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RESUMO

Disserta¢ao de Mestrado
Programa de P6s-Graduagao em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

COMPARACAO DA EFICIENCIA DE DOIS PLANOS DE
AMOSTRAGEM DE MILHO PARA ANALISE DE MICOTOXINAS
Autor: Adriano Olnei Mallmann
Orientador: Carlos Augusto Mallmann
Santa Maria, 1 de marco de 2012.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a variabilidade e o desempenho de dois planos de
amostragem de milho para quantificacdo de micotoxinas. Amostraram-se 11 lotes de milho,
através de dois planos de amostragem: o manual, utilizando-se o calador graneleiro e o
automatico, utilizando-se a amostragem em fluxo continuo. De cada plano amostral
determinaram-se a variabilidade total e as variabilidades das etapas de amostragem,
preparacao e analise dos resultados de aflatoxinas, fumonisinas e zearalenona em 8§, 11 e 5
lotes, respectivamente. Essas variancias foram comparadas, para cada micotoxina, entre os
dois planos de amostragem utilizando a andlise de variancia multifatorial. As distribui¢des
dos resultados de quantificacdo das aflatoxinas e zearalenona foram comparadas entre quatro
modelos de distribui¢des teodricas. Determinaram-se as probabilidades de aceitagdo e rejeicao
de um lote com determinadas concentragdes de aflatoxinas ou zearalenona, utilizando-se a
variancia e as informagdes da distribui¢do selecionada para montar as curvas caracteristicas
de operagdo (CO). A variancia da amostragem e a variancia total foram menores no plano de
amostragem automadtico para quantificacdo de aflatoxinas, fumonisinas e zearalenona. A
curva CO do plano de amostragem automatico, para quantificagdo de aflatoxinas e
zearalenona reduz os riscos do consumidor e do produtor em relagdo a curva CO do plano de
amostragem manual. O plano de amostragem automatico ¢ mais eficiente que o plano de
amostragem manual para quantificagdo de micotoxinas em milho diminuindo, portanto, o erro
na classificacao de lotes significando, pois, maior seguranca nas relagdes comerciais.

Palavras-chave: Aflatoxinas. Fumonisinas. Zearalenona. Variabilidade. Erro. Zea mays.



ABSTRACT

Master's Dissertation
Programa de P6s-Graduagao em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

EFFICIENCY COMPARISON OF TWO SAMPLING PLANS FOR
MYCOTOXIN ANALYSIS IN MAIZE
Author: Adriano Olnei Mallmann
Adviser: Carlos Augusto Mallmann
Santa Maria, March 1%, 2012.

The aim of this research was to evaluate variability and performance of two maize
sampling plans for mycotoxins quantification. Eleven maize lots were sampled using two
distinct sampling methods: manual, using a sampling spear, and automatic, using a continuous
flow sampling. Total variability and variability from each step of the analysis procedure
(sampling, sample preparation, and analysis) for results of aflatoxins, fumonisin, and
zearalenone were determined in 8, 11, and 5 lots respectively for each sampling plan. Those
variances were compared, for each mycotoxin, between the two sampling plans using a
multifactor analysis of variance. Distribution of the quantification results for aflatoxins and
zearalenone were compared among four theoretical distribution models. The
acceptance/rejection probabilities of a lot with determined aflatoxins or zearalenone
concentration were determined using calculated variances and the information on the selected
distribution to plot an operation characteristic curve (OC). Sampling and total variances were
lower on the automatic sampling plan for aflatoxins, fumonisins, and zearalenone
quantification. The OC curve from automatic sampling plan for aflatoxins and zearalenone
quantification reduces the consumer end seller risks when compared with the OC curve from
the manual sampling plan. The automatic sampling plan is more efficient than the manual one
for mycotoxins quantification in maize, reducing lot classification error, and providing more
safety in commercial transactions.

Key words: Aflatoxins, Fumonisins, Zearelenone, Variances, Error, Zea mays.
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1. INTRODUCAO

O procedimento de amostragem, prévio a atividade laboratorial, pode ser responsavel
pelo sucesso ou fracasso de uma informacao analitica. Naturalmente, as micotoxinas t€ém uma
distribuicao heterogénea no lote de alimentos, ou seja, podem estar altamente concentradas
em uma pequena porcentagem dos graos do lote. O conhecimento ou o estabelecimento
prévio dos erros envolvidos na amostragem torna-se essencial para que todo procedimento de
quantificagdo ndo seja invalido.

