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RESUMO

MICOTOXINAS EM MATRIZES DE MILHO E TRIGO:
VALIDAGAO DE METODO ANALITICO POR ULPC-MS/MS E MONITORAMENTO EM
DIFERENTES PONTOS DA CADEIA PRODUTIVA E COMERCIAL

Autora: Darliana Mello Souza

O trabalho teve por finalidade validar um método analitico multimicotoxinas empregando
UPLC-MS/MS para determinagdo simultdnea de 12 micotoxinas em matrizes de trigo e
milho. Os parametros avaliados para validacdo do método foram: curva analitica e
linearidade, limite de deteccdo (LOD), limite de quantificagdo (LOQ), exatidao
(recuperacao%), precisdo (RSD%) e efeito matriz. A extracdo das micotoxinas foi realizada
empregando o método QUEChERS maodificado, no qual foram utilizados 12,5 g de slurry
(suspensao entre amostra e agua), 4,5 g MgSO, anidro e 10 mL de acetonitrila acidificada a
1% com &cido acético. Apés a validacdo do método, o mesmo foi empregado para
pesquisar, quantitativamente, a ocorréncia de micotoxinas em 646 amostras, sendo 476
amostras de trigo (ensaios a campo, graos tipo exportagdo e importacdo, gréos para
processamento e respectivas fracdes (farinha e farelo) e farinhas comercializados em
supermercados) e 170 amostras de milho (gréos tipo exportagéo, farinhas coletadas em
supermercados, graos e quirera destinados a fabricacdo de ragdo animal). Os resultados
obtidos foram satisfatorios para todos os parametros avaliados, mostrando desta forma, que
0o método validado para as matrizes de trigo e milho, é eficaz para determinar as 12
micotoxinas em estudo. O efeito matriz, para algumas micotoxinas ficou fora da faixa de -20
a +20%. Esse efeito pronunciado para alguns analitos foi compensado pela calibragdo por
superposi¢cdo da matriz. Este método pode entéo ser utilizado para avaliacdo das amostras,
em que todas apresentaram contaminacdo por pelo menos uma das 12 micotoxinas
estudadas, independente da origem. A micotoxina DON foi predominantemente encontrada
em amostras de trigo, enquanto fumonisinas foram as micotoxinas predominante
determinadas em milho. Nos ensaios a campo, fatores como genoétipo, ambiente e
tratamento fungicidas tiveram influéncia sobre as concentracdes de DON. Graos de trigo tipo
exportagdo e importados da Argentina apresentaram contaminagdo por DON em todas as
amostras. Em trigo tipo exportacdo, também foi determinado contaminacdo por FB;, FB,,
ZEN e OTA. Ha evidéncias de que este seja o primeiro trabalho a relatar a presenca de
fumonisinas em trigo brasileiro, visto que nao foi encontrado outros relatos na literatura. Nos
subprodutos derivados da moagem foi verificado redistribuicdo de DON, com reducgéo das
concentracdes na farinha branca e incremento na fracdo farelo, quando comparados a
concentracdo inicial no gréo, evidenciando que tal processo nédo € eficaz para eliminagdo de
micotoxinas. Foram determinadas as micotoxinas DON e ZEN em amostras de farinhas
adquiridas tanto na cidade de Cruz Alta quanto de Santa Maria. Nas amostras de milho tipo
exportacdo foi evidenciada contaminacdo concomitante por DON, ZEN, FB; e FB, e AFLA
B;. Nas amostras de farinha de milho coletadas em supermercados todas estavam
contaminadas por fumonisinas. Além de fumonisinas foi evidenciado a presenca de DON,
ZEN e AFLA B; em algumas amostras. Em amostras destinadas a fabricacdo de racéo
animal foi determinada aflatoxinas (B;, B,, G;, G,), fumonisinas (B; e B,), DON e ZEN,
sendo que em alguns casos, as concentracdes foram superiores aos limites tolerados pela
legislacdo brasileira. O método de extracdo, aliado com a técnica cromatografica para
determinacéo dos analitos mostraram-se eficientes para a analise de micotoxinas em trigo e
milho. Mesmo em concentracdes abaixo dos limites legais, a exposicdo humana a
micotoxinas pode ocorrer constantemente. O monitoramento de micotoxinas em alimentos é
de extrema importancia para a saude publica, visando a disponibilizacdo de produtos de
gualidade em todos os pontos da cadeia produtiva e comercial.
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ABSTRACT

MYCOTOXINS IN MATRICES OF MAIZE AND WHEAT:
VALIDATION AN ANALYTICAL METHOD BY UPLC-MS/MS AND MONITORING
AT DIFFERENT POINTS OF SUPPLY AND COMMERCIAL CHAIN

