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DE TOXINAS A presente invengao proporciona um aparelho que
permite medir a fluorescéncia de micotoxinas separadas pelo método
de cromatografia por camada delgada (CCD). Particularmente, o
aparelho também permite ajustar esta precisdo a outros valores de
acordo as circunstancias e as necessidades. Em especial o referido
aparelho proporciona uma analise com maior precisdo das placas de
CCD, armazenando dados sobre fluorescéncia de micotoxinas que
degradam com o tempo, podendo ser aplicado em diversas areas tais
como controle de processos industriais de elaboragédo de alimentos e
produtos derivados e, adicionalemnte, na avaliagdo de teores que se
adaptem a legislagéo de paises importadores.
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Relatério Descritivo de Patente de Invencao

APARELHO E METODO PARA DETERMINACAO DE TOXINAS

Campo da Invencao

A presente invencdo consiste em um aparelho que permite medir a
fluorescéncia de micotoxinas separadas pelo método de cromatografia por
camada delgada (CCD), para uso em controle de processos industriais de
elaboracao de alimentos, produtos derivados e, adicionalmente, na avaliagéo
de teores que se adaptem a legislagdo de paises importadores. O método
utilizado é o de fotometria fotografica com detector digital de carga acoplada
(DCA). Particularmente, o referido aparelho é capaz de produzir uma superficie
iluminada com uma uniformidade de 1%. O aparelho também permite ajustar

esta precisdo a outros valores de acordo as circunstancias e as necessidades.

Antecedentes da Invencao

Micotoxinas sédo metabdlitos secundarios de fungos, prejudiciais a saide
do homem e/ou animais. Elas podem ser produzidas em diferentes tipos de
alimentos, antes ou depois da colheita. Os principais fungos de campo estdo
representados por espécies dos géneros Fusarium, Alternaria, Cladosporium e
os fungos de armazenamento por espécies dos géneros Aspergillus e
Penicillium. As espécies dos géneros Aspergillus (mais de 20 espécies)
produzem Aflatoxinas, Ocratoxinas, Patulina, etc. As do género Penicillium
(pelo menos 16 espécies) produzem Ocratoxinas, Citrinina, etc. e o género
Fusarium (pelo menos 9 espécies) produz Zearalenona, Fumonisinas,
Tricotecenos, etc. '

Muitos sd@o os fatores que favorecem o desenvolvimento de fungos e
também a produgéo das micotoxinas. Entre os fatores intrinsecos, pode-se citar
linhagem do fungo, pH, atividade de agua e a composicdo do substrato. Além
destes, os fatores extrinsecos, tais como umidade e umidade relativa,
temperatura e danos mecanicos tem alto significado na contaminagéo fungica e
por micotoxinas.
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Apenas alguns destes fungos s&o regularmente pesquisados em
alimentos e rages animais. Eles diferem entre si quanto a estrutura quimica e
quanto a sua atividade. A acdo toxicoldgica pode ser de carater agudo ou
cronico e ainda ser carcinogénica, teratogénica (ma formagéo do feto) ou
mutagénica, podendo também atingir o sistema imunolégico.

As micotoxinas séo relevantes do ponto de vista toxicolégico e muitos
séo os estudos relacionados. O estabelecimento de limites pelas legisla¢des de
diversos paises pode representar barreiras econémicas para 0s paises
exportadores. A Ocratoxina A e a Patulina sdo exemplos atuais, envolvendo a
exportacéo do café e de suco de magé, respectivamente.

A seguir serdo citados os efeitos téxicos das principais micotoxinas:

Ocratoxina A (OTA): produzida por Penicillium. verrucosum, Aspergillus.

ochraceus e Aspergillus. carbonarius.

A ocratoxina A € um metabodlito secundario freqiientemente encontrado
como contaminante em alimentos e ragdo animal. Mais recentemente, foram
descritos evidéncias de uma possivel correlagdo entre ocratoxina A e
desenvolvimento de tumores do trato urinario de seres humanos na Bulgaria.

» Sintomatologia em galinhas: retardo da maturagdo sexual e diminuigéo

da produgao de ovos.