A eficiéncia na determinacao de micotoxinas ¢ importante para a seguranca alimentar,
pois erros nos resultados analiticos podem acarretar classificagdo incorreta de lotes de graos e
alimentos. Se o resultado for acima do limite méximo de micotoxinas permitido, o lote devera
ser rejeitado, e se o resultado for igual ou menor que o limite permitido, sera aceito.

Este estudo ¢ composto por trés capitulos, nos quais estdo apresentados resultados da
comparagao da eficiéncia de dois planos de amostragem de milho para anélise de aflatoxinas,
fumonisinas e zearalenona. O primeiro, segundo e terceiro capitulo, ttm como objetivos
estimar e comparar a variabilidade em cada etapa de cada plano de amostragem de milho para
analise de fumonisinas, aflatoxinas e zearalenona, respectivamente. Além de que, no segundo
e terceiro capitulo, os objetivos também foram desenvolver curvas caracteristicas operacionais

(CO) para cada plano de amostragem.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Micotoxinas e a contamina¢ao no milho

Micotoxinas sdo substancias resultantes do metabolismo secundéario de diversas
linhagens de fungos filamentosos. S0 de ocorréncia mundial, porém predominam em regides
de climas tropicais e subtropicais, onde o desenvolvimento fungico ¢ favorecido pelas
condigdes de umidade e temperatura (MALLMANN & DILKIN, 2007). Quando as
micotoxinas sao ingeridas, tanto pelo homem como por animais, podem produzir diversos
efeitos deletérios a saude, sobretudo pelas suas propriedades carcinogénicas, teratogénicas,
estrogénicas, anabolizantes, mutagénicas e hemorragicas (KUMAR et al., 2008).

A importancia econdomica do milho ¢ caracterizada pelas diversas formas de sua
utilizacdo, que vao desde a alimentagdo animal até a industria de alta tecnologia. O uso do
milho em grao na alimentagdo animal representa a maior parte do consumo deste cereal. Nos
Estados Unidos, cerca de 50% ¢ destinado para esse fim, enquanto que no Brasil varia de 60 a
80%, dependendo da fonte da estimativa e do ano (EMBRAPA, 2011). O milho ¢ o principal
ingrediente que compdem uma formulagdo de ragdo para aves e suinos, com alto percentual
de inclusdo, o qual pode chegar a 60% (ROSTAGNO et al., 2011). Na alimentagdo humana, o
milho ¢ ingrediente na fabricacdo de balas, biscoitos, paes, chocolates, geléias, cerveja, entre
outros (MILHO, 2012). No entanto, esse cereal estd frequentemente contaminado por diversas
micotoxinas (MAZIERO & BERSOT, 2010), dentre elas, as aflatoxinas, fumonisinas,
zearalenona, entre outras.

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria estabelece os limites maximos
toleraveis (LMT) para micotoxinas em alimentos (ANVISA, 2011). Para aflatoxinas (B;+B,+
G+G;) em milho, o LMT estabelecido ¢ de 20 pg kg'. Para produtos a base de milho, a
contaminagdo maxima permitida por fumonisinas (B;+B,) é de 2500 pg kg'. O LMT para

contaminacdes com zearalenona em produtos a base de milho, é de 300 pg kg™
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2.1.1. Aflatoxinas

As aflatoxinas sao metabolitos toxicos secundarios produzidos por cepas de fungos do
género Aspergillus, principalmente das espécies A. flavus e A. parasiticus (RICHARD, 2007).
Em climas tropicais e subtropicais, o desenvolvimento desses fungos ¢ favorecido pela
presenca de umidade e temperatura elevada. Nesse ambiente os fungos crescem e proliferam-
se bem em diversos produtos alimenticios, como amendoim, milho, feijao, trigo, entre outros
(SANCHIS & MAGAN, 2004). Em milho armazenado, os fatores mais importantes para o
crescimento de fungos toxigenos do género Aspergillus e a producdo de aflatoxinas sdo a
temperatura de armazenamento, a umidade relativa do ar e do substrato. Umidade relativa de
80 a 85% com 17% de umidade do milho e temperatura de 24 a 35° C sdo condig¢des Otimas
para produgdo de aflatoxinas (DILKIN et al., 2000).

Atualmente sdo conhecidos 18 compostos similares designados pelo termo aflatoxina,
porém, os principais sdo identificados como By, B,, G| ¢ G, (RICHARD, 2007), na qual a B,
¢ a mais toxica. Nos ultimos 5 anos, no Laboratério de Analises Micotoxicoldgicas (LAMIC)
da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), foram analisadas 30.552 amostras de
milho, oriundas em sua maioria da regido Sul do Brasil. A média de contaminagdo destas
amostras foi de 6,1 pg kg, com ocorréncia em 40,2% das amostras e média de 15,1 pg kg™
nas amostras contaminadas (LAMIC, 2012).

