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RESUMO

As micotoxinas sao metabolitos secundarios produzidos por fungos que ocorrem
naturalmente em diferentes produtos agricolas. A contaminagao de alimentos por estes fungos
ocorre em condigoes ambientais favoraveis, durante o crescimento das culturas, durante a

colheita e transporte, assim como, e mais frequentemente, aquando do armazenamento.

A ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina produzida por algumas espécies de fungos
filamentosos pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillilum. Esta micotoxina apresenta
propriedades carcinogénicas, nefrotdxicas, hepatotoxicas, teratogénicas, imunotdxicas e
neurotdxicas para varias espécies animais. Foi classificada pela Agéncia Internacional para a
Investigagao do Cancro (IARC) como pertencente ao grupo 2B, possivelmente carcinogénica
para o Homem. E, de entre todas as ocratoxinas, a mais toxica e a mais relevante no que
respeita a salde humana. A OTA ocorre em diversos alimentos, sendo mais prevalente em

cereais e seus derivados.

Sendo o arroz um cereal essencial na dieta portuguesa e mundial, é importante o seu controlo
no que diz respeito a presenga de contaminantes, nomeadamente a OTA, a fim de proteger a

saude publica.

Os objetivos do presente estudo foram a determinagao da ocorréncia de OTA em arroz e
avaliagdo da exposigao da populagio portuguesa, decorrente do seu consumo. Foram
analisadas 42 amostras de arroz, de diferentes variedades, através do ensaio de imunoabsorcao
enzimatica (ELISA) em formato competitivo. Das 42 amostras, 20 foram adquiridas em
estabelecimentos comerciais da cidade de Coimbra e 22 foram cedidas por produtores
portugueses. No que diz respeito as amostras adquiridas na superficie comercial, 7 foram
produzidas na Europa, 4 na América e 9 na Asia. Das amostras cedidas por produtores, 12

eram oriundas da regiao do Mondego, 8 do Tejo e 2 do Sado.

Os resultados mostraram que nenhuma amostra apresentava contaminagao por OTA. Este
resultado, demonstra que as medidas, que visam a manutengao dos valores de OTA em niveis
aceitaveis, tomadas pela Uniao Europeia (UE) e os Planos Nacionais e Programas Oficiais de
Controlo executados pelas autoridades de seguranca alimentar, estao a corresponder com os

objetivos estabelecidos.

Palavras-chave: Micotoxinas, ocratoxina A, arroz, ocorréncia, ELISA.



ABSTRACT

Mycotoxins are necessary metabolites for fungi that naturally occur in different agricultural
products. Contamination of food by these fungi occurs under favorable environmental
conditions during the growth of crops, harvest, as well as during transport and more often in

storage.

Ochratoxin A (OTA) is a mycotoxin specifically produced by some species of filamentous fungi
belonging to the genera Aspergillus and Penicillium. This mycotoxin has carcinogenic,
nephrotoxic, hepatotoxic, teratogenic, immunotoxic and neurotoxic properties for various
animal species. It was classified by International Agency for Research on Cancer (IARC) as
belonging to group 2B, possibly carcinogenic to humans. It is, of all ochratoxins, the most toxic
and the most relevant regarding human health. OTA occurs in various foods being more

prevalent in cereals and derivatives.

As rice is an essential cereal in the Portuguese and world diet, its control on what concerns
the presence of contaminants, namely OTA, is very important in order to protect public

health.

The objectives of the present study were to determine the occurrence of OTA in rice and to
assess the exposure of the Portuguese population, resulting from its consumption. Forty-two
rice samples, of different varieties, were analyzed using the Enzyme- Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) in a competitive format. Of the 42 samples, 20 were commercially acquired in
the city of Coimbra and 22 were obtained from Portuguese producers. From those acquired
in commercial surfaces, 7 were originated from Europe, 4 in America and 9 in Asia. From
those obtained from producers, 12 were from the Mondego region, 8 from the Tejo and 2

from Sado.

The results indicated that no sample had contamination by OTA. This result demonstrates
that the measures, which aim to maintain the OTA values at acceptable levels, by the European
Union (EU) and the National Plans and Official Control Programs of the food safety authorities,

are efficient, corresponding with the defined objectives.

Keywords: Mycotoxins, ochratoxin A, occurrence, ELISA.
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PARTE A - REVISAO BIBLIOGRAFICA



I. Micotoxinas

A palavra micotoxina tem origem nas palavras gregas "mykes" e "toxicum", que significam
"fungo" e “toxina”, respetivamente. As micotoxinas sao assim metabolitos secundarios toxicos
produzidos por diferentes tipos de fungos, que comprometem consideravelmente a seguranga
dos alimentos para consumo humano e de ragoes e, por isso, representam um problema para

a saude humana e animal (Haschek e Voss, 2013).

Apresentam baixo peso molecular (<700 Dalton (Da)) e a sua produgao ocorre em condigoes
ambientais favoraveis, nomeadamente no que diz respeito ao teor de humidade, atividade da

agua (a ,,) e composigao da matriz alimentar (Pleadin, Frece e Markov, 2019).

Atualmente, encontram-se identificadas mais de 300 micotoxinas sendo que, nem todas
representam um risco para a saude humana. De entre o elevado numero de fungos que se
conhecem, os géneros mais predominantes e os principais produtores de micotoxinas sao o

Aspergillus spp., o Fusarium spp. e o Penicillium spp. (Escriva, Font e Manyes, 2017).

Na Tabela | encontram-se apresentados os principais fungos produtores de micotoxinas,

assim como as principais micotoxinas por eles produzidas.

Tabela I: Principais fungos produtores de micotoxinas (Adaptado de Haschek e Voss, 2013).

Espécies de fungos produtores Micotoxinas
Aspergillus parasiticus Aflatoxinas Bl, B2, GI, G2
A flavous Aflatoxinas Bl, B2
Fusarium sporotrichioides Toxina T2 e HT2
F. graminearum Deoxinivalenol, Zearalenona
F. verticillioides, F. proliferatum Fumonisinas
P. verrucosum, A. Ochracoeus Ocratoxina A

As principais micotoxinas, regulamentadas pela Uniao Europeia (UE), por apresentarem riscos
sérios para a saude humana, sao as aflatoxinas (AFs) Bl, B2, G| e G2, a ocratoxina A (OTA),
a patulina (PAT), o desoxinivalenol (DON), a zearalenona (ZEN), as fumonisinas, e as toxinas

T2 e HT2 (Duarte, Lino e Pena, 2014).

A Organizacao das Nagoes Unidas para Agricultura e Alimentagao (FAO) estimou que cerca
de um quarto das culturas de alimentos a nivel mundial se encontrem contaminadas com

micotoxinas, o que representa um perigo inevitavel para a agricultura, visto que, atualmente,



nao é possivel evitar ou prever com eficicia a ocorréncia de micotoxinas. Além da
problematica ao nivel da seguranga alimentar, as micotoxinas apresentam consequéncias a nivel
socioeconémico, sendo responsaveis por perdas economicas, nomeadamente na produgao de
cereais, no seu processamento, na redugao do valor nutricional dos alimentos e ainda nas
perdas por patologias e/ou mortes de animais alimentados com ragoes contaminadas (FAO,

2002).

A exposicao humana é negligenciada sobretudo em paises em desenvolvimento, devido ao
desconhecimento sobre esta problematica, auséncia de regulamentagao e a inclusio de
alimentos contaminados na cadeia alimentar em periodos de escassez de alimentos devido a
secas, guerras, crises politicas e econémicas (Wagacha e Muthomi, 2008). Ja nos paises
desenvolvidos, os estudos dedicados as micotoxinas sao cada vez mais abundantes, sendo que,
atualmente, é possivel acompanhar semanalmente a notificagdo de ocorréncias das
micotoxinas a nivel europeu através do Sistema de Alerta Rapido para Alimentos e Ragoes
(RASFF). As micotoxinas sao consistentemente a categoria de perigo com o maior nimero de

notificagoes (The Rapid Alert System for Food and Feed - 2018 Annual Report, 2019).

Tratando-se de contaminantes naturais, nao € possivel eliminar por completo a sua presenga
dos alimentos, o que torna imperativo o acompanhamento constante dos produtos destinados
ao consumo humano ou animal, devendo a sua presenca ser reduzida a niveis que nao

apresentem risco para os consumidores (Duarte, Lino e Pena, 2014).

A exposigao cronica a baixas doses destas toxinas tem sido alvo de investigagao dado o
potencial carcinogénico destes compostos. Neste sentido, a International Agency for Research
on Cancer (IARC) classificou algumas micotoxinas quanto a evidéncia cientifica que suporta o

seu potencial carcinogénico em humanos (Martins et al.,, 2019).



2. Ocratoxina A

Do grupo das ocratoxinas fazem parte, pelo menos, sete metabolitos secundarios
estruturalmente relacionados, tendo sido ja relatada a ocorréncia natural da ocratoxina A
(OTA), ocratoxina B (OTB) e ocratoxina C (OTC) em produtos de origem vegetal e animal.
A OTA destaca-se pela sua maior toxicidade e ocorréncia natural em determinados produtos

(Haschek e Voss, 2013).

A OTA foi isolada e caracterizada do ponto de vista quimico em 1965, na Africa do Sul. Farinha
de milho foi intencionalmente inoculada com Aspergillus ochraceus tendo sido descoberta a
OTA como um metabolito toxico deste fungo. A OTA é uma das micotoxinas mais
importantes e deletérias e, de entre todas as ocratoxinas, a mais toxica e mais relevante (Malir

et al, 2016).