» Sintomatologia em suinos e cées: acimulo de gordura no figado e sérios

danos renais.

¢ Sintomatologia em humanos: reducgéo das fungdes renais, retengéo de

s6dio e hipertensao (por associagao).

Diferente das Aflatoxinas, a Ocratoxina A nao fica acumulada no organismo.
OTA pode ter atividade carcinogénica, mutagénica, teratogénica, nefrotéxica e
imunotoéxica.

Fumonisinas: produzidas por Fusarium moniliforme, F. proliferatum, F.
subglutinans, F. verticillioides.

e Induzem lesdo cerebral em equinos (LEME), edema pulmonar em

suinos, imunodepressdo em aves, nefrose em ovinos, trombose
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cardiaca em babuinos, toxicose em peixes, carcinogenicidade hepatica
em ratos e camundongos.

e Em humanos, o cancer de es6fago vem sendo associado a ingestao
freqiente de produtos derivados de milho contaminados com
fumonisinas.

Aflatoxinas: produzidas por Aspergillus flavus (B1 e B2), A. parasiticus
(B1, B2, G1 e G2 A. nomius (B1,B2,G1e G2).

~ Existem varios tipos de aflatoxinas, sendo que todas estas substancias
sao altamente toxicas por inalagao, ingestdao e contato com pele e olhos, e
todas elas tém um alto poder cancerigeno. No entanto, existe uma que se
destaca de todas as outras: a aflatoxina B1, esta é considerada uma das
moléculas quimicas conhecidas, mais cancerigenas se nhdo a mais
cancerigena.

Pode provocar aflatoxicose aguda em animais O inapeténcia, apatia,
distarbios nervosos, alta mortalidade em animais jovens.

¢ Sintomatologia em animais: redugéo de crescimento e perda de peso,
entre outros.

Também pode lavar a aflatoxicose crénica O neoplasmas de rim, pulméo
e intestino, hepatocarcinoma.

Adicionalmente, tem relagdo com carcinogénese em animais e humanos.
As aflatoxinas s@o consideradas carcinogénicas para humanos (Grupo 1) de
acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC)

¢ Sintomatologia em humanos: falha do figado devido a destruicao de
células, hemorragias e alteragdes de fungdes nervosas.

Patulina: produzida por P. expansum, A. clavatus e Byssochlamys nivea.

e Resultados de estudos toxicolégicos avaliados pelo Food and Drug
Administration (FDA-USA) demonstraram que repetidas administragoes
de doses orais de patulina, em torno de 1,5 mg/Kg de peso corporeo,
‘causaram a morte prematura em ratos. '

A toxicidade foi avaliada em 1990 e revisada em 1995 pelo Joint Expert
Committee on Food Additives (JECFA). Baseado em resultados experimentais
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foi concluido que a patulina é genotdxica, mas ndao ha evidéncias para a
carcinogenicidade em animais de experiéncia.

A patulina tem se tornado um indicador de qualidade de frutas usadas
para a produgdo de sucos de macga. A cuidadosa selegdo, lavagem e
classificagéo das frutas & o fator mais importante na redugédo da contaminagao
de micotoxinas durante a produgéo.

Em vista da crescente produgdo de maga no Brasil, principalmente dos
cultivares Gala e Fuji, aliada a contribuicdo da Regido Sul, que produz cerca de
90% da fruta, a avaliagdo sobre a contaminagéo' com patulina nos frutos
comercializados torna-se um fator importante para garantir o fornecimento de
frutos de qualidade a populagado e, principalmente, produtos derivados de
qualidade, lembrando que para os sucos sdo utilizados frutos em estado
adiantado de deterioragéo.

Muitos fatores biolégicos contribuem para a ocorréncia de micotoxinas
na cadeia alimentar, com énfase a susceptibilidade dos vegetais a infecgdo
fungica, assim como fatores ambientais constituidos de temperatura, umidade
e danos mecéanicos durante colheita e estocagem. Somam-se ainda os
problemas oriundos de avango tecnoldgico, que visando a comercializagéo
internacional, estocam os frutos nos periodos de entressafras sob condigées
que permitem o desenvolvimento de fungos psicrotréficos, representados por
Penicillium spp.