Author: Darliana Mello Souza

This study aims to validate an analytical multi-mycotoxin method using UPLC-MS/MS for 12
mycotoxins determination in wheat and maize matrices. The parameters evaluated for the
validation were: calibration curve and linearity, limit of detection (LOD), limit of quantification
(LOQ), accuracy (recovery%), precision (RSD %) and matrix effect. The extraction of
mycotoxins was performed using the modified QUEChERS method, whereby were used 12.5
g of slurry (suspension between sample and water), 4.5 g MgSO, anhydrous and 10 ml of
acidified acetonitrile at 1% acetic acid. After method validation, it was used to search,
quantitatively, the occurrence of mycotoxins in 646 samples, 476 samples of wheat (the field
trials, exported and imported grain type, grain processing and their fractions (flour and bran)
and flour collected in supermarkets) and 170 samples of maize (grain exported type, flour
collected in supermarkets, grains and brewer for the manufacture of animal feed). The
results were satisfactory for all evaluated parameters, thus showing that the method
validated for the matrices of wheat and maize, it is effective to determine these 12
mycotoxins studied. The matrix effect for some mycotoxins was outside the range -20 to
+20%. These results for some analytes were compensated by matrix-mached calibration. All
were contaminated by at least one of 12 mycotoxins in the study, regardless of origin. The
mycotoxin DON was predominantly found in wheat samples, while fumonisin were
determined in maize. In the field trials, factors such as genotype, environment and fungicide
treatment had influence on DON concentration. Wheat grain for exportation and imported
from Argentina had DON contamination in all samples. In wheat for exportation, also been
determined contamination for FB;, FB,, ZEN and OTA. There is evidence that this is the first
study to report the presence of fumonisins in Brazilian wheat, since it was not found other
reports in the literature. In the sub-products of milling was observed redistribution of DON, a
decreased concentration in white flour and increased in bran fraction when compared to the
initial concentration in the grain, showing that this process is not effective for mycotoxins
removal. It was determined DON and ZEN mycotoxins in flour samples purchased either in
the city of Cruz Alta as Santa Maria as well. In maize samples for exportation was observed
concomitant contamination by DON, ZEN, FB; and FB, and AFLA B;. In maize flour samples
collected from supermarkets all samples were contaminated with fumonisins. Besides
fumonisins evidenced the presence of DON, ZEN and AFLA B; in some samples. Samples
destined for the production of animal feed were determineted with aflatoxins (B1, B,, Gi, G»),
fumonisins (B; and B,), DON and ZEN, and in some samples, the concentrations were
higher than Brazilian MRL. The extraction method combined with modern chromatographic
technique for the determination of analytes, were effective for the analysis of mycotoxins in
wheat and maize. Even in concentrations below the legal limits, human been exposure to
mycotoxins can occur constantly. Monitoring of mycotoxins in foods is extremely important
for public health, seeking quality to make healthy products available at all points of the supply
and commercial chain.



1 INTRODUCAO

Os cereais sao considerados alimento basico de aproximadamente um terco
da populacdo mundial, em virtude da sua diversidade de utilizacdo, suas
caracteristicas nutricionais e sua facilidade de armazenamento."! Sdo fonte de
nutrientes e fibras e, tecnologicamente, possuem mdltiplas formas de consumo.*?
Seus subprodutos constituem uma parte importante da dieta diaria de humanos e
animais,® sendo as mais importantes fontes de alimentos.*>

Cerca de dois bilhdes de toneladas de cereais sdo produzidos anualmente.®
Dentre os cereais, 0 trigo € um dos mais consumidos, juntamente com o milho e o
arroz.” O trigo contribui com aproximadamente 30% da produc&o global de gréos.® E
o segundo alimento mais produzido,® superado apenas pelo milho.® Na safra de
2012/2013, a producdo mundial de trigo e milho foram de 655,110 e 862,845
milhdes de toneladas, respectivamente.®

Os produtos agricolas estdo constantemente sujeitos a contaminacao
fangica.’* A infeccdo por fungos pode ocorrer em diversos estagios da cadeia
alimentar: inicia nas lavouras e continua durante a maturacéo, colheita, secagem,
armazenamento, transporte e processamento, inclusive na armazenagem do produto
ja transformado, isto é, industrializado e em nivel doméstico.*?

A infeccdo da cultura/alimento por fungos toxigénicos pode acarretar na
formacdo de micotoxinas, que sdo substancias toxicas produzidas por certas
espécies de fungos.™*'* Em gréos, a presenca destes contaminantes é imperceptivel
visualmente no produto final, tornando-se um grande desafio para producdo de
alimentos seguros.®

Anualmente, no mundo inteiro, grandes quantidades de grdos sao perdidas. A
necessidade crescente de produtos para suprir a demanda mundial de alimentos,
tendo em vista o crescimento populacional, exige que a qualidade do gréo colhido na

lavoura seja mantida com o minimo de perdas até o consumidor final.®
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A garantia da seguranca dos alimentos para que 0S mesmos estejam isentos,
ou com concentracdes permitidas de contaminantes bioldgicos, fisicos e quimicos no
momento do consumo humano ou animal, € questdo central em todas as cadeias
produtivas.”™ A contaminacéo de alimentos pelo uso intencional de substancias
quimicas, como pesticidas, bifenilas policloradas (PCB) e medicamentos
veterinarios, € uma preocupacdo de saude publica mundial, bem como a
contaminac&o, devido a substancias téxicas naturais, como as micotoxinas.’