A OTA é uma micotoxina produzida por algumas espécies de fungos filamentosos,
pertencentes ao género Aspergillus, em climas mais quentes e tropicais, e Penicillium, em climas
mais temperados. De entre o género Aspergillus, diversas espécies sao produtoras de OTA,
nomeadamente o A. ochraceus, o A. carbonarius e o A. Westerdijkiae. Dentro do género
Penicilliuim, apenas as espécies P.verrucosum e P. nordicum tém capacidade para sintetizar OTA

(Khoury, El e Atoui, 2010; Onorio et al., 201 |; Pattono, Gallo e Civera, 201 1).

Tanto os fungos pertencentes ao género Aspergillus como ao género Penicillium, sao
considerados fungos de armazenamento, no entanto, podem desenvolver-se durante as varias
fases das culturas agricolas mediante condigoes favoraveis de temperatura e humidade (Rita,

2005).

Existem varios fatores que determinam a concentragao de OTA ao longo da cadeia de
produgao e processamento. Durante a produgao agricola, sao determinantes os fatores
abioticos, a populagao de fungos existentes, a qualidade das condig¢oes da colheita e transporte,
a interagao com a microflora, o substrato, o tipo de pratica agricola e controlo de pragas e
por ultimo as condi¢oes climaticas. No armazenamento, sio determinantes os fatores
abidticos, como a temperatura e a a ,,, a populagao de fungos presentes, a secagem insuficiente
ou tardia, a duragao e as condigoes de armazenamento e por fim a interagao/ competi¢cao com
a microflora. Na ultima etapa, o processamento, sao determinantes fatores como a extensao
e as condigdes em que o mesmo é feito (pH e temperatura), utilizacao de enzimas e leveduras,
adicao de alimentos contaminados, a higienizagao, moagem e mistura, confegao, e extrusao

(Duarte, Lino e Pena, 2014).



As condicoes climaticas em Portugal, sao favoraveis para o desenvolvimento de fungos e por
isso a uma maior produgao de OTA, no entanto os estudos sao ainda escassos no que diz

respeito a exposicao da populagiao portuguesa a esta micotoxina (Duarte, Pena e Lino, 2010).
2.1. Caracteristicas fisico-quimicas

De acordo com a Uniao Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), a férmula quimica
da OTA é C,HsCINO,, designando-se L-fenilalanina-N- [(5-cloro-3,4-dihidro-8-hidroxi-3-
metil- |- oxo-|H-2-benzopiran-7-il) carbonil] - (R)isocoumarina. O seu peso molecular é 403,8

g/mol (Anli e Alkis, 2010).

A OTA consiste na ligacao de uma dihidroisocumarina a uma L- 3 -fenilalanina através de uma
ligacao amina (Anli e Alkis, 2010). Tal como se observa na Figura |, a OTA possui um dtomo
de cloro na por¢ao da isocumarina enquanto que na OTB este atomo de cloro esta substituido
por hidrogénio. Esta ligagao podera justificar as diferengas dos potenciais toxicos assim como

os modos de agao das ocratoxinas (Schrenk et al., 2020).

Devido a sua porgao isocumarinica, a OTA exibe uma forte fluorescéncia nativa apds a
absor¢ao da luz ultravioleta (UV), que depende fortemente do pH. Assim, a molécula
apresenta elevada fluorescéncia na cor verde quando sujeita a condigoes acidas e na cor azul
quando sujeita a condi¢oes basicas. Deste modo, possui absorgao maxima a um comprimento
de onda de 333 nm quando o pH se encontra em valores inferiores a 4,5 e, para valores de
pH superiores, o comprimento de onda maximo é 380 nm. Acima de pH 9 o comprimento de

onda maximo é 465 nm (Schrenk et al., 2020).

(@)
.3;/
0
Molecular Molar mass CAS

Ochratoxin  Substituents ormla (g mol?) nuTker
OTA R'=H;R’=Cl CyoH1sCINOg 403.8 303-47-9
oTB R!'=H;R?=H CyoH1oNOg 3694 4825-86-9
oTC R!=CyHs; RZ=Cl C22H2,CINO; 431.9 4865-85-4

Figura |: Estrutura quimica da ocratoxina A, B e C (Adaptado de Schrenk et al., 2020).



E um composto solido, inodoro com estrutura cristalina que pode variar de incolor a branco.
Tem um ponto de fusao de cerca de 90°C quando cristalizado a partir do benzeno e um ponto

de fusao de cerca de 169°C quando cristalizado a partir do xileno (Khoury, El e Atoui, 2010).

Esta micotoxina é moderadamente soluvel em solventes organicos polares e pouco solivel em

agua (cerca de 0,42 mg/L a 25°C) (Tao et al,, 2018).

A OTA é estavel a moderado aquecimento, no entanto, sao observadas perdas que variam até
90% a temperaturas superiores a 180°C. Apresenta ainda elevada estabilidade a acidez

(Khoury, El e Atoui, 2010;Schrenk et al., 2020).
2.2. Toxicinética
2.2.1. Absorcao e distribuicao

Apos ingestao oral, a OTA ¢é rapidamente absorvida no trato gastrointestinal, sobretudo no
intestino delgado, mais especificamente no jejuno, e posteriormente distribui-se no organismo

pelo sangue (Daniela et al., 2009).

De acordo com alguns estudos, é possivel estimar a percentagem média de absor¢ao em varias
espécies sendo no porco de 66%, em ratos e coelhos é de 56% e no frango ¢é de 40% (K&szegi

e Podr, 2016; Schrenk et al., 2020).

A afinidade e extensdo da ligagao da OTA as proteinas plasmaticas influencia o tempo de
semivida nas diferentes espécies. No Homem, 99,98% da OTA absorvida liga-se as proteinas
plasmaticas, nomeadamente a albumina. O tempo de semivida pode atingir aproximadamente
840 horas no humano, 510 horas em macacos, entre 55 e 120 horas no rato, entre 72 e 120

horas no porco e 4,| horas para galinhas (Daniela et al., 2009).

Apos se encontrar na corrente sanguinea, é distribuida pelos rins, encontrando-se em
menores concentragoes no figado, musculo esquelético, tecido adiposo e cérebro. Esta
concentragao é influenciada por varios fatores nomeadamente, a espécie animal, a dose
administrada, a via de administragao, o estado higieno-sanitario do animal e a composi¢ao da

dieta (Daniela et al., 2009; Schrenk et al., 2020).

A acumulagao de OTA no organismo é favorecida pela sua reabsor¢ao intestinal, recirculagao

entero- hepatica e pela sua reabsor¢ao a nivel do nefrénio (JECFA, 2007).



Atendendo as diferencas no grau de ligacao as proteinas séricas, as variagdoes nos mecanismos
de transporte, a captagao e depuragao renal e a taxa de conjugagao e extensao da recirculagao
entero-hepatica, a sensibilidade a OTA pode variar intra e inter-espécies (Koszegi e Poodr,

2016; Schrenk et al., 2020).

Foi detetada OTA no soro fetal o que indica a existéncia de transferéncia placentaria ativa.
Um estudo realizado na populagao suica e polaca, demonstrou concentragoes de OTA na
placenta e no soro fetal duas vezes superiores as detetadas no soro materno (Ringot et al,

2006; Schrenk et al., 2020).
2.2.2. Metabolismo

A principal via metabolica da OTA consiste na hidrélise da ligagao entre a fenilalanina e o acido
dihidroisocumarinico, sendo formada a OTa, o principal metabolito da OTA. Nesta via estao
envolvidas varias enzimas, nomeadamente a carboxipeptidase A. A OTa é em parte absorvida
pelo intestino, no entanto nao se acumula nos rins, sendo excretada pela urina. Outra das vias

metabolicas da OTA consiste na oxidagao pelo citocromo P450 resultando dois metabolitos:

4-hidroxi OTA e 10-hidroxi OTA (Schrenk et al., 2020).

Nos ruminantes observa-se uma reducao na exposi¢cao a OTA uma vez que esta é rapidamente
hidrolisada a OTa pela populagao microbiana do rimen destes animais. A sua capacidade de
inativarem a OTA com seguranca chega a 12000 pg/kg de alimento, uma concentragao que é
substancialmente maior do que a normalmente relatada em alimentos naturalmente

contaminados (Boudra et al,, 2013).

Na Figura 2, estao representadas as vias metabolicas da OTA estabelecidas em animais e no

Homem.
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Figura 2: Vias metabdlicas da OTA em animais e humanos (EFSA, 2020).



2.2.3. Excrecao

Dada a elevada afinidade da OTA com as proteinas plasmaticas, sobretudo com a albumina,
esta é excretada com dificuldade através da urina. A afinidade para a albumina foi confirmada
no seguimento de um estudo em que se verificou que ratos com deficiéncia em albumina foram
capazes de eliminar mais rapidamente a OTA em comparagao com ratos normais. A via
urinaria parece ser a predominante nos humanos e primatas nao humanos. O rim é o principal
orgao-alvo da toxicidade da OTA pelo que, a excregao renal apresenta grande relevancia.
Outra das vias de excrecao ¢é a biliar sendo esta a via mais comum nos animais com tempos

de semivida mais baixos, como é o caso dos ratos (Pereira, 2008; Schrenk et al., 2020).

Ha ainda estudos que demonstram, que a excregao pelo leite dos mamiferos parece ser
relativamente eficaz em ratos, coelhos e humanos, no entanto, esta via tem efeitos perigosos

para os bebés (Ringot et al., 2006).

