C5 Aveia integral (100%)

Cé Aveia integral

c7 Milho

Cc8 Trigo hidrolisado e integral, milho, aveia integral, cevada e centeio

c9 Trigo integral (94%), malte de cevada

Cl0 | Milho (99.9%)

Cll Milho e malte de cerveja

Cl2 Milho (91%) e malte

Cl3 Milho e malte de cevada

Cl4 Trigo integral, arroz e malte de cevada

CI5 Aveia integral

Cl7 Trigo integral

cis Trigo integral (100%)

Cl9 Trigo hidrolisado, espelta e aveia integral

C20 Cevada integral (100%)

OGM - organismo geneticamente modificado.
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Tabela 5. Ingredientes principais das amostras de origem biolégica.

Amostra Ingredientes principais Origem

Bl Milho, Trigo sarraceno (32,4%) Agricultura U.E.

B3 Arroz, millet e quinoa Agricultura U.E./ndo-U.E.
B5 Aveia Agricultura U.E.

Bé6 Aveia Agricultura U.E.

B7 Trigo espelta Agricultura U.E.

B8 Espelta integral 85%, graos de espelta cortados (6%) Agricultura U.E./ndo-U.E.
B9 Milho (98,8%) Agricultura U.E

BIO Milho Agricultura U.E.

Bl12 Aveia Agricultura U.E.

BI3 Aveia integral Agricultura U.E.

Bl4 Aveia integral Agricultura U.E.

BI5 Aveia integral Agricultura U.E./nao-U.E.
BI7 Cevada integral Agricultura U.E.

BI8 Trigo integral Agricultura U.E.

BI9 Trigo Agricultura U.E.

B20 Trigo sarraceno Agricultura nao U.E.
B21 Milho Agricultura U.E.

2.2. REAGENTES E EQUIPAMENTOS

Como reagentes foram utilizados metanol 70%, (diluicao efetuada em laboratorio), agua
destilada e o kit do imunoensaio enziméatico RIDASCREEN® Aflatoxin BI 30/15 (R-Biopharm)
proveniente da Alemanha (reagentes, solugoes padrao e sais para preparar a solugao tampao).
O material de laboratério consistiu em tubos de Falcon de 50ml, tubos Eppendorf®, pipetas,
suporte para tubos, centrifugadora, equipamento para leitura do ELISA, agitador Vortex e
frigorifico. Foi também necessario um equipamento para triturar e homogeneizar as amostras,

neste caso, um Robot de cozinha PHILIPS®.

2.3. PREPARACAO DAS AMOSTRAS E EXTRACAO DE AFBI

De cada embalagem foram pesadas 50 g de amostra e posteriormente trituradas e
homogeneizadas num robot de cozinha PHILIPS®; lavado e descontaminado entre amostras
para diminuir a probabilidade de contaminagao cruzada. As amostras foram codificadas e
guardadas em sacos de plastico fechados, a temperatura ambiente protegidas da luz solar
direta.
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De cada amostra triturada e homogeneizada, foram pesadas 5 g e colocadas num tubo de
Falcon de 50 ml. A cada tubo foi adicionado 25 ml de metanol 70% e posteriormente agitou-
se a velocidade maxima no agitador Vortex. Seguiu-se a centrifugacao de cada tubo durante
|0 minutos, a 3500 g, a temperatura ambiente (22°C / 24°). Apos este processo, foi retirado
| ml de sobrenadante do tubo e transferido para um tubo Eppendorf® de 2 ml. A cada um
destes tubos foram adicionados | ml de agua destilada e seguidamente agitados no agitador

Vortex.

2.4. ENSAIO IMUNOENZIMATICO

Para a determinagao do teor de AFBI nas amostras, utilizou-se o imunoensaio enzimatico

RIDASCREEN® Aflatoxin Bl 30/15 (R-Biopharm, Alemanha) com o limite de detecao (LOD)
de | pg/Kg (ppb).