Como essas substancias toxicas sdo contaminantes naturais e ndo podem ser
completamente removidas dos alimentos, muitos paises tém imposto limites
maximos de tolerancia.'® A seguranca do alimento se tornou um importante atributo
de qualidade. Isto implica em que todos os aspectos da producdo de alimentos e,
portanto, da cadeia de abastecimento alimentar devem ser considerados para
garantir a seguranca da alimentacéo.*

No Brasil, no ano de 2011, uma legislacdo mais abrangente e rigida foi
implantada em funcdo da ocorréncia destes compostos. No entanto, tém-se poucos
dados sobre a extensdo da contaminagéo em alimentos por micotoxinas. O controle
de residuos e contaminantes exerce papel fundamental para garantir a qualidade e
seguranca das matérias-primas destinadas ao consumo direto ou processos
industriais.

O fato da maioria das micotoxinas serem toxicas em concentracdes muito
baixas, requerem métodos sensiveis e confidveis para a sua determinacgéo.’® A
determinacdo de micotoxinas é sempre um desafio,’”* devido a diversidade de
matrizes e da variedade de espécies moleculares que precisam ser determinados.?

Assim, é de grande importancia o desenvolvimento de métodos analiticos que
possam fornecer dados confiaveis quanto a presenca de micotoxinas em milho e
trigo, provenientes de varios pontos da cadeia produtiva, desde a lavoura, passando
pela etapa de processamento até a comercializacdo (importacdo e exportacdo) e a
exposicao direta dos consumidores, a partir dos produtos comercializados em

supermercados.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo geral validar in house
(intralaboratorial) um método analitico multirresiduo por cromatografia liquida
hifenada a espectrometria de massas (LC-MS/MS), para determinacdo simultanea
de doze micotoxinas em trigo, milho e produtos derivados destes, a fim de avaliar o
grau de contaminacdo por micotoxinas nestas matrizes alimentares em Varios
pontos da cadeia produtiva e comercial, obtendo-se desta forma dados que possam
dimensionar a contaminacéo desde o cultivo até a chegada do produto final na mesa

do consumidor.

2.1.1 Objetivos especificos

= Determinar a ocorréncia de doze micotoxinas: Aflatoxina B; (AFLA B)),
Aflatoxina B, (AFLA B,), Aflatoxina G; (AFLA G3), Aflatoxina G, (AFLA Gy),
Desoxinivalenol (DON), Diacetoxiscirpenol (DAS), Toxina T-2 (T-2), Toxina
HT-2 (HT-2), Ocratoxina A (OTA), Zearalenona (ZEN), Fumonisina B; (FB;) e
Fumonisina B, (FB,).

» Realizar ensaios a campo no Rio Grande do Sul, em localidades distintas de
semeadura (Santa Rosa, Cruz Alta e S&o Luiz Gonzaga), para caracterizagao
de diferentes gendtipos de trigo em relagdo ao acumulo de micotoxinas nos

graos nos distintos locais.

Avaliar:
= A resposta de diferentes genétipos de trigo, com e sem tratamento fangico,

em relacdo aos niveis de micotoxinas nos graos e o efeito de uma ou duas

aplicagdes de fungicidas no florescimento da cultura.



Obijetivos 4

A resposta de um Unico gendtipo de trigo frente a diferentes fungicidas,
comparado com uma testemunha néo tratada.

O grau de contaminacdo por micotoxinas em trigo e milho destinados a
exportacdo, oriundos das diversas regides do estado do Rio Grande do Sul,
assim como, 0s graos que sdo importados e chegam ao Brasil através do
porto de Rio Grande.

O grau de contaminacao por micotoxinas em gréo de trigo de distintos lotes
destinados aos moinhos.

A distribuicdo das micotoxinas em diferentes fracbes do gréo de trigo (gréo,
farelo e farinha).

A qualidade micotoxicoldgica de grédos e quirera de milho destinados a racao
animal.

A qualidade micotoxicolégica em farinhas de milho e trigo disponiveis em
prateleiras de supermercados da cidade de Santa Maria (regido central do
estado), assim como naquelas adquiridas em supermercados da cidade de

Cruz Alta (regiao noroeste do RS).