Ambeas as vias de excregao sao lentas, devido a elevada ligacao da OTA as proteinas plasmaticas
e a baixa taxa de metabolismo. Desta forma, a OTA é considerado um composto toxico de

facil absorgao mas de eliminagao lenta (EFSA, 2020; Pereira, 2008; Schrenk et al., 2020).

Devido a eliminagao e excregao lentas e a baixa taxa de metabolismo, a OTA tem potencial

para se bioacumular no organismo (Schrenk et al., 2020).
2.3. Efeitos fisiolégicos e toxicidade

A OTA é considerada a ocratoxina mais toxica. No entanto, alguns autores defendem que a

OTC é igualmente toxica dado que, apos a sua ingestao, é convertida em OTA (Pereira, 2008).

Os efeitos e doengas que a OTA provoca, variam de acordo com os teores da micotoxina a
que um individuo esta exposto, a duragao da exposicao, o estado de salde do individuo, a
idade, o sexo, a dieta/habitos alimentares, os fatores ambientais e ainda de acordo com as
interagoes com outras micotoxinas (aditivas, sinérgicas ou antagonistas) devido a sua co-
ocorréncia num mesmo alimento. Assim, a exposi¢ao pode resultar em toxicidade aguda, isto
é, exposicao a elevadas concentragoes de OTA num curto espago de tempo, que pode levar
a morte do individuo. Caso a exposi¢ao seja continuada mas a niveis de concentragao
reduzidos, pode resultar em toxicidade crénica (Duarte et al., 2012; Escriva, Font e Manyes,

2017).

Estudos de toxicidade aguda realizados em animais tém relatado valores de DL50 diferentes
mediante a espécie. Os valores de DL50 em ratos recém-nascidos, caes, porcos e galinhas
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foram de 3,9, 0,2, | e 3,3 mg/kg p.c., respetivamente (O’ Brien e Dietrich, 2005; Schrenk et
al., 2020).

Os principais efeitos toxicos da OTA advém do facto de esta ser considerada uma micotoxina
inibidora da sintese proteica, sendo capaz de inibir a sintese de Acido desoxirribonucleico
(ADN) e Acido ribonucleico (ARN). Estudos indicam ainda o aumento da peroxidagio lipidica,
alteracoes no metabolismo dos hidratos de carbono, do calcio, assim como nas funcoes

mitocondriais (Bélakova et al., 201 |; Daniela et al., 2009).

A elevada preocupagao com a OTA relaciona-se, sobretudo, com os seus efeitos
toxicologicos, especialmente a nivel nefrotoxico. Estudos epidemiologicos referem a OTA
como agente causal da Nefropatia Endémica dos Balcas (BEN), uma doenca fatal que esta
associada a tumores do trato urinario, no entanto esta associagao ainda nao esta totalmente
esclarecida. Nos paises Escandinavos esta micotoxina foi também associada a sindrome de
nefrotoxicidade em suinos e, nos paises do norte de Africa, a nefropatia intersticial crénica
(CIN) em humanos, no entanto o seu envolvimento ainda nao esta totalmente esclarecido. A
OTA revelou-se nefrotéxica para todos os animais testados a excegao dos ruminantes adultos

(Pena et al., 2005; Pereira, 2008; Schrenk et al., 2020).

Foram observadas alteragoes imunoldgicas com exposi¢ao a baixas concentragoes de OTA.
Esta micotoxina apresenta atividade imunossupressora em varias espécies, nomeadamente em
ratos expostos a concentra¢oes de OTA na ordem dos 5 ng por kg p.c.. In vitro,a OTA parece
inibir a resposta e proliferagao dos linfocitos B e T e afetar a ativagao dos linfocitos T. Os
processos de resposta imunoldgica estio relacionados com a defesa perante agentes
microbianos e com a propagagao de células tumorais o que faz com que seja um efeito com

grande relevancia (Duarte, Lino e Pena, 2010; Nogueira S, 2006).

Foram descritos ainda outros efeitos toxicos como os carcinogénicos, mutagénicos,
teratogénicos, neurotoxicos e hepatotoxicos. Com base em diversos estudos com elevada
evidéncia cientifica relativamente a carcinogenicidade da OTA, esta foi classificada no Grupo
2B, possivelmente carcinogénica para humanos, em 1993, pela IARC. Mais recentemente, tém
surgido novos dados relativos a genotoxicidade da OTA sendo que, caso a ocorréncia dos
mecanismos associados se confirmem também em humanos, podera ser feita uma
reclassificagao para o Grupo 2A, provavelmente carcinogénica para humanos, ou mesmo para

o Grupo |, carcinogénica para humanos (Malir et al., 2016; Pereira, 2008).



Num estudo com ratos machos, a OTA provou ser capaz de provocar hemorragias em quase
todos os orgaos vitais, necroses no figado e em tecidos linfaticos (Pereira, 2008; Schrenk et

al., 2020).
2.4. Vias de exposicao

A exposicao humana as micotoxinas decorre, principalmente, do consumo direto ou indireto
de alimentos contaminados ou da exposicao respiratoria através da inalagio de poeiras

contaminadas por fungos (Waseem et al.,, 2014).

Existem cada vez mais registos da exposi¢ao por inalagao, relacionada com o desenvolvimento
de micotoxicoses, no entanto, representa uma via de exposi¢ao muito menos significativa. Esta
via de exposicao tera significado apenas num contexto ocupacional como é o caso dos
manipuladores de ragoes animais e trabalhadores do setor da agricultura (Duarte, Lino e Pena,

2010, 2014).

A principal via de exposicao a OTA verifica-se pelo consumo de alimentos contaminados,
através do trato gastrointestinal. Esta contribuicao varia de acordo com os habitos alimentares,

a origem e o processamento do produto (Duarte, Lino e Pena, 2010, 2014).

A ingestao de OTA ocorre nao s6 pelo consumo de alimentos de origem vegetal contaminados
nomeadamente, cereais, café, cacau, frutos secos, mas também pela ingestao de produtos de
origem animal como sejam leite, ovos, carne. Como anteriormente referido, a acumulagao de
OTA nos tecidos animais € propiciada pelo seu longo tempo de semivida, em particular em
animais nao ruminantes. Ao contrario dos animais monogastricos, os ruminantes sao mais
tolerantes a exposicao a OTA, uma vez que as suas enzimas protozoarias ruminais degradam

a OTA em OTa e outros metabolitos menos toxicos. (Schrenk et al., 2020).

Bebés e criangas, sao considerados grupos vulneraveis, quando comparados com adultos, no
que diz respeito a ingestao de micotoxinas e efeitos toxicologicos que estas produzem. Esta
vulnerabilidade deve-se a uma dieta rica em cereais, peso corporal inferior, taxa metabdlica

mais elevada e a capacidade reduzida de desintoxicagao (Ryu et al, 2019).
2.5. Limites e legislacao

O consumo de alimentos contaminados com OTA representa um problema de saude publica
tornando-se necessario manter os teores em niveis aceitaveis do ponto de vista toxicologico.

A regulamentagao é muito importante nao apenas para a prote¢ao do consumidor mas
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também para contribuir para uma economia sustentavel e para que haja uma pratica justa no

comércio de alimentos intra e inter-paises (Duarte, Lino e Pena, 2010).

A legislagao na area alimentar além de garantir a disponibilizagao de alimentos seguros para o

consumidor, impede ainda a realizagao de praticas fraudulentas (Duarte, Lino e Pena, 2010).

A criacao de regulamentos e o estabelecimento de limites legais depende de diversos fatores,
nomeadamente: dados toxicologicos existentes, dados relativos a ocorréncia de micotoxinas
em diferentes matrizes, métodos analiticos e legislagao existente. Os limites estabelecidos
poderao ser de caracter obrigatério ou de recomendagao, podendo variar entre paises dado
que os niveis de contaminagao e os habitos alimentares sao muito diferentes. Paises com
elevada prevaléncia de micotoxinas pretendem limites mais altos para que consigam continuar
a ser competitivos no comércio mundial, enquanto que paises com baixa prevaléncia de
micotoxinas pretendem limites baixos para garantir a continuidade de produtos de elevada

qualidade (Duarte, Lino e Pena, 2010).

O Regulamento (CEE) n° 315/93 definiu que os alimentos que contém um contaminante em
quantidade inaceitavel para a saude publica nao devem ser colocados no mercado, que os
niveis de contaminantes devem ser mantidos tao baixos quanto razoavelmente possivel e que,
se necessario, a Comissao Europeia (CE) pode estabelecer niveis maximos para contaminantes

especificos (Regulamento (CEE) N° 315/93 do Conselho, 1993).

A Legislagao da UE protege os consumidores através do estabelecimento de niveis maximos
de micotoxinas em alimentos e ragoes assim como colaborando nas boas praticas
recomendadas de agricultura, armazenamento e processamento. Assim, a UE com o intuito
de proteger a salde publica e de harmonizar os diferentes limites legais estabelecidos pelos
seus paises membros, estabeleceu teores oficiais maximos de alguns contaminantes através do
Regulamento (CE) n° 1881/2006, baseados no parecer cientifico atualizado da EFSA (2006) e
nas informagoes sobre incidéncia de alimentos recolhidos no dltimo relatério (Regulamento
(CE) n° 1881/2006, 2006). Em 2010 os limites maximos foram alterados pelo Regulamento
(CE) n° 105/2010, propositadamente para especiarias e alcaguz (Regulamento (UE) N° 105/2010
da Comissdo Europeia, 2010).