Por outro lado, na Astronomia, o conhecimento adquirido vem da analise
da luz emitida pelos astros. Todo o conhecimento adquirido ao longo de
milénios foi sendo aperfeicoado pela sofisticagdo dos métodos de detecgéo e
andlise da radiag&o eletromagnética. Uma grande evolugdo se conseguiu com
a invengdo da chapa fotografica por Daguerre, que foi imediatamente
introduzida na Astronomia. Ela produziu mudangas fantasticas, das quais a
mais importante foi, provavelmente, a descoberta da expansao do Universo 'por
parte de Hubble & Humanson entre 1920 a 1930. Um avango posterior veio nos
anos 70-80 com a introducdo dos detectores de carga acoplada, com

sensibilidade (eficiéncia quantica) 5 a 10 vezes maior que a das chapas
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fotograficas somado a outras duas propriedades fundamentais que eles
apresentam: a) a linearidade e b) o fato de serem digitais, tanto na
quantificagdo do estimulo (contagem de numero de foétons), quanto na
uniformidade espacial da sua resposta (estrutura de arranjo uni o bi-
dimensional de pixels). Estes detectores sdo hoje amplamente usados em
ciéncias do espago, geociéncia, medicina, engenharia, etc.

O condicionamento basico imposto pelo cosmos € que o astrénomo nao
pode madificar as condi¢ées das fontes a serem estudadas. Esta diferenca é
marcante com as experiéncias de laboratério da Fisica, da Quimica e outras
ciéncias onde as condigdes do objeto de estudo podem ser modificadas. Uma
observagao astrondmica requer condi¢cdes de maior eficiéncia dos instrumentos
de medida, menor brilho e maior uniformidade do fundo do céu em torno dos
objetos a serem estudados. Esta idéia norteou o desenvolvimento da invengao
aqui apresentada. .

Tradicionalmente, micotoxinas sdo analisadas por cromatografia por
camada delgada (CCD), sendo a determinagao considerada semiquantitativa,
mas aceita internacionalmente, A visualizagdo por luz UV e a quantificagdo por
comparagdo com quantidades conhecidas do padrao era efetuada a olho nu,
sendo fundamental o treinamento do pesquisador ou do técnico do laboratério.
Por outro lado, a inspegdo a olho nu das micotoxinas separadas por
cromatografia de camada delgada apresenta as seguintes deficiéncias:

1- A analise ocular por comparagdo de amostras com padroes € semi-
quantitativa.

2- O olho humano, quando visto como detector, ndo apresenta
comportamento linear, mas logaritmico. Ele consegue, porém, fazer
avaliagdes comparativas razoaveis.

3- As micotoxinas, em placas CCD, sofrem uma degradagéo temporal, nao
permitindo seu arquivamento para visualizagdo/medigdo posterior nas
mesmas condi¢gbes, comparagdao com outras amostras, apresentagao
em coléquios e seminarios nem a analise e discussdao por parte de
outros pesquisadores e interessados em geral, etc.
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4- O olho humano tende a detectar com maior facilidade contrastes de
brilho do que valores absolutos dos mesmos. Assim sendo, a qualidade
descrita no ponto 2, vé-se afetada se as condi¢cbes de iluminagao das
amostras e padrées em estudo ndo tem um fundo uniformemente
iluminado (padrées e amostras colocados sob fundos com brilhos
diferentes), e se esta iluminagéo for excessiva (o olho fica ofuscado ou
saturado) ou finalmente houver iluminagdo espuria, proveniente de
reflexos laterais indesejados. | '

Sendo assim, a presente invengao visa proporcionar um aparelho qué
permite medir a fluorescéncia de micotoxinas separadas pelo método de
cromatografia por camada delgada (CCD), inspirada em conhecimentos
astronémicos para o melhoramento das condigdes de andlise dos objetos
estudados. O referido aparelho pode ser aplicado no controle de processos
industriais de elaboragado de alimentos e produtos derivados e, adicionalmente,
na avaliagcdo de teores que se adaptem a legislagdo de paises importadores.
Além disso, o aparelho apresenta ainda a vantagem de ter custos mais baratos
quando comparados aos custos de manutengdo de métodos alternativos de
analise tais como, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, Cromatografia
Gasosa e Eletroforese Capilar. Em especial outra vantagem deste aparelho € o
registro fotografico para arquivo e estudos posteriores existindo ainda a
perspectiva de utilizar o equipamento também para a analise de Fumonisina.