Todos os reagentes utilizados e solugoes padrao faziam parte do kit, com excecao da agua
destilada e da solugao de metanol 70%. Seguiram-se escrupulosamente todas as instrugoes
fornecidas pelo fabricante. Foram utilizadas 6 amostras padrao de concentragao de AFBI: 0,00
pg/Kg, 1,00 pg/Kg, 5,00 pg/Kg, 10,00 pg/Kg, 20,00 ug/Kg e 50,00 pg/Kg. O primeiro passo
consistiu em trazer todos os reagentes a temperatura ambiente, entre 20 - 25°C. Depois de
serem usados, os mesmos, devem ser mantidos a temperaturas entre 2 - 8°C. O kit contém
sais para fazer uma solugao tampao, dissolvendo o seu conteudo num litro de agua destilada.
Foi pipetada 50 pl de amostra padrao, usando uma nova ponta de pipeta para cada padrao e
de seguida, adicionado 50 pl de conjugado a cada poco. Posteriormente foi adicionado 50 i
de anticorpo a cada pogo. Misturou-se delicadamente agitando a placa manualmente e foi a
incubar durante 30 min (+/- 1) a temperatura ambiente (20 - 25°C / 68 - 77° F). Concluida
esta etapa, despejou-se o liquido dos pogos e bateu-se vigorosamente a placa para cima e para
baixo contra papel absorvente (trés vezes em cada fila) para garantir a completa remogao de
liquido dos pogos. Feito isto, foram preenchidos todos os pogos com tampao de lavagem 250
Ml e esvaziado os pogos novamente, repetindo estre procedimento mais duas vezes.
Adicionou-se 100 pl de substrato/cromogénio a cada pogo. Misturou-se, delicadamente,
agitando a placa manualmente e foi a incubar durante 15 min (+/- |) a temperatura ambiente
(20 - 25°C/ 68 - 77° F). No final, adicionou-se 100 pl de solugao stop a cada pogo e misturou-
se delicadamente agitando a placa manualmente e medida a absorbancia a 450 nm. A leitura

foi efetuada dentro dos |5 minutos apés a adigao da solugao stop.
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Um software especifico, o RIDA®SOFT Win.net (Art. Nr. R9996), esta disponivel para
avaliagio dos imunoensaios enzimaticos RIDASCREEN®. Foi usada a fungio spline clbica

RIDA®SOFT Win.net para avaliagio do teste.

2.5. AVALIACAO DA EXPOSICAO E CARACTERIZACAO DO RISCO

A EDI (ng/kg p.c./dia) foi calculada considerando o teor de AFBI, a quantidade consumida
(g/dia) sobre o peso corporal (Kg). Para adultos foi calculada considerado o peso corporal de
69 kg (Arezes et al., 2006). Para criangas e adolescentes foi considerado o percentil 50, de
acordo com o boletim de saude infantil e Juvenil em vigor em Portugal (edicao de 2009). Os
dados de consumo diario, foram obtidos através dos estudos publicados pelo Inquérito

Alimentar Nacional e de Atividade Fisica.

Para a caracterizagao do risco e na auséncia de TDI, considerando a carcinogenicidade da
AFBI, foi proposto por Kuiper-Goodman (1998) para adultos e criangas sem hepatite B, |
ng/kg pc/dia como o valor maximo provisorio de ingestao diaria toleravel (PMTDI) (Villa et al,

2009) considerado como referéncia por alguns autores (Abrunhosa et al., 2014).

3. RESULTADOS

Os resultados foram obtidos com recurso ao software RIDA®SOFT Win®. A Figura 5 apresenta

a curva de calibragao obtida.

Standards
0 Standard curve Conc(uo.  pghg) 1 AfMean)
1.00 1.673
a0 {Cos. af Var.: 0.0%)
B 500 1.682
[ {Co=f. of Var.: 0.07%)
B
0 10.00 1.327
7o {Coeft. of Var.: 0.6%)
%)
20.00 0913
&0 {Co=f. of Var.: 0.9%)
50.00 0867
50 {Coaft. of Var.. 0.4%)
30
20
10
T 500 000 2000 £0.00
Concentradon {(pgiL / pgkg)
50% Inhibéton: 14.1

Figura 5. Curva de calibragao obtida com base nos resultados.
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Apenas uma amostra (C8), apresentou um teor de AFBI (7,6 pg/Kg) superior ao valor de

detegao (| pg/Kg). Outros estudos europeus em que foram detetados AFBlem cereais de

pequeno-almogo, o LOD era bastante inferior ao utilizado no presente estudo. No caso do

estudo realizado anteriormente em Portugal, 0,003 pg/Kg (Martins et al., 2018), em Espanha

0,051 pg/Kg (Ibahez-Vea et al., 201 1) e na Grécia 0,02 ng/g (Villa et al., 2009).