3 REVISAO DA LITERATURA

Abordar-se-a inicialmente o conceito de micotoxinas, os fungos produtores de
micotoxinas e 0s problemas acarretados por estas, assim como aspectos gerais das
12 micotoxinas em estudo e a legislacdo brasileira vigente. Sucintamente, serdo
descritas algumas patologias causadas pelo desenvolvimento de determinados
fungos em cereais, assim como a utilizacdo de fungicidas para o controle destas.
Por fim, uma breve revisdo acerca da determinacdo de micotoxinas e das técnicas

cromatograficas empregadas para este proposito.
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3.1 MICOTOXINAS

O reino dos fungos compreende um grupo de organismos que podem se
classificar em leveduras e fungos filamentosos ou bolores, sendo os fungos
filamentosos os produtores de micotoxinas. Os fungos utilizam para seu crescimento
uma série de substancias quimicas denominadas metabdlitos primarios, como por
exemplo, acidos nucléicos, proteinas, carboidratos e lipidios. O uso de metabdlitos
primarios est4 associado com a fase de crescimento rapido. Ja, os metabdlitos
secundéarios, sdo uma série de compostos que nao Sao essenciais para 0
crescimento vegetativo em cultivo puro.??2
As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por varias espécies

de fungos,>?+23%

ou seja, metabdlitos ndo essenciais para o funcionamento normal
das células, téxicos para humanos, animais e plantas.” O termo micotoxinas deriva
da palavra grega Mykes, que significa fungo, e da palavra latina Toxicum, que
significa veneno, portanto, micotoxinas sdo toxinas produzidas por fungos,®?%262
sendo que todas sdo produtos naturais de baixo peso molecular.?®

Aparentemente, as micotoxinas ndo tém significado bioquimico sobre o
crescimento de fungos, e podem ser produzidas para proporcionar um sistema de
defesa contra 0s insetos, micro-organismos, animais e seres humanos.?* S&o
tipicamente formadas no final da fase exponencial e no principio da fase
estacionaria do crescimento dos fungos, estando associadas a fase de diferenciacao

e esporulacao (Figura 1).2?°

Sintese de micotoxinas

1

Biomassa

L J L J L J
|

T
Fase Lag Fase Exponencial Fase Estacionaria

Tempo
Figura 1. Fases de crescimento fungico e localizagdo da sintese de micotoxinas.

(Fonte: Castillo, 2007)%
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Os fungos sdo ubiquos e sdo um problema mundial na producéo de cereais.*
Os efeitos do crescimento fungico incluem diminuicdo do poder de germinacéao,
emboloramento visivel, descoloracdo, formacdo de odor desagradavel, perda de
matéria seca, aquecimento, mudancas quimicas e nutricionais, perda de qualidade e
producdo de micotoxinas.*** Esta contaminacéo pode fazer com que os gréos se
tornem improprios para 0 consumo humano e animal, resultando em grandes perdas
econdmicas.’®

As micotoxinas sdo compreendidas dentro do grupo dos contaminantes mais
importantes em alimentos devido ao seu impacto negativo sobre a saude publica,
seguranca alimentar e economia de muitos paises, particularmente os paises em
desenvolvimento. Afetam uma ampla gama de produtos agricolas, incluindo cereais,
frutas secas e oleaginosas.*

A presenca destas toxinas nos alimentos tem uma enorme importancia para a
saude publica, devido aos efeitos nefrotoxicos, imunotoxicos, teratogénicos,
mutagénicos e carcinogénicos. Também podem estar associadas a disfuncdes
hormonais graves, além do aumento da suscetibilidade a doencas e a reducéo da
expectativa de vida. Sdo capazes de provocar efeitos tanto agudos quanto cronicos
no homem e nos animais, assim como desordem dos sistemas nervoso central,
cardiovascular, pulmonar e trato intestinal, podendo causar a morte.?*34

A preocupacdo com a seguranca na producdo de alimentos também tem
aumentado.®® Minimizar a contaminacéo por micotoxinas comeca com a qualidade
da matéria-prima. A producdo primaria estd no inicio da cadeia sendo a base de
qualquer programa para reduzir o risco de contaminacdo por micotoxinas.>®

As condic¢des climéticas de um pais determinam, em grande parte, as classes
de fungos que irdo crescer e os tipos de micotoxinas que poderdo produzir. No
Brasil, existem condicbes propicias para o0 crescimento de diversos fungos
produtores de micotoxinas.®’

A producédo de micotoxinas depende do crescimento fungico, portanto pode
ocorrer em qualquer época do cultivo, colheita ou estocagem dos alimentos,
podendo permanecer no grdo mesmo depois que os fungos responsaveis pela
producdo nao estejam mais presentes. Contudo, o crescimento de fungos e a
producéo de toxinas ndo sao sindnimos, porque nem sempre as melhores condi¢des

de crescimento flingico coincidem com as condicées para sintese de toxinas.*
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Desta forma, pode haver flutuagbes nos niveis de micotoxinas nos alimentos
de ano para ano, dependendo de muitos fatores, tais como condi¢cdes adversas de
clima, que favorecem invasédo de fungos e seu desenvolvimento. Embora existam
diferencas geogréficas e climaticas na producdo e ocorréncia de micotoxinas, a
exposicdo a estas toxinas é mundial, com grande parte da oferta de alimentos
contaminados de alguma forma.'® A maioria das micotoxinas s&o quimicamente
estaveis, ndo sendo degradadas durante o armazenamento e processamento, tais
como cozimento e panificacdo, permanecendo assim no alimento.***#