Vale ressaltar que a fotografia digital foi utilizada pelos autores Zhang &
Xinggang (2006, Journal of Chromatography) com um dispositivo classico de
deteccéo visual, cujo principal problema é a ndo uniformidade da iluminagéo
das amostras. Com efeito, estes autores reportam uma n&o uniformidade da
ordem de 50% no gradiente de luz das suas fotografias. Estes autores propdem
uma solugdo baseada em equalizagdo do fundo (background) das fotografias
das placas cromatograficas através de softwares. Entretanto, essa sugestdo
nao resolve o problema da iluminagdo desigual do campo da placa, que pode

afetar a proépria fluorescéncia dos padroes e das amostras.
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Na literatura patentaria foram encontrados alguns documentos que
circunscrevem o tema. O documento Pl 0211116-0 revela um ensaio
homogéneo e kit de ensaio para a determinagdo de aflatoxinas em produtos
agricolas. O referido ensaio determina o teor de aflatoxina usando a técnica de
polarizagdao de fluorescéncia na qual um solvente é usado para extrair
aflatoxinas de uma amostra do produto agricola. Em seguida, uma mistura é
preparada combinando-se o extrato com um rastreador € com um anticorpo

monoclonal especifico para aflatoxina. O rastreador liga-se ao anticorpo

monoclonal para produzir uma mudanga detectdvel na polarizagdo de

fluorescéncia. O referido rastreador é preparado conjugando-se uma oxima de
aflatoxina a um fluoroforo adequado a polarizagédo de fluorescéncia. A medida
da concentragdo de aflatoxina da mistura pode ser calculada usando uma
curva padréo obtida medindo se a polarizagado de fluorescéncia de uma série
de solugGes de aflatoxina de concentragéo conhecida.

O documento Pl 9106888-6 refere-se a uma correlagdo entre

aglutinacdo de aflatoxinas B1 sobre argilas cruas de montmorilonita.

Adicionalmente, trata da razdo entre acidez superficial e porosidade para locais
de acidez supefficial cujos valores de pka estejam na faixa de 5,0 a 6,8 e
porosidade para poros cujos didmetros estejam na regido de 50 a 600 A. Esta
informagdo propicia um método para pré-selecionar aditivos de argila para
ragbes animais que possuam capacidade mais elevada de aglutinagdo de
toxinas.

O documento Pl 0207398-6 refere-se a microorganismos para a
inativagdo biol6gica de micotoxinas tais como ocratoxinas e zearalenons, dos
produtos alimenticios e ra¢bes. O microorganismo para a inativagdo, em
particular, de ocratoxinas é selecionado do grupo que compreende bactérias
elou leveduras, o qual cliva 0 grupo de fenilalanina das micotoxinas.

O documento US 6,248,382 trata de um processo para a reducdo de
patulina em sucos de frutas. O processo consiste em passar 0 suco por um
material contendo resina apresentando microporos de menos do que 20 A.

Durante a passagem do suco pelos poros a patulina fica retida na superficie
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devido a forgas de quimisorg¢ao. A resina pode ser regenerada posteriormente
através da passagem de uma solugéo com elevado pH.

O documento EP 1,787,698 A1 refere-se a uma coluna de analise com
afinidade para aflatoxinas, fumonisinas, ocratoxinas e zearalenons. A coluna
contém pelo menos uma unidade de resina tendo afinidade especifica para
ocratoxinas e, além disso, a coluna contém cerca de 0,95 a 1,05 unidades de
resina ligadas a anticorpos com especificidade para zearalenons. Cerca de 1,9
a 2,1 unidades de resina com anticorpos para aflatoxinas e de 2,8 a 3,2
unidades com anticorpos para fumonisinas. A remogao das toxinas se d4 pela
passagem da amostra pela coluna e pela fixagdo das micotoxinas aos seus
respectivos anticorpos.