3.1. AVALIACAO DE EXPOSICAO E CARACTERIZACAO DO RISCO

Considerando o teor 7, 6 pg/kg, foi calculado o EDI para adultos (Tabela 6) e criancas (Tabela

7).

Tabela 6. Calculo da EDI (ng/kg p.c./dia), relativamente a presenca de AFBI em cereais de
pequeno-almogo nos adultos em Portugal.

Quantidade diaria consumida EDI
(g) (ng/kg p.c./dia)
Por género Por género
2 < 2 <
- -
.g \S b \S b
I 5 : :
o ® |8 |8V . 2 g |e U . %
2 ~ - ¥ .9 S o 2 B o c o
o o 50 Y w o o S0 ¢ = o 9]
S @ o L o0 £ = . . 00 S E=
0 0 0 o o o > 5 5 2 o S
O o o a < I P a a < I =
Adultos | 69 8,9 7,4 10,1 8,3 0,98 0,82 11 0,91
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Tabela 7. Calculo da EDI (ng/kg p.c./dia), relativamente a presenca de AFBI em cereais de
pequeno-almogo nas criangas e adolescentes em Portugal.

Quantidade diaria EDI
consumida (g) (ng/kg p.c./dia)
o —_
e ] P
'« o 0o
k) & X 0 s 0 S
g L |2 3 Qg £ 3 g £
2 3 o 0 2 0 2§
- o [l [a ful
o E = 18 E = 18
> | &% | B | &%
& < & 3
3 14 [,1 7,4 6,03 4,02
g
g 6 20 Il 7,4 4,22 2,81
O
9 29 [1,1 7,4 291 1,99
8 14 | 49 20,3 7.4 3,15 1,15
g
8
6 |7 55 20,3 7,4 2.8l 1,02
<

3.2. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Os ensaios de imunoabsor¢ao enzimatica (ELISA), imunoquimicos, baseados na detegao de
anticorpos, sao rapidos, simples, especificos, sensiveis que tém sido amplamente usados em
andlise de triagem de micotoxinas (Pereira et al,, 2014). Estao disponiveis comercialmente Kits

ELISA para a determinagao de aflatoxina total (AFT) e AFBI (EFSA, 2020).

No total das 36 amostras, apenas uma amostra se revelou positiva (incidéncia de 2,8%)
apresentando um valor de 7,6 p/Kg. A amostra em questao corresponde a um produto, de
modo de produgao nao biologico, com os seguintes cereais na sua composigao (trigo, milho,
aveia, cevada e centeio), que pode ser consumido por criangas. O valor detetado é
aproximadamente quatro vezes superior ao limite maximo estabelecido na UE (2 p/Kg; EC,
2006). Considerando o consumo por parte de criangas jovens, o teor detetado na Unica
amostra positiva é setenta e seis vezes superior ao limite maximo previsto na EU (0,10 pg/kg;

EC, 2006).
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Num estudo anterior (Martins et al., 2018), em Portugal, foi detetada AFBI em cereais de
pequeno-almogo, com uma incidéncia de 69% (n=26), num intervalo de contaminagao entre
0,003 (LOD) e 0,130 p/Kg. De acordo com os dados publicados para a exposi¢ao alimentar
para o consumo de cereais de pequeno-almogo em criangas entre um ano e trés anos de
idade, a média foi de 0,013 ng/kg pc/dia, 0,003 ng/kg pc/dia (percentil 50), 0,011 ng/kg pc/dia
(percentil 75), 0,030 ng/kg pc/dia (percentil 90), 0,055 ng/kg pc/dia (percentil 95), 0,160 ng/kg
pc/dia (percentil 99) (Assuncao et al,2018). Foram analisadas amostras de cereais de pequeno-
-almogo, em Espanha, com valores de AFBI entre 0,0510 pg/Kg e 0,130 pg/kg, com uma
incidéncia de 9%, apenas em cereais que continham milho (Ibanez-Vea et al., 201 1). Neste
estudo, os valores de AFBI nas amostras contaminadas correspondiam a cereais nao integrais.
Por outro lado, na Grécia foram encontrados valores de AFBI entre 0, 05 pg/Kg e 4,3 pg/Kg
com uma incidéncia de (56,3%), também com os valores mais elevados a serem detetados em

cereais a base de milho (Villa et al., 2009).