Na Tabela 2 estio apresentados os teores maximos de OTA nos diversos géneros

alimenticios.


http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2006:364:0005:0024:PT:PDF
http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2006:364:0005:0024:PT:PDF
http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2006:364:0005:0024:PT:PDF

Tabela 2: Teores maximos de OTA nos géneros alimenticios, de acordo com o Regulamento (UE) N°

105/2010 da Comissao Europeia, 2010.

Géneros Alimenticios

Teores maximos

(ng/kg)
Cereais nao transformados. 50
Todos os produtos derivados de cereais nao transformados, incluindo
produtos a base de cereais transformados e cereais destinados ao consumo 3.0
humano directo, com excepgao dos géneros alimenticios referidos nos pontos
229e22.10.
Passas de uvas (uvas de Corinto, uvas e sultanas). 10,0
Café torrado, moido ou em grao, com excepgao do café soltvel. 50
Café soluvel (café instantaneo). 10,0
Vinho (incluindo vinho espumante e excluindo vinho licoroso e vinho com 2,0 (12)
teor alcoométrico nao inferior a 15 % vol.) e vinho de frutos (11).
Vinho aromatizado, bebidas aromatizadas a base de vinho e cocktails 2,0 (12)
aromatizados de produtos vitivinicolas (13).
Sumo de uva, concentrado de uva reconstituido, néctar de uva, mosto de uva
e concentrado de mosto reconstituido, destinados ao consumo humano 2,0 (12)
directo (14).
Alimentos a base de cereais e alimentos para bebés destinados a lactentes e 0,50
criangas jovens (3) (7).
Alimentos dietéticos destinados a fins medicinais especificos (9) (10) 0,50
especificamente destinados a lactentes.
Especiarias Capsicum spp. (o fruto seco, inteiro ou triturado, incluindo 30 uglkg de
pimentos, pimento em po, pimenta de caiena e pimentao-doce) Piper spp. (o [.7.2010 a
fruto, incluindo a pimenta branca e a pimenta preta) Myristica fragrans (noz- 30.6.2012
moscada) Zingiber officinale (gengibre) Curcuma longa (curcuma) Misturas de | |5 |, gl/kg a partir
especiarias que contenham uma ou mais das especiarias acima indicadas. de 1.7.2012.
Alcacuz (Glycyrrhiza glabra, Glycyrrhiza inflate e outras espécies).
Raiz de alcaguz, ingrediente para infusao de ervas aromaticas 20 1 glkg
Extracto de alcaguz (42), para utilizagao em alimentos, sobretudo em bebidas 80 u glkg»

e produtos de confeitaria.

«(42) O teor maximo aplica-se ao extracto puro e nao diluido, produzido de forma a que | kg de extracto seja obtido a partir

de 3 a 4 kg de raiz de alcaguz.»

O valor mais baixo definido verifica-se para alimentos para bebés e criancas sendo justificado

pela potencial nocividade da exposi¢ao a OTA deste grupo populacional (Duarte, Lino e Pena,

2010).



A maioria dos estados membros da UE apenas seguem os regulamentos da UE no entanto, em
alguns casos, os proprios paises estabelecem limites mais rigidos ou para matrizes nao

especificadas (Duarte, Lino e Pena, 2010).

O cumprimento desta legislagao obriga os agentes econdmicos a controlar a presenca de
certas micotoxinas em alguns alimentos e impede a comercializagao dos produtos
contaminados com valores acima dos regulamentados. Assim, os produtos alimentares
exportados sofrem controlos prévios a exportagao por forma a verificar se satisfazem os

requisitos da UE.

Estao ainda fixados valores de Ingestao Toleravel para a OTA em que nao ha diferenciagao

entre grupos de risco (por exemplo para criangas versus adultos).

A Health Canada, definiu como adequado o valor de 3 ng/kg p.c. para a ingestao diaria toleravel
(TDI), o que corresponde a uma ingestao semanal toleravel (TWI) de 21 ng/kg p.c. (Schrenk

et al., 2020).

The Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA), em 2008, reiterou o valor
anteriormente apresentado, de 100 ng/kg p.c. para a ingestao semanal toleravel provisoéria
(PTWI). As estimativas de exposicao dietética a OTA utilizando sobretudo dados de

ocorréncia europeus, variaram de 8 a |7 ng/kg p.c. / semana, valores bastante inferiores ao

PTWI estabelecido (JECFA, 2008; Schrenk et al., 2020).

Em 2006, a EFSA definiu como adequado o valor de 120 ng/kg p.c. para a TWI, no entanto, na
sua recente avaliagao de risco a esta micotoxina, este valor ja nao é considerado valido (EFSA,

2006; Schrenk et al., 2020).

Relativamente a alimentos para consumo animal, ainda nao foram estabelecidos limites
maximos de OTA na UE. Na UE, uma das medidas de reducao de contaminagao de ragoes
por micotoxinas baseia-se na utilizagao de aditivos alimentares. Esses aditivos estio incluidos
no Regulamento (CE) n°® 1831/2003. Estao incluidas neste regulamento, todas as substancias
capazes de suprimir ou reduzir a absor¢ao de micotoxinas, promover a excregao das
micotoxinas ou alterar o seu modo de agao, sempre com o objetivo de garantir a protegao da
saude animal e publica (Regulamento (CE) N° 1831/2003 do Parlamento Europeu e do Conselho
de 22 de Setembro de 2003, 2003).



3. Arroz

Segundo o Instituto Internacional de Investigacao de Arroz (IRRI), este cereal é o alimento
base da dieta de metade da populagao mundial, sendo que, aproximadamente 90% do consumo
e produgao, ocorre no continente asiatico. Atendendo a sua versatilidade, € um alimento com

grande potencial para combater a fome no mundo (GRIiSP, 2013).

O arroz é a terceira maior cultura cerealifera do mundo, apenas ultrapassada pelas
de milho e trigo, possuindo uma elevada importancia do ponto de vista social, econémico e
cultural para muitas pessoas, em muitos paises. O arroz é consumido quase exclusivamente
por humanos (IRRI, 2017; Khush, 1997). Na Europa o consumo de arroz é superior ao
produzido, o que faz deste continente o terceiro importador mundial (IRRI, 2017; Khush,

1997).

A planta do arroz completa o seu ciclo vegetativo entre trés e seis meses, sendo que o local
da plantagao devera ter um solo ligeiramente argiloso e acido, fonte de 4gua limpa, luz solar
em abundancia e temperaturas a rondar os 21°C (Yoshida, 1981). O arroz é uma planta
subaquatica da familia Gramineae, do género Oryza, que compreende 23 espécies. Destas,

apenas Oryza sativa L. e Oryza glaberrima Steud. sao cultivaveis (Khush, 1997).

Existem mais de 40.000 variedades diferentes de Oryza sativa, podendo esta espécie ser

dividida em trés subespécies principais: indica, japonica e javanica (IRRI, 2007).

Japonica é um grupo de variedades de arroz do norte e leste da China que pode ser
encontrado nas zonas mais frias das regides subtropicais e nas zonas temperadas. E uma planta
relativamente curta, com folhas estreitas, verde-escuras e perfilhos de altura média. Os graos
da japénica sao curtos e redondos, nao se partem facilmente e tém entre 0 e 20% de teor de

amilose (IRRI, 2007).

Javanica é cultivada apenas em terracgos de arroz de alta altitude nas montanhas na Indonésia.
As plantas sao altas, com folhas largas, rigidas e verdes claras. Os graos sao longos, largos e

grossos, nao se quebram facilmente e tém entre 0 e 25% de teor de amilose (IRRI, 2007).

indica é o principal tipo de arroz cultivado nos trépicos e subtrépicos, incluindo Filipinas, india,
Paquistao, Java, Sri Lanka, Indonésia, centro e sul da China e em alguns paises africanos.
As plantas deste tipo de arroz sao altas, com folhas verdes claras, largas a estreitas. Os graos
sao longos a curtos, delgados, um pouco achatados, tendem a quebrar-se mais facilmente e

tém alto teor de amilose, entre 23 e 31% (IRRI, 2007).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Milho
https://pt.wikipedia.org/wiki/Trigo

Em Portugal, cerca de 80% do arroz cultivado, pertence a subespécie japonica (tipo carolino),

e os restantes 20% a subespécie indica (tipo agulha) (GPP, 2016).

O arroz africano ou Oryza glaberrima apresenta desvantagens em relagao ao arroz asiatico,
nomeadamente, graos quebradicos e a baixa qualidade de moagem. Ainda assim, o arroz
africano apresenta maior tolerancia a variagoes na profundidade da agua, toxicidade do ferro,
solos inférteis, condi¢oes climatéricas severas e negligéncia humana. Também apresenta maior
resisténcia a varias pragas e doengas, como nematoides, mosquitos, virus e as plantas parasitas

do género Striga (Khush, 1997).

3.1. Historia do arroz

Ainda que nao existam datas nem locais precisos relativamente a origem do arroz, as
evidéncias arqueoldgicas demonstram que os rios Yangtze médio e Huai superior, localizados
na China, foram os primeiros locais de cultivo de Oryza sativa, ha pelo menos 8000 anos

(Ricepedia, 2020).