O documento Pl 0102504-0 trata de composigbes e métodos para a
remogao de micotoxinas de ragdo animal. As composigdes visam reduzir ou
melhorar a adsor¢gdo de uma variedade de micotoxinas em ragdes animais,
melhorando, desta forma, a qualidade nutricional das ragées e a subsequente
salude e performance dos animais que a consomem. Basicamente sao
compostas de uma combinagdo de um extrato de parede celular de levedura
modificada e uma argila mineral, sendo que, esta combinagdo tem um efeito
aditivo fixador/adsorvente para reduzir a contaminagdo de micotoxinas em
ragbes animais, administrada para estes em quantidades suficientes para
desativar as micotoxinas presentes nestas ragées. A mistura de parede celular
da levedura - extrato/argila pode ser misturada com as ragdes, incorporadas
diretamente nas ragdes peletizadas ou administradas diretamente aos animais.

O documento Pl 9813185-0 refere-se a um processo para remogao das
micotoxinas a partir de um carregamento de café verde. Introduz-se café verde
em um recipiente onde é submetido a uma mistura continua nas condigées de
temperatura variando entre a temperatura ambiente e valores préximos de
120°C. Vapor d'agua € introduzido no referido recipiente até que os graos de
café simples tenham se tornado porosos e permeaveis de modo que as
micotoxinas possam ser removidas por extragdo com um solvente em um

ambiente acido.
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O documento Pl 9509399-0 trata de um condicionador de ragédo para a
inativagcdo de micotoxinas. O processo se resume a uma preparacido de
enzimas obtidas a partir de organismos produtores de enzimas dos grupos de
plantas, bactérias, leveduras ou protozoarios em uma dosagem de 0,1 até 3
kg/1000 kg de ragao. Adicioanelmente, os organismos produtores de enzimas
sao selecionados dentre os grupos que possam formar epoxidases e/ou
lactonases.

Do que se depreende do estado da técnica encontrado, as solugdes
apresentadas para o problema em questao foram baseadas no uso de métodos
de inibicao/inativagéo e remogao total ou parcial de micotoxinas. Entretanto, o
presente invento difere destes documentos por quantificar micotoxinas a partir
do uso de um aparelho inovador inspirado em conhecimentos astronémicos de
modo a melhorar as condi¢gdes de analise.

A literatura patentaria analisada ndo antecipa nem sugere, ainda que
indiretamente, qualquer dos objetos da presente invengéo.

Objetivos da Invencido

E um objetivo da presente invengdo proporcionar um aparelho que
permite medir a fluorescéncia de micotoxinas separadas pelo método de
cromatografia por camada delgada (CCD).

Em especial, o método utilizado para determinagéao das micotoxinas é o
de fotometria fotografica com detector digital de carga acoplada (DCA).

Em um aspecto, sendo, portanto, outro objeto da presente invencgéo, é
proporcionado um aparelho para determinagdo de micotoxinas capaz de
produzir uma iluminagao tecnicamente mais préxima da ideal na area onde sao
posicionadas as placas de CCD.

E um outro objetivo da presente invengao, proporcionar um aparelho que
produza uma iluminagdo uniforme, neste caso, estabelecida num contraste
centro-borda da ordem de 1%. |

Adicionalmente, as micotoxinas identificaveis pelo aparelho objeto da

presente invengdo, podem ser escolhidas, ndo se limitando apenas ao do
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grupo que compreende Patulina, Aflatoxina B1, Ocratoxina A, Fumosina e
quaisquer outras que produzam fluorescéncia quando submetidas a luz UV.