As aflatoxinas sdo hepatotoxicas e a susceptibilidade aos seus efeitos varia conforme a
raca, espécie, idade, dose, duracdo da exposi¢do e estado nutricional (MALLMANN &
DILKIN, 2007). As aflatoxinas podem causar diminui¢do da producdo de leite, ovos, ganho
de peso, imunossupressao, carcinogenicidade, teratogenicidade e mutagenicidade (MILLER
& WILSON, 1994). A Agéncia Internacional para Pesquisa sobre Cancer (IARC) classificou

a aflatoxina B; no grupo I de carcindgenos humanos (IARC, 1993a).

2.1.2. Fumonisinas

As fumonisinas sao produzidas por fungos principalmente do género Fusarium como
o F. verticillioides e F. proliferatum (ALMEIDA et al., 2005). Os fungos do género Fusarium

se desenvolvem e produzem as maiores quantidades de fumonisinas em condi¢des de clima
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com temperatura amena, entre 15 e 25° C, e alto teor de umidade do substrato, acima de 20%
ou atividade de agua (Aw) superior a 0,9. Por essas caracteristicas esses fungos sao
frequentemente denominados de “fungos de campo”, pois as maiores concentracdes das
micotoxinas sao observadas em cereais que ficam expostos na lavoura a essas condigdes
favoraveis para o desenvolvimento fungico (JACKSON & JABLONSKI, 2004;
MALLMANN & DILKIN, 2007). Os produtos agricolas frequentemente contaminados por
fumonisinas sdo: trigo, sorgo, arroz e principalmente o milho e seus derivados (JACKSON &
JABLONSKI, 2004).

Existem 28 moléculas que foram isoladas e caracterizadas como fumonisinas sendo
representadas principalmente pela fumonisina B;. Essa ¢ responsavel por cerca de 70% do
total das fumonisinas quantificadas em cereais e subprodutos. A fumonisina B, ¢ fumonisina
B3 ocorrem conjuntamente em menores propor¢des. Normalmente, apenas as fumonisinas By,
B, e Bj; sdo detectadas quando a producdo de fumonisinas ocorre em condigdes naturais
(RHEEDER et al., 2002; KRSKA et al., 2007). Estatisticas do LAMIC, resultantes da analise
de amostras enviadas para analise no periodo de 2007 a 2011, apontam o milho como produto
com maior indice de contaminagcdo por fumonisinas. Nas 19.914 amostras de milho
analisadas, constatou-se a presenca de fumonisinas em 82,1% das amostras, com
contamina¢cdo média de 2.187 pg kg'1 e de 2.662,9 ng kg'1 para as amostras positivas
(LAMIC, 2012).

A fumonisina B; demonstrou ser hepatotdxica a todas as espécies animais estudadas
até agora (JASKIEWICS et al., 1987; DILKIN et al., 2003), além de que pode induzir a
leucoencefalomalécia em equinos (LEME) (MARASAS et al., 1988) e edema pulmonar em
suinos (EPS) (DILKIN et al., 2004). Nos seres humanos, a fumonisina B; tem sido associada
com cancer de esofago (RHEEDER et al., 1992). Com base em dados toxicoldgicos, a IARC
estabeleceu que a fumonisina B; ¢ potencialmente carcinogénica (classe 2B) para os seres

humanos (IARC, 1993b).

2.1.3. Zearalenona

A zearalenona ¢ um metabdlito fingico estrogénico ndo esterdide, uma micotoxina
produzida por cepas de varias espécies do género Fusarium, incluindo: F. culmorum, F.

equiseti, F. graminearum ¢ F. moniliforme (ALLDRICK & HAJSELOVA, 2004). Essas
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espécies colonizam cereais e tendem a tornarem-se particularmente importantes durante
estacdes de alta umidade, acompanhadas de temperaturas amenas. Oscilagdes térmicas com
temperaturas baixas sdo propicias para a producao de grande quantidade desta micotoxina.
Temperaturas na faixa de 25° C favorecem o crescimento fingico enquanto que sua redugao
para aproximadamente 10° C em presenca de umidade superior a 17%, desencadeia o
metabolismo secundario, responsavel pela produg¢do de zearalenona (MALLMANN &
DILKIN, 2007). Embora a zearalenona seja considerada uma micotoxina produzida por
fungos de campo, ha evidéncias de que ela também pode ser produzida em graos
armazenados, quando da presenca de alta umidade relativa (ALLDRICK & HAJSELOVA,
2004, DESJARDINS, 2006). Em comum com outras toxinas produzidas por Fusarium spp., a
zearalenona ¢ associada principalmente com as culturas de cereais como cevada, aveia, trigo,
arroz, sorgo e particularmente o milho em diversos paises do mundo (KUIPER-GOODMAN
et al., 1987).