E um desafio garantir produtividade e biosseguridade do produto, sem
prejudicar a seguranca do alimento. Alimento seguro significa salude e qualidade de
vida. A garantia de alimento livre de contaminantes € essencial para prevencao de
doencas, principalmente num pais como o Brasil, onde parte consideravel da
populacdo enfrenta sérios problemas de caréncia nutricional e de acesso ao sistema

publico de satde.*®

3.1.1 Producao de micotoxinas

A producdo de micotoxinas é altamente suscetivel a umidade, atividade de
agua (Ay), pH e concentracdo de oxigénio no substrato. Umidade e temperatura sao
dois fatores ambientais que exercem efeito decisivo sobre a proliferacdo de fungos e
biossintese de toxina. A incidéncia e o nivel de contaminac&o por micotoxinas estao
intimamente relacionados a posicdo geografica e de fatores sazonais, bem como as
condicbes de cultivo, colheita, estocagem e transporte.!”?*** Além destes, fatores
como disponibilidade de nutrientes, danos mecanicos, interacdo microbiana e a
presenca de compostos antimicrobianos devem ser considerados.**

O parametro mais importante quando se considera a umidade em relacao ao
crescimento de fungos néo é o conteudo de agua de um substrato, mas a A, deste.
A atividade da agua é a quantidade de &gua livre presente, isto €, ndo esta ligada
guimica ou fisicamente a substancia, e €, portanto, imediatamente disponivel para o
metabolismo do fungo. Assim, o crescimento de fungos esta diretamente relacionado
com a A, de um alimento. O limite de crescimento para os fungos que sdo mais

resistentes as condicdes de seca é de cerca de 0,7 de A, *® As condicdes de A, e de
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temperatura para o desenvolvimento de certas espécies de fungos estdo

apresentadas de maneira simplificada na Figura 2.

Temperatura (° C)
-10 20 30

1.0
Certas espécies do

095 género Fusarium i
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Figura 2. CondicOes de atividade de agua e temperatura para desenvolvimento dos

fungos. (Fonte: Machado, 2006)*

A maioria dos fungos sdo pouco afetados pelo pH na faixa entre 3-8. No
entanto, quando o pH se afasta desta faixa ideal, alguns fatores limitantes podem se
tornar evidentes se sobrepondo ao pH. A Figura 3 ilustra a influéncia do pH e Ay

sobre o crescimento microbiano.*®
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Figura 3. Diagrama esquematico da influéncia da combinacédo da atividade de agua

e do pH sobre o crescimento microbiano. (Fonte: Pitt & Hocking, 2009)*

3.1.2 Principais géneros de fungos micotoxigénicos

As micotoxinas podem ser formadas no campo, apos a infeccdo por qualquer
fungo micotoxigénico dentre uma grande variedade de espécies, com destaque para
0s géneros Fusarium e Aspergillus, os mais importantes em climas tropicais e
subtropicais.?’*’ Os cereais também s&o suscetiveis ao ataque de fungos apds a
colheita, durante o transporte ou quando armazenadas, 0S principais géneros
micotoxigénicos sdo dos géneros Penicillium e Aspergillus.*”?"4849

A relacdo entre a micotoxina e o fungo produtor ndo € Unica. Uma dada
micotoxina pode ser produzida por diferentes espécies de fungos, e um dado fungo
pode produzir mais de uma micotoxina.?’

A presenca de um fungo produtor de toxina ndo significa necessariamente
gue a toxina associada também esteja presente, pois muitos fatores estédo
envolvidos na sua formac&o. Da mesma maneira, a auséncia de qualquer evidéncia

visivel do fungo filamentoso néo garante que o alimento esteja isento de toxinas,
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pois o fungo pode ter sido eliminado, porém a toxina uma vez formada, podera

permanecer no alimento.*

3.1.2.1 Aspergillus

Os fungos do género Aspergillus pertencem a flora de armazenamento.
Geralmente, temperaturas acima de 10 a 12 °C e A, minima de 0,75 — 0,83 séo
necessarias para sua multiplicacéo e producdo de micotoxinas.?*

Durante o seu ciclo de vida, varias espécies de Aspergillus sdo capazes de
produzir uma vasta gama de micotoxinas nocivas para 0s seres humanos e
animais.>® Os produtos que podem ser colonizados por Aspergillus incluem milho,
trigo, arroz, amendoim, nozes e semente de algodao. Esta colonizacdo pode ocorrer
antes ou depois da colheita, dependendo das condicbes ambientais ou de
armazenamento. Fungos do género Aspergillus, como Aspergillus flavus, A.
parasiticus, A. ochraceus e A. fumigatus produzem micotoxinas de grande

preocupacao econémica e sanitaria (Tabela 1).>*

Tabela 1. Principais micotoxinas produzidas por Aspergillus ssp.