Em um outro aspecto da presente invengdo é proporcionado um
aparelho que permite a determinagé@o de micotoxinas para uso em controle de
processos industriais de elaboragdo de alimentos, produtos derivados e,
adicionalmente, na avaliagdo de teores que se adaptem a legislagao de paises
importadores. -

Estes e outros objetos da presente invencgado ficardo mais evidentes a
partir da descri¢do detalhada da invengéo, que permitira, com o auxilio das
Figuras, um melhor entendimento.

Breve Descricao das Figuras

Figura 1 — Mostra uma visao explodida do aparelho, na qual se observa
a camera fotografica (1), a fonte de luz (2) com 4 (quatro) lampadas, a torre (3)
com 4 (quatro) faces, as bandejas (4) e o gabinete externo (5).

Figura 2 — Mostra uma viséo lateral do aparelho montado, deixando clara
a posicao de cada uma das partes que compdem o referido aparelho.

Descricao Detalhada da Invencao ,
A presente invengdo sera exposta a seguir em detalhes. O exemplo

descrito a seguir € uma mera concretizagao preferencial da invengdo, nao
devendo ser compreendido como limitante de invengdo. Variagdes ou
concretizagbes similares devem ser consideradas como dentro do escopo da
invencao.

A presente invengdo refere-se a um fotémetro para quantificar a
fluorescéncia de micotoxinas separadas por Cromatografia de Camada
Delgada (CCD). O método utilizado é o de fotometria fotografica com camera
digital com detector de carga acoplada (charged coupled device). A principal
caracteristica do aparelho € a de produzir uma superficie iluminada com uma

uniformidade da ordem de 1%, cujos detalhes serdo revelados no Exemplo 1,
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que pode ser ajustada a outros valores de acordo as circunstancias e as
necessidades.

As placas de CCD das amostras e dos padrées de micotoxinas sao
uniformemente expostas a radiacao ultravioleta de comprimento de onda longo,
aproximadamente, 365 nm. A fluorescéncia da micotoxina é fotografada com a
camera digital (2), e posteriormente a fotografia & analisada para sua
quantificagdo com software especifico. O aparelho foi desenvolvido sob a
filosofia que norteia o estudo de fontes luminosas césmicas muito fracas em
Astronomia, onde é necessario extrair o maximo de informagéo, sem poder agir
na prépria fonte, mas podendo modificar as condi¢bes da observagao, como as
condigdes da uniformidade da iluminagao do céu, a qualidade dos aparelhos de
medida, etc.

Amostra

Amostras adequadas na presente invengdo incluem placas de CCD
contendo toxinas, em especial micotoxinas, e mais especificamente as
micotoxinas Patulina, Aflatoxina B1, Ocratoxina A € Fumonisina. Vale ressaltar
que ndo somente toxinas podem ser quantificadas pelo método da presente
invengao, mas sim qualquer substancia passivel de separagao através de CCD
e que emita luz quando irradiada com luz UV.

Aparelho Detector

O aparelho da presente invengao é composto de:

a) Dispositivo registrador de imagem (1) — Dispositivos Uteis na presente
invengdo incluem, mas nao se limitam a cameras fotograficas,
preferencialmente cameras fotograficas digitais, cameras fiimadoras, entre
outras. O dispositivo registrador de imagem & posicionado no eixo
perpendicular a amostra

b) Fonte de luz UV (2) — a fonte de luz UV é composta por lampadas
capazes de emitir feixes de luz no comprimento correspondente ao ultravioleta.
Ela pode ter qualquer formato, podendo ser cilindrica, ou esférica. Mais de uma

lampada pode ser utilizada, e sua disposi¢cdo deve ser simétrica ao eixo
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perpendicular & amostra. Preferencialmente sado utilizadas 4 lampadas
cilindricas com 15 cm de comprimento.