A planta espalhou-se pela China, Coreia, Filipinas, Japao e Indonésia e mais tarde, os arabes
levaram-na para o Egipto, Marrocos e Espanha, a partir de onde chegou a todos os cantos da
Europa. Atualmente, é cultivada em todos os continentes, exceto na Antartida. Os
portugueses e holandeses levaram o arroz para as suas colénias em Africa e de l4 foi para a
América. O arroz é considerado um presente do Velho Mundo para o Novo Mundo (novarroz,

2020; Ricepedia, 2020; Vaughan, Lu e Tomooka, 2008).

Em Portugal, foi no reinado de D. Dinis (1279 a 1325) que surgiram, as primeiras referéncias
sobre cultura de arroz, que na época se destinavam apenas a Nobreza. No final do século XIX,
as culturas de arroz, eram limitadas as terras dos vales de alguns dos principais rios. Com a
preparagao de terrenos e gestao da agua, houve mais tarde uma expansao da Cultura, e no
inicio dos anos 20, o arroz passou a ter um papel muito importante na alimentagao dos

portugueses (novarroz, 2020).

O arroz africano, surgiu no delta interior do rio Niger Superior, onde hoje é o Mali.

Atualmente é cultivado na Africa Ocidental (Khush, 1997; Ricepedia, 2020).



3.2. Composicao nutricional

O arroz é na sua maioria constituido por amido, sendo este hidrato de carbono (HC) a grande
fonte de energia. Ainda que em quantidades menores, o arroz contém também proteinas,
lipidos, fibras, vitaminas e minerais (Walter, Marchezan e Avila, 2008). A Figura 3 apresenta a

distribuicao energética do arroz comum cru.
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Figura 3: Distribuicao energética do arroz comum cru (Fonte: INSA).

A composicao nutricional do grao é influenciada por varios fatores tais como: condigoes
ambientais, processamento a que é submetido, armazenamento e variedade do arroz. No
processo de branqueamento do grao ha perda de lipidos, proteina, fibra e vitaminas como
tiamina (Bl) e « -tocoferol o que faz com que a composigao nutricional do arroz branqueado

seja bastante diferente da composicao nutricional do arroz integral (Walter, Marchezan e

Avila, 2008).

Na Figura 4 é apresentada a distribuicao energética do arroz integral cru.
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Figura 4: Distribuicao energética do arroz integral cru (Fonte: INSA).

Assim, devido a importancia do arroz na dieta de grande parte da populagao, a sua qualidade

nutricional afeta diretamente a saide humana (Walter, Marchezan e Avila, 2008).

Graos com menor indice glicémico poderao ser indicados para prevenir e/ou controlar a
diabetes mellitus, assim como graos com elevado teor em determinados minerais poderao ser

indicados para individuos com défices nutricionais (Mahan, Stump e Raymond, 2012).



A variedade de arroz mais consumido € o branqueado que apresenta uma redugao significativa
dos niveis de micronutrientes, nomeadamente vitaminas e sais minerais. Este é sem ddvida um
problema nutricional e de saude publica em paises em desenvolvimento, sobretudo para
aqueles cuja alimentagao esta muito baseada no arroz (>400 g/per capita/dia). Para melhorar a
qualidade nutricional do arroz, surgiram programas de melhoramento, com o objetivo de o
biofortificar com 4 micronutrientes: vitamina A, iodo, zinco e ferro. Como o arroz nao tem
naturalmente vitamina A, a IRRI e os seus parceiros, desenvolveram um programa de
melhoramento destinado a produzir variedades geneticamente modificadas. Através deste
programa, a via biossintética dos carotenos foi transferida do milho para o arroz, obtendo-se
assim o Golden Rice um organismo geneticamente modificado (OGM), com 20 pg/g de
betacaroteno. O Golden Rice foi obtido em 201 |, porém, ainda nao foi comercializado devido
a normas de biosseguranga, devido ao nivel de aceitagdo dos consumidores e também a sua
disponibilidade para pagar um preco extra por um OGM. Assim sendo, o mecanismo de
biofortificagado mais indicado é o do melhoramento convencional e, por essa via, ja se
obtiveram variedades com elevados teores em ferro e zinco. O folato é outro micronutriente
alvo para incrementar, sobretudo na China, onde ja se obteve arroz OGM com 17 pg/g face

aos valores normais de 0,08 pg/g (Brites e Lourengo, 2014; IRRI, 2019).
3.3. Designacoes legais e comerciais

Em Portugal, o arroz da espécie Orysa sativa L. é comercializado de acordo com o definido no
Decreto-Lei n°157/2017, onde estao definidas as suas caracteristicas, fixados os tipos e classes
comerciais e estabelecidas as normas de comercializagao, acondicionamento e rotulagem. O
arroz selvagem nao é abrangido por este decreto-lei dado que é um cereal aquatico da espécie
Zizania aquatica L. e nao da espécie Orysa sativa L.(Decreto-Lei n° 157/2017 de 28 de dezembro

do Ministério da Agricultura, Florestas e Desenvolvimento Rural, 2017).

O arroz pode ser classificado quanto ao seu estado fisico, dimensao dos graos e tratamento a
que sao sujeitos. Quanto ao estado fisico, divide-se nas seguintes categorias: arroz em casca,
arroz descascado, arroz semi-branqueado e arroz branqueado. Relativamente a dimensao dos
graos, é possivel distinguir-se arroz de graos redondos (comprimento 5,2 mm), graos médios
(comprimento entre 52 mm e 6 mm) e graos longos (comprimento >6 mm). No que diz
respeito ao tratamento, o arroz pode apresentar-se como vaporizado (arroz que apos imersao
em agua, vaporizagao e secagem € submetido a laboragao industrial, para ser preparado para
consumo, e cujo amido se encontra totalmente gelatinizado), pré cozido (sofre um tratamento

fisico de forma a reduzir o tempo e cozedura), arroz glaciado (arroz branqueado envolvido
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numa pelicula de glucose e talco que conferem uma melhor aparéncia), arroz matizado
(envolvido por uma camada de 6leo comestivel) e arroz tufado (arroz submetido a alta pressao
e calor) (Decreto-Lei n° 157/2017 de 28 de dezembro do Ministério da Agricultura, Florestas e

Desenvolvimento Rural, 2017).

No mercado existem designagoes comerciais mais reconhecidas pelos consumidores tais
como: arroz agulha, arroz carolino, arroz médio, arroz redondo, risotto, arroz basmati, arroz

jasmin, arroz glutinoso, arroz integral, arroz vaporizado e arroz selvagem.

O arroz agulha é caracterizado por graos compridos e estreitos, com tendéncia a reter pouca
agua, resultando num arroz cozido com textura mais firme e aspeto solto. O arroz carolino
que apresenta graos longos e arredondados, absorve facilmente a dgua e consequentemente
os temperos, pelo que resulta num arroz cozido com textura cremosa e menos firme. O arroz
médio, semelhante ao arroz carolino, tem aspeto cristalino e cor homogénea. O arroz
redondo apos cozinhado apresenta um aspeto macio e gomoso. O risotto € caracterizado por
graos médios que absorvem bem a agua, formando uma massa cremosa; este tipo de arroz é
muito utilizado na cozinha italiana. O arroz basmati é aromatico, de grao longo e estreito,
possui um grao de elevada qualidade, e geralmente é usado em pratos indianos. O arroz jasmin
um arroz aromatico, semelhante ao basmati, apresenta uma textura mais gomosa, sendo muito
utilizado na cultura chinesa. O arroz glutinoso, uma variedade de arroz de grao curto, original
da Asia, apresenta-se pegajoso apos a cozedura. O arroz integral nio é submetido a qualquer
processo de branqueamento. O arroz vaporizado € todo o tipo de arroz submetido a um
tratamento hidrotérmico, o que leva a que o arroz adquira uma coloragao ligeiramente
dourada, passando os nutrientes do pericarpo para a cariopse. O arroz selvagem, que provém
de uma semente de uma erva aquatica selvagem da América do Norte, apresenta graos longos,
de cor preta a castanha, com leve sabor a avela. Este arroz é rico em vitaminas do complexo

B (novarroz, 2020).

Na Figura 5 estao representados alguns dos graos de arroz descritos anteriormente.



1| 2 3 4 5 6

|. em casca ou paddy; 2. em pelicula ou integral; 3. branqueado ou Suriname;

4. vaporizado, estufado ou parboiled; 5. agulha; 6. carolino

Figura 5: Graos de arroz (Fonte: Arroz Carolino- lezirias Ribatejana).

3.4. Arroz em Portugal

Atualmente, a nivel nacional, as regides orizicolas situam-se na bacia do Mondego (Figueira da
Foz, Montemor-o-Velho e Soure), nas bacias da Beira Baixa, na bacia do Sado (Alcacer do Sal,
Santiago do Cacém e Grandola), na bacia dos afluentes do Tejo (Vila Franca de Xira, Azambuja,
Benavente, Coruche e Salvaterra de Magos) e nas represas do Sul. Dado que a temperatura,
a agua e a luz solar sao parametros cruciais para o cultivo de arroz, as condi¢oes observadas
em Portugal sio favoraveis a este tipo de agricultura. As temperaturas mais frias que se
observam nas regioes mais a norte impedem o desenvolvimento desta cultura. Em 2018, em
Portugal, a producao fixou-se nas 161 mil toneladas, 10,6% inferior a de 2017 (Instituto

Nacional de Estatistica, 2019; novarroz, 2020).

A plantagao de arroz em Portugal é feita nos meses de abril e maio e a colheita realiza-se entre

setembro e outubro (GRIiSP, 2013).