Espécie fungica Micotoxina Produzida
A. flavus Aflatoxinas, esterigmatocistina, acido ciclopiazénico
A. niger Ocratoxina A, fumonisina B, B4
A. ochraceus Ocratoxina A, &cido penicilico
A. parasitticus Aflatoxina B, B2, G1, G2, acido aspergilico
A. terreus Citreoveridina
A. clavatus Ascladiol, patulina, clavatol
A. carbonarius Ocratoxina A
A. nomius Aflatoxina B, By, G, G2

(Fonte: Samson et al., 2010)**

Solos secos e guentes favorecem a ocorréncia de Aspergillus. Em termos de
localizacdo geografica, a incidéncia de A. flavus esta relacionada com as

temperaturas minimas elevadas e inversamente correlacionada com a latitude. Além
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do clima quente e seco, 0 nivel de atividade de insetos e roedores em uma area
também pode favorecer substancialmente a colonizacdo e a producdo de
micotoxinas. Fertilidade de plantas, densidade e ocorréncia de doencas também

influem no nivel de contaminac&o por micotoxinas.>

3.1.2.2 Penicillium

Penicillium € um género amplo, com mais de 150 espécies reconhecidas, das
guais, aproximadamente 50 sdo de ocorréncia comum. Espécies de Penicillium sdo
frequentemente associadas com a deterioracdo de alimentos e ragdes, e, portanto,
de grande importancia econémica. Podem ser facilmente isoladas a partir do solo,
onde participam na decomposi¢cdo de matérias organicas. Mas também estdo entre
os fungos mais comuns aerotransportados, capazes de induzir reacfes alérgicas em
pessoas sensiveis. Varias espécies de Penicillium estdo entre os agentes mais
comuns de doencas pos-colheita em vegetais e podem produzir uma variedade de

micotoxinas (Tabela 2).*°

Tabela 2. Principais micotoxinas produzidas por Penicillium ssp.

Espécie fungica Micotoxina Produzida
P. aurantiogriseum Acido penicilico, verrucosidina
P. carneum Patulina, roquefortina
P. expansum Patulina
P. chrysogenum Toxina PR
P. griseofulvum Griseofulvina, patulina, roquefortina, ac. ciclopiazénico
P. citrinum Citrinina
P. freii Viomeleina
P. glandicola Patulina, roquefortina C
P. hordei Roquefortina C
P. paneum Patulina
P. roqueforti Toxina PR, roquefortina
P. verrucosum Ocratoxina A, citrinina, verrucosidina
P. viridicatum Acido penicilico

(Fonte: Samson et al., 2010)**
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3.1.2.3 Fusarium

Fusarium € um dos géneros de fungos com maior capacidade genética para a
producdo de micotoxinas quando as condi¢cdes fisicas, quimicas e biologicas sao
adequadas. Faz parte da flora de campo (substratos fitopatogénicos, plantas vivas)
e da flora intermédia (substratos recém-colhidos, cereais ainda umidos). Estes
fungos crescem em temperaturas entre 6 e 40 °C. A temperatura Otima de
crescimento se situa entre 18 e 30 °C.* Contudo, a producéo de algumas de suas
toxinas é estimulada em baixas temperaturas. Isto significa que Fusarium produz as
micotoxinas sob o efeito de choque térmico, principalmente com alternancia das
temperaturas, principalmente a diurna e a noturna.”®

Fungos do género Fusarium sdo aerébios e geralmente necessitam de Ay
superior a 0,88, a fim de crescer e proliferar, e atividade de agua de 0,91, para
producdo de micotoxinas. Sao fungos que contaminam cereais no campo. O fungo
morre, uma vez que o cereal contaminado é seco ou processado, mas a micotoxina
permanece no cereal.”

As condicdes climaticas de alta umidade atmosférica e elevada precipitacédo
do sul do Brasil favorecem o desenvolvimento do fungo Fusarium graminearum.
Esse patdgeno é o principal responséavel pela producdo da micotoxina DON. Na
Tabela 3 é listado algumas micotoxinas produzidas por Fusarium.**

Tabela 3. Principais micotoxinas produzidas por Fusarium ssp.