Comparativamente com os valores nos estudos europeus anteriormente considerados, a
incidéncia é bastante menor, mas a quantidade de AFB| detetada na amostra positiva deste
estudo é muito superior. Como o LOD do atual estudo é superior aos restantes, € natural
que a incidéncia seja menor. Quanto aos resultados obtidos na avaliagao da exposigao, é de
referir que uma das limitagoes € o facto de nao existirem dados estatisticos sobre o consumo
exclusivo de cereais de pequeno-almogo. Desta forma foram considerados dados sobre o

consumo conjunto de cereais de pequeno-almogo e barras de cereais em Portugal.

Comparando os valores da EDI com o valor de PMTDI proposto (Ing/kg pc/dia), verifica-se
que os valores sao proximos para a populagao adulta, neste cenario, esta proximo da poténcia

tumoral para o cancro do figado (Abrunhosa et al., 2014).

Contudo, para os restantes cenarios, os valores sao superiores, nomeadamente, seis vezes
superior para o caso das criangas com trés anos e com uma ingestao diaria de acordo com os
dados para o seu grupo etario. Sendo que, em todos os cenarios considerados para o grupo
etario pertencente as criangas € sempre superior a Ing/kg pc/dia. Este facto, leva a ter
preocupagoes em relagao a saude das criangas, quando sujeitas a estes valores de exposigao,

nomeadamente, em relagao aos efeitos carcinogénicos da AFBI.

No entanto, a EFSA organizou informagao, a nivel dos paises europeus, apresentando um
resumo estatistico da exposicao cronica na dieta (valor médio e o percentil 95) a AFBI (ng/kg

p.c./dia) da populagao total, conforme consta na tabela 8 (EFSA, 2020).
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Tabela 8. Resumo da exposicao cronica na dieta a AFBI (ng/kg p.c./dia) nos paises europeus.
(Adaptado EFSA, 2020).

Minimum Median Maximum
Age group LB UB LB UB LB UB
Mean dietary exposure in total population (ng/kg bw per day)
Infants 0.08 0.58 0.18 2.01 0.60 4.87
Toddlers 0.43 3.15 0.64 5.35 1.05 6.95
Other children 0.47 3.46 0.76 4,93 1.78 6.12
Adolescents 0.27 1.99 0.40 2.98 1.24 4,27
Adults 0.22 1.35 0.33 2.15 0.49 3.25
Elderly 0.1% 1.32 0.26 1.90 0.31 2.91
Very elderly 0.18 1.41 0.26 2.07 0.41 2.93
Minimum Median Maximum
Age group LB UB LB UB LB uB
95th percentile dietary exposure in total population (ng/kg bw per day)
Infants®’ 0.35 2.79 0.74 5.18 1.84 13.03
Toddlers® 0.77 £.80 1.46 0.69 2.88 14.01
Other children 1.17 6.03 1.58 B.71 6.22 11.88
Adolescents®™® 0.70 3.25 0.98 5.61 4.62 8.62
Adults 0.62 2.76 0.87 4.24 1.36 6.78
Elderly 0.47 2.76 0.62 3.72 1.10 5.26
Very elderly™ 0.42 2.81 0.56 3.86 0.93 5.05

(a): As estimativas do percentil 95 obtidas em pesquisas dietéticas / classes de idade com menos de 60 observagées podem
nao ser estatisticamente robusto (EFSA, 201 Ib) e, portanto, ndo estdo incluidos nesta tabela. AFBI: aflatoxina Bl; pc: peso
corporal; LB: limite inferior; UB: limite superior.

Relativamente a exposicao de AFBI, a nivel europeu a exposi¢ao alimentar cronica estimada
mais alta para AFBI| ocorreu nos grupos da populagao jovem, o que esta em concordancia
com os resultados obtidos neste estudo (EFSA, 2020). Mais concretamente, quanto menor €
o grupo etario, maior € o risco de exposicao a AFBI, sobretudo, quanto menor for a idade da

crianga. Este grupo é de facto, o que assume maior preocupagao, face aos resultados obtidos.