O arroz é o segundo cereal mais importante em termos das disponibilidades para consumo,
representando, em média, 17,2% das quantidades totais de cereais disponiveis (Figura 6). Em
2016, as disponibilidades diarias per capita de arroz branqueado foram de 58,3 g/hab/dia,
equivalente a 21,3 kg/hab/ano (INE, 2017).



Disponibilidades diarias per capita de cereais - 2016
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Figura 6: Disponibilidades diarias per capita de cereais (BAP, 2016).

O consumo em Portugal é de cerca de 16 kg por habitante, por ano, de arroz branqueado e
semi - branqueado. Em Portugal, o tipo de arroz mais disseminado é o de grao longo que é
subdividido em duas denominagdes: o estreito — agulha (indica) e o oblongo — carolino
(Japonica), sendo que o arroz carolino é a variedade mais produzida. No que diz respeito ao

consumo, € o arroz agulha o mais consumido entre os portugueses (INE, 2020).
3.5. OTA no arroz

Os alimentos derivados de cereais, nomeadamente o arroz, sao os mais contaminados por
OTA. Os fungos podem contaminar o arroz no campo e continuar a sua atividade na pos-
colheita, contribuindo significativamente para as perdas de produtividade. Verificam-se ainda
situacoes de co-ocorréncia de micotoxinas, o que podera aumentar a toxicidade do alimento

contaminado (Gongalves et al., 2019).

Uma das espécies de Aspergillus que crescem no arroz é o Aspergillus ochraceus, que produz
OTA na pés-colheita, nomeadamente em determinadas condicoes de armazenamento. Os
estudos realizados tém demonstrado que a producao de OTA maxima por A. Ochraceus

ocorre em ambientes com 0,98 a ,, num intervalo de temperatura entre 24°C a 31°C (Ali et

al, 2013).

O Aspergillus westerdijkiae, é outra importante espécie produtora de OTA, no entanto, nunca
foi relatada em arroz. Acredita-se que se deva ao facto de apenas em 2004, A. Westerdijkiae ter
sido separada de A. Ochraceus e ambas as espécies serem morfologicamente semelhantes. A
produgao maxima de OTA por A Westerdijkiae ocorre em ambientes com 0,96 a, e

temperatura de 24°C (Gil-Serna et al., 2015).
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O Penicillium verrucosum esta também associado a produgao de OTA em arroz. Os estudos
realizados tém demonstrado um desenvolvimento 6timo em ambientes com a ,, entre 0,97 e

0,99 e temperatura de 20°C (Gongalves et al., 2019).

Dada a elevada capacidade de produgao que os fungos ocratoxigénicos apresentam, €
fundamental a utilizagdo de ensaios sensiveis para a sua detegao e o desenvolvimento de

estratégias de controlo e prevengao (Gil-Serna et al,, 2015).

Como foi anteriormente referido, o regulamento da CE introduziu um limite de 5 pg/kg para

a OTA permitida em cereais crus, incluindo arroz (Regulamento (CE) n° 1881/2006, 2006).

Portugal apresenta condigoes climaticas favoraveis ao desenvolvimento de OTA. Por outro
lado, a dieta adotada pela populagao portuguesa, a dieta mediterranica, apresenta um elevado
consumo de cereais, nomeadamente arroz. Uma vez que os cereais sao considerados os
principais contribuintes para a exposicao OTA na Europa, a exposicao a OTA deve ser alvo

de mais investigagao e vigilancia (Duarte, Pena e Lino, 2010).
3.5.1. Ocorréncia de OTA em arroz

Ha registos de ocorréncia de OTA em cereais e seus derivados, vinho, cerveja, café e outros
produtos vegetais. Foi também detetada em produtos de origem animal, nomeadamente carne
e leite (Duarte, Pena e Lino, 2010). No entanto, os cereais, onde se inclui o arroz, sao o grupo
de alimentos mais recorrentemente contaminados com OTA. De acordo com o portal RASFF,
no periodo de janeiro de 2016 a junho de 2019, 25 do total de 87 notificagoes de OTA foram
sobre produtos a base de cereais (RASFF, 2019).

Assim, na Tabela 3 estao apresentados alguns dos estudos realizados a nivel mundial, de

ocorréncia de OTA em arroz.
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Em todos os estudos apresentados na Tabela 3, verifica-se a incidéncia de OTA nas amostras
de arroz, a excegao das amostras de arroz de produgao convencional estudadas em Portugal

e Espanha no ano de 2008.

De entre todos os estudos, o valor de contaminagao por OTA mais elevado foi encontrado
na Costa de Marfim, no ano de 2006. Este estudo, preliminar, tinha como objetivo a detecao
de OTA em cereais. A excecio de quatro amostras de amendoim, todas as amostras
apresentaram contaminagao por OTA, variando de 3 a 1738 pg/kg. A concentragao de OTA
no arroz variou entre 9 e 92 pg/kg, valores muito acima do legalmente estabelecido na UE

(Sangare-Tigori et al., 2006).

E possivel verificar que os valores mais elevados de contaminagio por OTA foram
encontrados nos paises em desenvolvimento. Este facto pode ser justificado pelo
desconhecimento sobre a existéncia de micotoxinas, auséncia de regulamentagao, inclusao de
alimentos contaminados na cadeia alimentar e poucas praticas preventivas, motivos estes que

ainda se observam nos Paises em Desenvolvimento (Wagacha e Muthomi, 2008).

Em 2005, em Portugal, foi conduzido um estudo com o objetivo de determinar a presenca de
OTA em 42 amostras de arroz adquiridas no mercado retalhista Portugués. Este estudo
concluiu que nenhuma das amostras apresentava valores de OTA acima do legalmente
permitido. No entanto, 14% das amostras apresentavam OTA em quantidades detetaveis

sendo que, os teores de contaminagao variaram entre 0,09 e 3,52 ug/kg (Pena et al., 2005).

Em 2007, no Canada, foi realizado um estudo para determinagao de aflatoxinas, OTA e
fumonisinas em arroz. Esta avaliagao foi realizada em 2 periodos. Em 2007, 4 amostras de
arroz apresentaram concentragoes de OTA superiores ao LOQ (0,2 pg/kg) sendo que trés
eram dos Estados Unidos (arroz calrose, integral e sushi) e um da India (arroz basmati integral).
Na segunda pesquisa, em 2008, apenas uma em 99 amostras estava positiva. Tratava-se de
arroz glutinoso preto da Tailandia, que continha 0,49 ng/g de OTA. Ainda que a contaminagao
por OTA tenha variado nos dois momentos de avaliagdo, os valores encontram-se

consideravelmente abaixo do valor regulamentado (Bansal et al.,, 201 1).

No ano de 2008, foi realizado um estudo com o objetivo de conhecer a ocorréncia de OTA
em cereais e produtos cerealiferos bioldgicos e nao biologicos de Espanha e Portugal. O arroz
nao bioldgico nao apresentava contaminagdo por OTA, no entanto, amostras de arroz

biolégico apresentavam um teor superior ao legalmente permitido na UE. Esta ocorréncia
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pode ser justificada pelas praticas seguidas na agricultura biologica, isto € o uso limitado de
fertilizantes nao sintéticos, pesticidas e sem uso de OGM. Este conjunto de fatores podera

explicar a provavel proliferacao de fungos e produgao de micotoxinas (Juan et al., 2008).

A grande maioria dos estudos apresentados, que foram conduzidos em paises desenvolvidos,
apresentam valores de contaminagao por OTA inferiores ao valor maximo estabelecido na UE

o que ¢ justificado pelo numero abundante de estudos e controlo eficaz.

Esta diferenca de resultados entre paises desenvolvidos e em desenvolvimento pode ainda ser
justificada pelas diferengas existentes no que respeita as regioes, condi¢coes geograficas, e

efeitos climaticos.
3.5.2. Descontaminacao

A nivel mundial a perda de rendimento nas culturas de arroz, devido a diferentes tipos de
pragas, foi de aproximadamente 37%. As perdas pos-colheita em paises em desenvolvimento
representaram 15% a 16% da produgao de arroz e esta percentagem aumenta para 40% a 50%
em paises com condi¢oes climaticas adversas. A maioria dessas perdas resulta de secagem

inadequada e instalagoes de armazenamento inadequadas (Gongalves et al., 2019).

Os fungos podem contaminar os graos de arroz no campo e continuar a sua atividade durante
o armazenamento caso as condigoes ambientais permane¢am adequadas. A contaminagao por
micotoxinas depende de diferentes fatores, nomeadamente: as espécies de fungos, as suas
interagoes com outros microrganismos e a area de produgao. Todos estes fatores associam-

se ainda as condigoes climaticas e praticas agricolas e pés-colheita (Gongalves et al., 2019).

As estratégias mais importantes para reduzir os niveis de OTA sao as preventivas, isto é:
cumprimento de boas praticas agricolas, cultivo de variedades resistentes a fungos, aplicagao
correta de fungicidas e o armazenamento adequado (embalamento, controle de temperatura,
eficiencia de ventilagio e humidade adequada do ar). No entanto, apesar de varios anos de
pesquisa e o cumprimento de boas praticas durante a produgao, armazenamento e distribuigao
dos alimentos, as micotoxinas continuam a ser contaminantes presentes numa grande
variedade de alimentos para consumo humano e ragdes para consumo animal (Abrunhosa,

Paterson e Venancio, 2010; Duarte et al., 2012).

A elevada toxicidade da OTA levou a uma crescente pesquisa no que diz respeito a métodos

capazes de descontaminar os alimentos da OTA no entanto, esta é bastante dificil de eliminar
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devido a sua grande resisténcia e estabilidade a processos que recorram, por exemplo, a

elevadas temperaturas (Silva, 2013).