Espécie fungica Micotoxina Produzida
Desoxinivalenaol, 3-acetildesoxinivalenol, 15-acetil-
F. culmorum . .
desoxinivalenol, nivalenol, zearalenona, fusarenona X
Desoxinivalenal, 15-acetildesoxinivalenol, nivalenol,

F. graminearum
zearalenona, fusarenona X

Toxina T-2, Toxina HT-2, neosolaniol, diacetoxiscirpenaol,
zearalenona, fusarenona X
Toxina T-2, Toxina HT-2, neosolaniol, diacetoxiscirpenol,

F. sporotrichioides

F. poae
zearalenona, fusarenona X
F. verticilloides Fumonisinas, moniliformin, fusarina C
F. langsethiae Toxina T-2, Toxina HT-2, diacetoxiscirpenol
F. proliferatum Fumonisinas, acido fusarico
F. subglutinans Fumonisinas, acido fusarico

(Fonte: Magan et al., 2002)>*
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3.1.2.3.1 Principais patologias causadas por Fusarium em milho e trigo

Fungos do género Fusarium estdo entre os patdogenos mais destrutivos de
cereais em todo o mundo, sendo que mais de uma espécie € frequentemente
encontrada em uma uUnica safra. Varias espécies deste género sao agentes
infecciosos, conhecidos por causar uma série de doencas em cereais, cCOmo
infeccbes da raiz, caule e espiga, que resultam em perdas significativas para a
industria de cereais.**>°

Uma das doencas mais importantes em trigo, aveia, cevada e outros cereais,
produzidas por Fusarium spp. é a giberela (do inglés Fusarium head blight — FHB).>®
E causada por varias espécies de Fusarium, principalmente Fusarium graminearum
Schwabe [teleomorfo Gibberella zeae (Schweinitz) Petch].>’ Outras espécies como
Fusarium avenaceum (teleomorfo, Gibberella avenacea), F. culmorum (teleomorfo,
G. zeae), F. poae e Microdochium nivale (teleomorfo, Monographella nivalis)
também estdo associadas a doenca.’®*° Destas, apenas M. nivale é descrito como
um n&o-tipico produtor de micotoxina.®°

Na ultima década, a giberela se tornou uma das mais graves doencas
fungicas devido as mudancas climaticas e adocdo de praticas agricolas modernas
(plantio direto), causando perdas econémicas enormes em todo o mundo.>® Isto
resulta em diminuicdo da produtividade e reducdo da qualidade de grdos.®* Pelo
efeito da doenca, os grdos passam a ter tamanho reduzido, cor normalmente
rosada, aspecto danificado e chocho.®? No entanto, o principal problema envolvendo
a giberela estd nos danos indiretos, oriundos do acumulo de micotoxinas, que nao
s6 desvalorizam o0 grdo junto ao mercado, mas 0s tornam improprios para o
consumo, por colocarem em risco a salde humana e animal.>*®%%® Dentre as
micotoxinas produzidas, DON é a de maior relevancia, por ser amplamente
distribuida e encontrada em altos niveis.®?

Fusarium verticillioides (também conhecido como F. moniliforme) esta
associado com a ocorréncia de doencas em todas as fases de desenvolvimento da
planta de milho, infectando as raizes, caule e sementes.®** Esse patégeno é o
principal responsavel pela producdo de micotoxinas em grdos de milho e nos
subprodutos oriundos desse cereal, com destaque para aquelas do grupo das

fumonisinas.®® Os fatores que contribuem para a ocorréncia sdo temperatura,
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estresse hidrico, danos causados por insetos, outras doencas fungicas e gendtipo
de milho.*

Para o controle de doencas em cereais sao indicadas trés estratégias, que
devem ser empregadas de maneira integrada: resisténcia genética, uso de cultivares
com maior numero de genes que conferem resisténcia a doenca; manejo cultural,
por meio de praticas como rotacdo de culturas, época e escalonamento da
semeadura; e controle quimico, pela aplicacdo de fungicidas.®® A aplicacdo de
fungicidas € uma medida que visa a reducgdo do risco, no entanto, os resultados nao
tém sido 100% eficazes ou consistentes, ja que ha dificuldade de se atingir as
anteras (sitios de infecgéo).”’

Porém, na regido sul do Brasil, a rotacdo de culturas € uma medida de
controle ineficiente para Fusarium/Gibberella em virtude da grande abundéancia de
in6culo no ambiente, além da ampla gama de hospedeiros desse patdgeno.
Contudo, a rotacdo de culturas se tornou muito importante para controlar outras

doencas na cultura do trigo, como podriddes radiculares e manchas foliares.®’

3.1.3 Micotoxinas Selecionadas
3.1.3.1 Aflatoxinas

As aflatoxinas foram descobertas na década de 1960, apos desencadearem a
morte de cerca de 100 mil perus no Reino Unido em funcdo da até entdo
desconhecida “Doenca X’. Cuidadosas investigacbes revelaram que a doenca
estava ligada a ingestao de farelo de amendoim, contaminado por Aspergillus flavus,
um fungo produtor de aflatoxina.>?*>*"®® Qutras espécies de ocorréncia frequente de
Aspergillus conhecidas por produzir aflatoxinas sdo A. parasiticus e A. nomius.”* O
nome aflatoxina deriva da primeira letra em Aspergillus, e as primeiras trés letras
em flavus.**