¢) Torre (3) — a torre compreende uma pluralidade de venezianas que
tem a finalidade de eliminar a luz espuria. Essas venezianas podem ter sua
inclinagao regulada e tal inclinagao varia numa faixa que vai de 0° (posigao
vertical) a 90° (posigdo horiiontal), preferencialmente 15° a 80°. Ainda, quanto

mais proxima a veneziana da fonte de luz UV, maior 0 angulo de inclinagao da

~ veneziana.

d) Bandeja para posicionamento da amostra (4) — a amostra de CCD
sera posicionada no interior da torre através da bandeja (4).
Método para detecc@o de toxinas

A presente invengdo compreende ainda um método para determinagao
de toxinas caracterizado por compreender as etapas de:
a) posicionar uma amostra dentro de um aparelho para determinagao de
toxinas compreendendo:
i. um dispositivo registrador de imagem;
ii. uma fonte de luz UV;
ili. uma torre compreendendo uma pluralidade de venezianas;
iv. uma bandeja para posicionamento da amostra;
b) iluminar a amostra com a fonte de luz UV,
c) registrar a imagem da amostra iluminada pela fonte de luz UV com o
dispositivo registrador de imagem; e
d) quantificar a amostra na imagem registrada através de meios
adequados. _
Em especial, o posicionamento da amostra é feito através de uma
bandeja. Ainda, a etapa de quantificacdo é realizada preferencialmente por

meios computacionais, atraves de softwares.

Exemplo 1 — Estrutura do aparelho

A estrutura do aparelho é descrita com base na Figura 1. As amostras
depositadas em uma das duas bandejas (4) sdo iluminadas com luz UV
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proveniente da fonte (2). A fluorescéncia das amostras & registrada pela
camera fotografica (1). A uniformidade da iluminagdo das amostras é atingida
com uma distancia entre as fontes de luz e a amostra com a distribuicdo das
lampadas em forma simétrica em torno do eixo perpendicular a placa
cromatografica. Normalmente, para lampadas (2) de 15 cm de comprimento
com a disposicao da Figura 1, uma distdncia de 1 m proporciona uma
uniformidade de iluminag&o dos raios que incidem diretamente na amostra da
ordem de 1% sobre uma superficie de 10 cm x 10 cm. A quantidade de luz
espuria constituida pelos raios in‘diretos € muito grande. Para evitar que a luz
espuria atinja as placas, se introduz uma armadilha de luz através da torre (3)
com basculas ou venezianas, com inclinagao variavel. No caso da presente
invengdo a inclinagdo é de aproximadamente 80 graus nas proximidades da
lampada e de aproximadamente 15 graus na base da torre. A Figura 2 constitui
um corte lateral onde se observa a torre (3) com basculas montadas e a
disposi¢cdo simétrica das lampadas (2), bem como o posicionamento das
bandejas (4) no gabinete externo (5).

Adicionalmente, a presente invengdo pode ser utilizada para a
determinagdao de Patulina em macas e sucos derivados, e também na
determinacdo de Aflatoxina B1 e Ocratoxina A em amendoim. Existe ainda a
perspectiva de utilizar o equipamento também para a analise de Fumonisina.
No caso da Patulina atinge-se um limite de detecgdo de 1 (um) nanograma com
o aparelho revelado na presente invencgdo, em quanto que nas analises com
visualizagdo a olho nu este limite era de 10 (dez) nanogramas. Os testes de
recuperagao evidenciaram valores de 9511 %. O aparelho apresenta ainda a
vantagem do registro fotografico para arquivo e estudos posteriores.

Os versados na arte valorizardo imediatamente os importantes
beneficios decorrentes do uso da presente invengdo. Variagbes nas formas de
concretizar o conceito inventivo aqui exemplificado devem ser compreendidas

como dentro do espirito da invencdo e das reivindicagbes anexas.
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Reivindicag¢des

APARELHO E METODO PARA DETERMINACAO DE TOXINAS

1) Aparelho para determinagdo de toxinas caracterizado por
compreender:

a) um dispositivo registrador de imagem,

b) uma fonte de luz UV;

¢) uma torre compreendendo uma pluralidade de venezianas,

d) uma bandeja para posicionamento da amostra;
onde o dispositivo registrador de imagem estd posicionado sobre o eixo
perpendicular a amostra e a fonte de luz UV esta disposta de forma simétrica
em relagdo a amostra.

2) Aparelho, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
dispositivo registrador de imagem ser uma camera fotografica digital.

3) Aparelho, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pela fonte
de luz UV ser composta de uma pluralidade de lampadas.