Os métodos de descontaminagao tém como objetivo remover, destruir ou modificar as
micotoxinas, nao dando origem a compostos toxicos, nao alterando significativamente a

composicao nutricional dos alimentos e deverao ser economicamente viaveis (Pereira, 2008).

Tém sido estudados métodos fisicos, quimicos e biologicos para a descontaminagao de

produtos para a alimentagao humana e animal (Bullerman e Bianchini, 2007).
3.5.2.1. Meétodos fisicos

A porgao externa dos graos afetados apresenta maior contaminagao de micotoxinas pelo que
o descasque do grao e remogao do farelo produzido apresenta eficacia que ira depender do
grau de penetracao dos fungos (Dors, Antonio de Almeida Pinto e Badiale-Furlong, 2009;

Pereira, 2008).

Graos partidos e residuos de cereais apresentam geralmente niveis superiores de micotoxinas
em comparagao com graos intactos. Assim, a crivagem ou triagem dos residuos apods a sua

separagao permite a redugao dos niveis de contaminagao (Pereira, 2008).

As micotoxinas podem ainda ser destruidas pelas temperaturas alcangadas durante o
processamento dos alimentos. A OTA é estavel a moderado aquecimento, no entanto, sao

observadas perdas que variam até 90% a temperaturas superiores a 180°C (Pereira, 2008;

Schrenk et al., 2020).
3.5.2.2. Métodos quimicos e métodos biolégicos

Os métodos quimicos, constituem os tratamentos com ozono, amonia, cloro, bissulfito de
sodio, hidréxido de sodio e de calcio, entre outros. Estes métodos, nao sao aceites dado que
recorrem a substancias nocivas e tém impacto negativo no valor nutricional dos alimentos

(Bullerman e Bianchini, 2007).

No que diz respeito aos métodos biologicos, existem diversas bactérias, fungos filamentosos
e leveduras com capacidade para degradar a OTA (Pereira, 2008). Na Tabela 4 estao

apresentados alguns desses microrganismos.
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Tabela 4: Microrganismos capazes de degradar OTA (Adaptado de Pereira, 2008).

Microrganismos Efeito

Bactérias

Streptococcus salivarius subsp. thermophilus Degradaram a totalidade de OTA presente em
Bifidobacterium bifidum meios de cultura com 50,100 ou 500 pg/kg

Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus

Fungos Filamentosos

Rhizopus homothallicus, Degradaram mais de 95% da OTA presente
R.oryzae, R. stolonifer, num meio de cultura com 7,5 pg/kg, apds 16
Rhizopus sp. dias a 25°C

Leveduras

Trichosporon sp., Degradou 80 a 100% da OTA presente num
Rhodotorula sp., meio de cultura com 0,2 pg/L apos 2,5 a 5 horas
Cryptococcus sp. de incubagio a 35°C.

A OTA, pode ainda ser hidrolisada enzimaticamente pela carboxipeptidase A do pancreas

bovino e por uma lipase obtida a partir de Aspergillus niger (Pereira, 2008).

E essencial continuar a investigacio no que diz respeito as estratégias para reducio de OTA

durante o processamento dado o risco reconhecido que esta representa para a salide humana.
3.5.3. Métodos analiticos

A andlise de micotoxinas apresenta varias dificuldades nomeadamente no que diz respeito a
andlise de varias micotoxinas regulamentadas em simultaneo, pois apresentam uma grande
diversidade de estruturas quimicas. Além disso, as micotoxinas, geralmente, estao presentes
em baixas concentragoes. Assim, sao necessarios métodos analiticos precisos, rapidos,
altamente sensiveis e com elevada reprodutibilidade para controlar os niveis de OTA nos
alimentos e desta forma fazer cumprir os limites legais, avaliar a exposicao humana e ainda

para a investigagao (Duarte, Lino e Pena, 2014; Pereira, 2008).

A metodologia analitica para analise de micotoxinas compreende trés etapas fundamentais:
extracao da totalidade ou parte de amostra, purificagao do extrato obtido e quantificagao e

confirmagao da micotoxina (Singh et al.,2020).

A correta amostragem tem um papel preponderante na garantia da validade do método pois
esta representa uma fonte de erros. Para a OTA, esta estabelecido, no Regulamento (CE) N°

401/2006 da Comissao de 23 de fevereiro de 2006 os métodos de amostragem e de anilise
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para o controlo oficial dos teores de micotoxinas nos géneros alimenticios. Antes de ser
extraida, a amostra necessita de ser preparada sobretudo quando se trata de uma amostra
solida. Nesta situagao, € necessario proceder a trituragcdo para reduzir o tamanho das

particulas obtidas e homogeneizar (Regulamento (CE) n° 401/2006 da Comissdo Europeia, 2006).

Na Tabela 5 estao descritos diversos métodos analiticos usados na determinagao de OTA

em arroz, usados por varios autores.

Na etapa de purificagao, a maioria dos investigadores recorre a colunas de imunoafinidade
(IAC). As IAC sao colunas que contém anticorpos especificos para determinadas micotoxinas
e permitem extragoes e purificagoes rigorosas (Almeida et al, 2012; Bansal et al,, 201 |; Igbal

et al,, 2016; Pena et al., 2005; Zaied et al., 2009).

Relativamente a etapa de detegao e quantificacdo, a maioria dos investigadores recorre a
métodos analiticos como a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detegao por
fluorescéncia (HPLC-FD) (Almeida et al,, 2012; Igbal et al., 2016; Lai et al., 2015; NGUYEN et
al., 2007; Park et al., 2005; Pena et al., 2005; Sangare-Tigori et al., 2006; Vega et al., 2009; Zaied
et al,, 2009), cromatografia liquida com detegao por fluorescéncia (LC- FD) (Gonzilez et al.,
2006; Juan et al., 2008; Zinedine et al., 2007), a cromatografia liquida de ultra eficiéncia com
detegao por fluorescéncia (UPLC- FD) (Bansal et al., 201 |) e a cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massa em tandem (LC- MS/MS) (Arne Diibecke, 2014; Lim et al., 2015).
Outros investigadores, recorreram ao método imunoenzimatico ELISA. Este método baseia-
se na reagao antigeno- anticorpo e apresenta vantagens nomeadamente, o facto de ser um
teste rapido e que necessita de um volume reduzido de amostras (Buyukunal, Kahraman e

Ciftcioglu, 2009; Ghali et al., 2008; Rahimi, 2016).

Para determinagao por LC-FD, metodologia selecionada por grande parte dos autores, no que
respeita a fase movel, os solventes mais utilizados sao o acetonitrilo, a 4gua e o acido acético,
em diferentes proporgoes (Igbal et al., 2016; Pena et al., 2005; Zinedine et al., 2007). Outros
investigadores utilizaram diferentes solventes nomeadamente, mistura de metanol/acido
fosforico (Gonzalez et al.,, 2006; Juan et al., 2008), acetonitrilo/metanol/acido fosférico (Lai et
al, 2015; Vega et al, 2009), acido fosforico/acetonitrilo/isopropanol (NGUYEN et al., 2007),
metanol/ acetonitrilo/acetato de sodio/acido acético (Zaied et al, 2009), acetonitrilo/acido
acético/acetato de sodio (Sangare-Tigori et al., 2006) e metanol/acetonitrilo/agua/acido acético
(Almeida et al., 2012). A grande maioria dos autores utiliza colunas C18 (Almeida et al.,, 2012;
Arne Dibecke, 2014; Bansal et al,, 201 |; Gonzalez et al., 2006; Igbal et al., 2016; Juan et al.,
2008; Lim et al., 2015; NGUYEN et al.,, 2007; Pena et al., 2005; Sangare-Tigori et al., 2006; Vega
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et al., 2009; Zaied et al., 2009; Zinedine et al., 2007). Relativamente aos comprimentos de onda

de excitagdo (A exc.) usados, variaram entre 330 e 335 nm e os comprimentos de onda de

emissao (A em.) variaram entre 460 e 476 nm (Almeida et al., 2012; Bansal et al,, 201 |; Igbal

et al, 2016; Lai et al., 2015; NGUYEN et al., 2007; Pena et al., 2005; Zaied et al., 2009).
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PARTE B- EXPERIMENTAL



I. Objetivo

O estudo decorreu no Laboratério de Bromatologia, Hidrologia e Nutricao da Faculdade de
Farmacia da Universidade de Coimbra e no Laboratério de Biologia Celular e Molecular da
Escola Universitaria Vasco da Gama tendo como principal objetivo a pesquisa da micotoxina,

OTA em diferentes amostras de arroz.
2. Materiais e métodos
2.1. Amostragem

Foram analisadas 42 amostras de conveniéncia de arroz. Destas, 20 foram adquiridas em
estabelecimentos comerciais da cidade de Coimbra, e 22 foram cedidas por produtores. A
colheita das amostras foi realizada no periodo que decorreu entre setembro de 2019 e julho
de 2020, em Portugal continental, abrangendo, no entanto, diferentes regides de produgao e

varios paises.

Das 20 amostras adquiridas em estabelecimentos comerciais, 16 eram de arroz branqueado e
4 de arroz integral. No que diz respeito ao tipo, 5 sao agulha, 4 basmati, 2 thai, 2 thai jasmine,
| sushi, | negro, | selvagem, | aromatico Punjab, | carolino e 2 extra longo. Das amostras

adquiridas na superficie comercial, 7 foram produzidas na Europa, 4 na América e 9 na Asia.