Resultados das analises realizadas pelo LAMIC nos ultimos 5 anos, referentes a
17.264 amostras de milho, demonstraram contaminacdo em 50,9% das amostras. A
concentracdo média de zearalenona encontrada foi de 85,0 pug/kg, enquanto a média de
concentragdo das amostras positivas foi de 167,0 ng/kg (LAMIC, 2012).

Apesar de sua baixa toxicidade aguda e carcinogenicidade, a zearalenona tem sido
associada a micotoxicoses em animais de producdo, especialmente em suinos, devido ao seu
efeito agonista no receptor de estrogénio (KUIPER-GOODMAN et al., 1987; ANDRETTA et
al, 2008). Os efeitos patoldogicos mais comuns sdao anestro, aborto, aumento de morte
embriondria e fetal fracasso, de programas de indu¢do com PGF,, (ALEXOPOULOS, 2001),
e um aumento da incidéncia de natimortos e splay leg em leitdes (ETIENNE & JEMMALLI,
1982; EDWARDS et al., 1987). A IARC avaliou o potencial carcinogénico da zearalenona e
concluiu ndo haver evidéncias suficientes de carcinogenicidade em animais experimentais,

classificando-a como ndo carcinogénica para humanos (grupo 3) (IARC, 1993¢).

2.2. Amostragem para analise de micotoxinas

De acordo com a legislagdo Europeia, EC n® 401/2006, o controle de micotoxinas em
alimentos estd baseado em limites maximos de concentracdo, os quais variam de acordo com

o tipo de micotoxina e alimento. Baseado nesses valores, os lotes sdo aceitos ou rejeitados,
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sempre que estiverem abaixo ou acima dos niveis maximos de contaminagdo,
respectivamente. No entanto, devido a enorme variabilidade na distribuicdo das micotoxinas
dentro de um lote, ¢ crucial que seja empregado um plano de amostragem que seja eficaz.

Segundo a EC n® 401/2006, tratando-se de métodos de amostragem para analise de
micotoxinas, devem-se seguir as seguintes defini¢des:

* Lote: ¢ uma quantidade de matéria-prima ou de alimento, entregue de uma vez, que
apresenta, conforme estabelecido pelo agente responsavel, caracteristicas comuns tais como a
origem, a variedade, o tipo de embalagem, o embalador, o expedidor ou a marcacao;

* Sublote: ¢ a divisdo do lote em por¢des menores, a fim de restringir e facilitar o processo de
amostragem. Deve estar fisicamente separado e identificado;

* Incremento: ¢ a quantidade de material colhida de um local do lote ou sublote.

» Amostra coletiva: resulta da soma de todos os incrementos pegos de um lote ou sublote e;

* Amostra de laboratdrio: amostra destinada ao laboratorio.

Segundo WHITAKER (2011), ao definir um plano de amostragem para analises
micotoxicoldgicas devem-se levar em consideragdo os procedimentos a serem utilizados para
quantificagdo. Esses procedimentos sao constituidos de trés fases: uma fase que compreende a
propria amostragem, uma de preparacdo das amostras e finalmente, uma fase de analise. A
fase de amostragem consiste em selecionar uma amostra com determinado volume, de acordo
com o tamanho do lote. A segunda etapa consiste na preparagdo, que ¢ dividida em dois
pontos: moagem da amostra e subamostragem. A fase de analise ¢ o emprego de
metodologias analiticas, onde serd determinada a concentragdo das micotoxinas da amostra
representativa do lote. Cada fase do procedimento de quantificacdo estd associada a um nivel
especifico de erro e, consequentemente, ndo ¢ possivel estabelecer o valor verdadeiro da
contaminagdo por micotoxinas em um lote (Figura 1). A indicacdo da eficiéncia de um
procedimento de analise pode ser medida pela variagdo em cada uma de suas fases. A
variagdo total que constitui o erro ¢ o resultado da soma da varidncia da amostragem, da
variancia da preparacdo da amostra e da variancia da analise.