A redugiao da ingestao didria de aflatoxinas pode ser alcangada considerando algumas medidas
como: melhoria na variedade e diversidade de produtos a base de cereais consumidos por
criangas, redugao na quantidade de ingestao diaria desses produtos e das contaminagoes por
micotoxinas de matérias-primas a base de cereais usadas para produtos alimenticios,

principalmente, os destinados a criangas (Assungao et al., 2018).

Tem sido observado que AFBI contamina graos de cereais, especialmente o milho (Ibahez-
Veaetal., 201 1). A amostra positiva tem na sua constituicao varios cereais (milho, aveia, trigo,
cevada e centeio). Como os cereais sao muito suscetiveis de contaminagao por micotoxinas,
incluindo os cereais de pequeno-almogo (Martins et al., 2018) o facto de ser um produto com

varios cereais na sua constituicao, pode estar na justificagao para um valor tao elevado de
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contaminagao. Apesar da utilizagao de varias amostras 100% integrais, nao se verificou
contaminagao das mesmas, assim como das que nao eram integrais. A Unica amostra
contaminada resulta de uma mistura de cereais integrais e nao integrais. Contudo, também
nao foi possivel estabelecer uma corelagao entre a contaminagao de AFBI e os produtos de
marca branca ou marca do produtor (marca conhecida). Porém, podemos verificar que as
amostras com origem de produgao biologica, nao apresentam qualquer contaminagao, apesar
das restrigoes a que estao sujeitos durante o processo de produgao, especificamente, no

controlo e eliminagao dos fungos.

Segundo dados do INE, da Balanga Alimentar 2012-2016, em Portugal, as disponibilidades de
cereais estao fortemente dependentes da importagao (em média, 86,1% das necessidades

nacionais de cereais provém da importagao).

Todavia, a baixa incidéncia de AFBI| detetada nas amostras, correspondendo apenas a uma
amostra positiva, comparativamente com estudos anteriormente realizados em Portugal,
podera indiciar um bom controlo e preocupagao desde a produgao, armazenamento,
transporte e transformagao dos produtos em analise. Contribuindo desta forma para a

seguranca alimentar dos consumidores.

E necessario continuar a monitorizar a ocorréncia de aflatoxina a luz dos potenciais aumentos
devido a mudangas climaticas usando métodos com altos niveis de sensibilidade para detecao

(EFSA, 2020).
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CONCLUSOES

Os dados reportados de micotoxinas em graos de cereais na literatura de referéncia € muito
extensa, em que as aflatoxinas sao consideras as mais conhecidas e estudadas. Entre as
aflatoxinas, a AFBI, é reconhecida como a mais toxica, a mais comum e cancerigena. Tem sido
observado que AFBI contamina graos de cereais, especialmente o milho. A Unica amostra
positiva, neste estudo, tem na sua constituicio milho, para além de outros quatro cereais
(integrais e nao integrais). O facto de ser um produto com varios cereais na sua constituicao
pode contribuir para a justificar o valor elevado de contaminagio da amostra. Nao foram

encontradas amostras positivas de origem de producgao bioldgica.

Comparando os resultados obtidos com outros estudos a nivel europeu, a incidéncia é
bastante menor, mas a quantidade de AFBI| detetada na amostra positiva deste estudo é muito
superior. O valor detetado é aproximadamente quatro vezes superior ao limite maximo
estabelecido na UE (2 pg/Kg). Caso seja considerado um alimento destinado a criangas jovens
€ setenta e seis vezes superior ao limite maximo previsto na UE (0,10 pg/kg). Quanto a
avaliagao da exposicao é possivel concluir que, quanto menor é o grupo etario, maior € o risco
de exposicao a AFBI, sobretudo, quanto menor for a idade da crianga. Pelo que as criangas

S0 O grupo etario que assume maior preocupagao face aos resultados obtidos.

O controle continuo dos niveis de micotoxinas nos alimentos é uma ferramenta importante
para reduzir a exposi¢ao do consumidor a micotoxinas e, portanto, para fortalecer a seguranga
alimentar. Além disso, também é importante avaliar a exposi¢ao da populagao, principalmente,

acompanhando a evolugao dos habitos alimentares.
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