Das 22 amostras cedidas por produtores, | | eram de arroz branqueado e | | de arroz integral.
Relativamente a regiao de produgao, |2 eram oriundas da regiao do Mondego, 8 do Tejo e 2

do Sado.

Apos colheita das amostras, as mesmas foram devidamente caracterizadas de acordo com o
tipo de arroz, a marca/variedade e o Pais/ regiao de produgao. A Tabela 6 sumaria a

caracterizagao das amostras incluidas no presente estudo.

As amostras conservaram-se a temperatura ambiente, protegidas da luz, até ao momento da

sua analise.
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2.2. Reagentes e solucdes

A anidlise quantitativa de OTA nas amostras de arroz foi realizada através de um método
imunoenzimatico ELISA em formato competitivo, tendo-se usado um teste kit RIDASCREEN®
Ochratoxin A 30/15, R1312 (R-Biopharm, Darmstadt, Alemanha). A preparagao das amostras

foi realizada de acordo com a metodologia descrita no manual do teste.

No kit encontravam-se disponibilizados os seguintes reagentes e solugoes que se utilizaram:

- Placa de microtitulagao de 96 pogos;

- Reagente de extragao (ECO extractor) concentrado que foi posteriormente diluido
com agua destilada 1:10;

- Padrao | - 0 u g/L;

- Padrao 2 - 0.03 n g/L;

- Padrao 3 - 0.1 ug/L;

- Padrao 4 - 0.3 u g/L;

- Padrao 5 - | ug/L;

- Padrao 6 - 3 u g/L;

- PBS tween para lavagem (wash buffer). O sal tampao foi posteriormente dissolvido num
litro de agua destilada;

- Conjugado;

- Substrato;

- Solugao Stop.
2.3. Equipamentos

No decorrer da analise utilizaram-se os seguintes equipamentos:
- Espectrofotometro de placa de microtitulagao (450 nm);
- Centrifugadora Sigma3-16K;
- Agitador horizontal Edmund Buhler 7400 Tubingen;
- Moinho de café Kunft;
- Balanga Mettler toledo;

- Vortex z x3 Advanced vortex mixer.
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2.4. Procedimento experimental
2.4.1. Extracao arroz

Todos os reagentes e amostras foram trazidos a temperatura ambiente (20-25°C) e todo o
material de laboratério foi higienizado e desinfetado, por forma a minimizar a contaminagao

das amostras.

As amostras foram trituradas e de seguida pesados |10 g de cada amostra num tubo de vidro
de centrifuga, devidamente tarado e identificado. Adicionou-se 50 ml de reagente de extragao
(ECO extractor) diluido. De seguida agitou-se no vortéx, durante |10 segundos. Posteriormente,
as amostras foram colocadas num agitador horizontal, a 420 rpm, durante 5 minutos. Em
seguida, foram colocadas a centrifugar durante 5 minutos, a 3500 g, a temperatura ambiente.
Finalmente, transferiu-se | ml do sobrenadante de cada extrato para um vial ao qual se

adicionou | ml da solugao tampao de lavagem (wash buffer).
2.4.2. Quantificacao pelo Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

Foram registadas todas as posigoes das solugoes padrao e dos extratos das amostras na placa

de microtitulagao.

Adicionou-se, em duplicado, 50 pL das solugoes padrao (0; 0,03; 0,1; 0,3; | e 3 pg/L) e dos
extratos das diferentes amostras aos pogos respetivos. De seguida, adicionou-se 50 pL do
conjugado e a microplaca foi entao cuidadosamente agitada e incubada, durante 30 minutos,

sem presenga de luz (utilizagao de papel de aluminio), a temperatura ambiente (entre 20 e

25°C).

Apos o término do periodo de incubagao, os pogos foram esvaziados por inversao, por trés
vezes, batendo vigorosamente o suporte da microplaca contra papel absorvente para garantir
a remogao completa de todo o liquido. Prosseguiu-se com o procedimento de lavagem dos
pogos com a solugao tampao de lavagem, em 3 ciclos, sendo sempre descartado o liquido na

totalidade.

Em seguida, adicionou-se 100 pl de substrato cromogéneo a cada pogo e agitou-se
cuidadosamente a microplaca ficando a incubar durante |5 minutos, sem presenca de luz

(utilizagao de papel de aluminio), a temperatura ambiente (entre 20 e 25°C).
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Finalmente, adicionou-se 100 pl da solugao STOP de modo a interromper a reagao do
substrato com a enzima e procedeu-se, de imediato a medi¢do da absorvancia a um

comprimento de onda de emissao (A em.) de 450 nm.

Para avaliacido dos resultados de absorvancias obtidas no imunoensaio enzimatico foi utilizado
o software RIDASOFT.Win.net. O cilculo realizado em determinagoes duplas através de uma

fungao spline cubica.
3. Resultados e discussio

Este ensaio imunoenzimatico ELISA permite uma elevada especificidade e um reduzido tempo
de andlise. O principio do teste baseia-se na reagao antigénio-anticorpo. Os pocos da placa de
microtitulagao sao revestidos com anticorpos especificos para a OTA. Apods a adigao dos
padroes de OTA, dos extratos das amostras e do conjugado enzimatico, a OTA livre e
conjugada com a enzima competem entio pela ligagao ao anticorpo (imunoensaio enzimatico
competitivo). Qualquer conjugado de enzima nao ligado é entio removido na etapa de
lavagem. Apos adigdo do substrato/cromogéneo aos pogos e incubagao, o conjugado
enzimatico ligado converte o cromogéneo numa solucgao azul. A adigao da solugao STOP leva
a uma mudanga de cor para amarelo. A medigao da absorvancia é feita fotometricamente a
450 nm, sendo inversamente proporcional a concentracao de OTA no padrao ou nos extratos

das amostras.

A metodologia utilizada ja se encontrava previamente validada pela marca que disponibiliza o
kit ELISA.O limite de detecao (LOD) descrito no manual do teste kit é de 0,8 u g/kg para

arroz. A percentagem de recuperagao indicada em amostras fortificadas variou entre 75-130%.

Os LODs descritos na literatura, em estudos com recurso ao método ELISA, variam entre
0,025 e 0,625 1 g/kg. Nos estudos apresentados, que recorreram a métodos cromatograficos,
os valores de LOD variam entre 0,01 e 2,4 1 g/kg. O LOD descrito no manual, 0,8 u g/kg, é

considerado satisfatorio tendo em conta a matriz em analise, dado que é da mesma ordem de

grandeza dos valores encontrados em outros estudos (Buyukunal, Kahraman e Ciftcioglu,
2009; Ghali et al., 2008; Gonzalez et al., 2006; Lim et al., 2015; Rahimi, 2016; Sangare-Tigori et
al., 2006; Vega et al., 2009).

Relativamente a curva de padriao obtida (Figura 7), no ensaio realizado (B), a média do
coeficiente de variagao (CV) foi de 2,5%, sendo o valor mais elevado de 6%. No controlo de
qualidade do teste (A) foi descrito um CV médio de 1.5%.
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Figura 7: Curva padrdo obtida no controlo de qualidade do teste (A) e no ensaio realizado (B).
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Para avaliacao dos resultados de absorvancias obtidas no imunoensaio enzimatico foi utilizado
o software RIDASOFT.Win.net. O cilculo realizado em determinagoes duplas através de uma

funcao spline cubica.

No presente estudo, das 42 amostras analisadas, nenhuma apresentava contaminagao por

OTA.

A contaminagao por micotoxinas no arroz € geralmente menor do que no trigo ou milho
(Tanaka et al.,, 2007). Comparando com estudos anteriores (Tabela 3), a incidéncia reportada
nos mesmos foi maior. No entanto, num estudo anteriormente realizado em Portugal, em que
foram analisadas 42 amostras de arroz portugués de diferentes origens, nenhuma das amostras
analisadas apresentou contaminagao por residuos de OTA acima do limite legal e apenas 14%

das amostras continham residuos em niveis detetaveis (Pena et al., 2005).

As micotoxinas estao sujeitas a regulamentagao em muitos paises, para limitar sua presenga
em alimentos, nomeadamente no arroz. Os resultados atuais podem justificar-se pela aplicagao
de boas praticas agricolas e de produgao, armazenamento e distribuicio do arroz (Ferre,

2016).
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CONCLUSOES

Nenhuma das amostras de arroz analisadas apresentam contaminagao por OTA. Assim, os
resultados mostram que os niveis de OTA no arroz estiao abaixo dos limites regulamentares

e os produtos de arroz sao seguros.

As micotoxinas estdo sujeitas a regulamentagdo em muitos paises, para limitar sua presenga
em alimentos, nomeadamente no arroz. Os resultados atuais podem justificar-se pela aplicagao

de boas praticas agricolas e de produgao, armazenamento e distribuicao do arroz.

No entanto, sendo o arroz um dos alimentos base da alimentacao mundial e atendendo aos
resultados obtidos noutros estudos, € necessario continuar a monitorizar a exposicao da
populagao a OTA por forma a proteger a satide publica. Além disso, deve-se investigar também
a contaminagao com outras toxinas de Penicillium, como por exemplo a citrinina, nao apenas
por isolados de P. citrinum, mas também por isolados de P. verrucosum. Deve notar-se que a
citrinina e OTA atuam de forma sinérgica e a co-ocorréncia de ambas foi relacionada com a

nefropatia endémica dos Balcas.
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