Para exemplificar a complexidade do problema, WHITAKER et al. (2006) avaliaram
20 lotes de améndoas suspeitos de contaminagdo por aflatoxinas. O percentual de variagdo
representado pelas fases de amostragem, subamostragem e andlise na variagdo total foi de
96,2, 3,6 ¢ 0,2%, respectivamente. O erro na fase de amostragem ¢ grande porque geralmente
as aflatoxinas sd3o encontradas somente em percentagens inferiores a 0,1% dos grdos de
determinado lote. Porém, nesta por¢do a concentragdo poderd ser extremamente alta

(JOHANSSON et al., 2000).
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Erros envolvidos na quantificagdo de micotoxinas

e ERROTOTAL - = =-=====~- |
Erro da b 1 Erro da~ - | Err? Ida -
amostragem preparagio analise

Preparagao
m

Adaptado de WHITAKER et al. (2011)

Figura 1. Erros envolvidos no procedimento de quantificacao de micotoxinas.

As estratégias de amostragem podem ser estaticas ou dindmicas. No primeiro caso,
geralmente quando os cereais estdo armazenados em containers ou em caixas de
armazenagem, se opta pela colheita manual das amostras (WHITAKER, 2006). Os
equipamentos utilizados para a colheita manual das amostras de milho consistem de pas,
conchas de bordos retangulares, caladores ou equipamentos pneumaticos compativeis com o
tamanho do lote e das particulas do material a ser amostrado. E importante que esses materiais
tenham o comprimento necessario para alcancar o fundo do recipiente armazenador e que o
procedimento de colheita de amostras ocorra em diferentes locais e profundidades do lote
(MALLMANN & DILKIN, 2007). Ja no caso da estratégia dinamica, geralmente emprega-se
a amostragem automatica. Ela ¢ utilizada para cereais ja moidos, que estdo sendo transferidos
de um local para outro. Pequenos incrementos sdo colhidos ao longo do transporte deste
material, que ocorre geralmente por roscas transportadoras (caracois) (WHITAKER et al.
2011).

Em muitas industrias alimenticias, como em fabricas de ragdo, as duas estratégias sao
adotadas em momentos diversos. A colheita manual acontece no recebimento da matéria-
prima, chamada de amostragem de recebimento (MALLMANN & DILKIN, 2007). O uso
dessa estratégia visa obtencdo de dados antecipados sobre o futuro, permitindo assim um
planejamento prévio (MALLMANN et al., 2011). No entanto, o maior problema desse tipo de
procedimento consiste na dificuldade de homogeneizar corretamente a amostra de graos, e

ainda, a colheita de grdos inteiros aumenta a possibilidade do erro amostral (FAO, 1993). A
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outra possibilidade de tomadas de amostras ocorre depois da moagem, no processamento final
dos cereais, utilizando a amostragem automatica. Esta colheita ¢ chamada de amostragem de
producao. Ela permite a verificagdo de toda a contaminagdo que ocorreu na matéria prima
durante o processo de cultivo, colheita, transporte, secagem, armazenamento e beneficiamento
(MALLMANN & DILKIN, 2007).

Devido a inexisténcia de dados de comparagdo entre a pratica amostral manual e
automatica, podem estar ocorrendo erros comprometedores, seja pelo aspecto de seguranca
alimentar e/ou bem-estar animal, como também pela eleva¢ao dos custos de produgao com a
utilizagdo de aditivos antimicotoxinas ou o descarte de milho com contaminagdo abaixo dos

limites estabelecidos por legislagao.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos a partir dos trabalhos desenvolvidos permitem concluir que:
A etapa de amostragem contribui com a maior variabilidade dos resultados de
quantificagdo de aflatoxinas, fumonisinas e zearalenona em milho, seguida pelas etapas
de preparagao e analise;
As variancias (erros) associadas aos procedimentos de quantificagdo de micotoxinas nas
etapas de amostragem, preparagdo da amostra e andlise aumentam com o aumento da
concentragdo de micotoxinas no milho;
O plano de amostragem automatico reduz a variancia total, dos resultados de aflatoxinas,
fumonisinas e zearalenona, bem como as variancias associadas a etapa de amostragem,
em comparac¢do ao plano de amostragem manual, comprovando a melhor eficiéncia da
amostragem em fluxo continuo;
As curvas CO do plano de amostragem automatico para quantificacdo de aflatoxinas e
zearalenona reduzem os riscos do produtor/vendedor e do consumidor/comprador em
relagdo as curvas CO do plano de amostragem manual.
A amostragem automatica em fluxo continuo para quantificagdo de micotoxinas diminui
o erro na classificagao de lotes de milho, conferindo maior seguranga alimentar e nas

relagdes comerciais.
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