4) Aparelho, de acordo com a reivindicagado 3, caracterizado pela fonte
de luz UV ser composta por 4 ldmpadas cilindricas.

5) Aparelho, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelas
venezianas da torre possuirem angulo de inclinagdo que varia em uma faixa de
0° a 90°.

6) Aparelho, de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizado pelo angulo
de inclinagao variar em uma faixa de 15° a 80°.

7) Aparelho, de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizado pelo angulo
de inclinagdo ser maior quanto mais préxima estiver a veneziana da fonte de
luz UV.

8) Aparelho, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pela

amostra ser uma placa de CCD compreendendo toxinas.
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9) Aparelho, de acordo com a reivindicagao 8, caracterizado pelas
toxinas serem micotoxinas escolhidas do grupo | que compreende Patulina,
Aflatoxina, Ocratoxina, Fumosina e mistura das mesmas.

10) Meétodo para determinagéo de toxinas caracterizado - por
compreender as etapas de:

a) posicionar uma amostra dentro de um aparelho para determinagao de
toxinas compreendendo: '

i. um dispositivo registrador de imagem;

ii. uma fonte de luz UV;

ii. uma torre compreendendo uma pluralidade de venezianas;

iv. uma bandeja para posicionamento da amostra;

onde o dispositivo registrador de imagem esta posicionado sobre
o eixo perpendicular a amostra e a fonte de luz UV esta disposta
de forma simétrica em relagdo a amostra

b) iluminar a amostra com a fonte de luz UV,

c) registrar a imagem da amostra iluminada pela fonte de luz UV com o
dispositivo registrador de imagem; e

d) quantificar a amostra na imagém registrada através de meios
adequados. '

11) Método, de acordo com a reivindicagdo 10, caracterizado pelo
dispositivo registrador de imagem ser uma camera fotografica digital.

12) Método, de acordo com a reivindicagdo 10, caracterizado pela fonte
de luz UV ser composta de uma pluralidade de Iémpadas.

13) Método, de acordo com a reivindicagao 12, caracterizado pela fonte
de luz UV ser composta por 4 lampadas cilindricas.

14) Método, de acordo com a reivindicagdo 10, caracterizado pelas
venezianas da torre possuirem angulo de inclinagao que varia em uma faixa de
0° a 90°.

15) Método, de acordo com a reivindicagdo 14, caracterizado pelo
angulo de inclinagao variar em uma faixa de 15° a 80°.
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16) Método, de acordo com a reivindicagdo 14, caracterizado pelo
angulo de inclinagao ser maior quanto mais préxima estiver a veneziana da
fonte de luz UV.

17) Método, de acordo com a reivindicagdo 10, caracterizado pela
amostra ser uma placa de CCD compreendendo toxinas.

18) Método, de acordo com a reivindicagdo 17, caracterizado pelas
toxinas serem micotoxinas escolhidas do grupo que compreende Patulina,
Aflatoxina, Ocratoxina, Fumosina e mistura das mesmas.

19) Método, de acordo com a reivindicacdo 10, caracterizado pela etapa

d) ser realizada por meios computacionais.



1/2

Figuras

S, \
AR\

N, SR w— oot wmann. . T—. S—— — oo staacrte |

NZIg)

y — "
ARG . .
-~ o 3




2/2

Figura 2
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Resumo
APARELHO E METODO PARA DETERMINAGAO DE TOXINAS

A presente invengdo proporciona um aparelho que permite medir a
fluorescéncia de micotoxinas separadas pelo método de cromatografia por
camada delgada (CCD). Particularmente, o aparelho também permite ajustar
esta precisdo a outros vaiores de acordo as circunstancias e as necessidades.
Em especial o referido aparelho proporciona uma andlise com maior precisdo
das placas de CCD, armazenando dados sobre fluorescéncia de micotoxinas
que degradam com o tempo, podendo ser aplicado em diversas areas tais
como controle de processos industriais de elaboragédo de alimentos e produtos
derivados e, adicionalemnte, na avaliagdo de teores que se adaptem a

legislagao de paises importadores.
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