As aflatoxinas s@o compostos altamente oxigenados, heterociclicos, com
estrutura quimica muito semelhante.®® Atualmente, sdo conhecidos 17 compostos
similares de aflatoxinas, porém as aflatoxinas B;, B;, G1 e G, sdo as de maior
incidéncia em culturas agricolas.?®° A representacdo das estruturas estéo ilustradas

na Figura 4.>*
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Aflatoxinas Tipo de R Aflatoxinas Tipo de R
ligacéo (S/D) ligacao (S/D)

AFLA B; Dupla H AFLA G, Dupla H
AFLA B, Simples H AFLA G, Simples H

Figura 4. Estruturas quimicas das Aflatoxinas: (a) AFLA B; e By; (b) AFLA G; e G..
(Fonte: Képpen et al., 2010)™

As aflatoxinas sdo bastante estaveis em muitos alimentos e séo relativamente
resistentes a degradacéo.?’ Estas micotoxinas s&do contaminantes naturais de varios
produtos agricolas, tais como: nozes, amendoim, milho, trigo e outros alimentos
derivados.'”® S&o as substancias de ocorréncia natural com maior potencial

242811 sendo que a AFLA B; é a mais potente,”"* seguida de AFLA

carcinogénico,
Gi, B, e G,.2"'"® S3o compostos altamente toxicos, teratogénicos, mutagénicos e
carcinogénicos.?*"*"* O grande efeito produzido pelas aflatoxinas é hepatotoxicose,

mas também podem interferir no sistema imunolégico.?® "

3.1.3.2 Tricotecenos

Micotoxinas pertencentes a classe dos tricotecenos foram isoladas pela
primeira vez a partir de Trichothecium roseum.?* O termo tricoteceno é derivado de
tricotecina, o primeiro membro da familia identificado.”® Eles s&o um grupo de mais

de 150 micotoxinas estruturalmente relacionadas,*”:%% "7

gue compartilham um nucleo
triciclico chamado tricoteceno (Figura 5), caracterizado por uma ligagcédo dupla no C9
e C10 e um anel epdxido em C12 e C13.®

Possuem uma estrutura basica sesquiterpendide (15 carbonos) denominada

de farnesil-pirofosfato. Com base no seu padrdo de substituicdo de grupos
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funcionais especificos, sdo divididos em classes do tipo A, B, C e D, dependendo da
presenca ou auséncia de grupos funcionais caracteristicos, com toxicidade variada,
que esta relacionada com a sua estrutura.?®"

Algumas micotoxinas do tipo A, incluem toxina T-2, toxina HT-2, neosolaniol
(NEO) e diacetoxiscirpenol (DAS). Possuem um grupo hidroxila, um grupo éster ou
nenhuma cadeia lateral em C8,”" enquanto tricotecenos do tipo B, tais como
exemplo, desoxinivalenol (DON), nivalenol (NIV), 3-acetildesoxinivalenol (3-ADON)
e 15- acetildesoxinivalenol (15-ADON), tem um grupo ceto substituinte na posicao C-
8 do anel sesquiterpendide e estdo mais relacionados com efeitos toxicos cronicos.
Tricotecenos do tipo C sdo caracterizadas por poucas espécies como crotocina. Ha
a presenca de um segundo grupo epoxi na posicdo C-7,8 ou C-9,10 enquanto
tricotecenos tipo D (verrucarina, satratoxina) contém um anel macrociclico entre os

carbonos 4 e 5 com duas ligacdes éster (Figura 5)."

Figura 5. Estrutura principal dos tricotecenos e estruturas gerais dos tricotecenos do
Tipo A, B, C e D. (Fonte: McCormick et al., 2011)%
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Dos tricotecenos identificados, DON e T-2 sdo toxicologicamente os mais
relevantes e amplamente estudados.®* As micotoxinas HT-2 e T-2 s&o dois dos
tricotecenos mais potentes, capazes de inibir a sintese de proteinas em eucariotas.*
O valor da DLso para DON é cerca de dez vezes maior que para nivalenol, toxina T-
2 e HT-2, que é por sua vez, cerca de dez vezes maior do que para as micotoxinas
de estruturas macrociclicas.?’ Os tricotecenos sdo as micotoxinas que afetam o
maior numero das funcgbes biolégicas como: sistema nervoso, aparelho digestivo,
regides produtoras de componentes sanguineos e pele.®?

Como os tricotecenos sao lipofilicos, podem ser facilmente absorvidos através
da pele.®® Sdo compostos muito estaveis, tanto durante o armazenamento e
moagem, bem como no cozimento de alimentos, ndo sendo degradados pelas altas

temperaturas.?

3.1.3.2.1 Desoxinivalenol

E a micotoxina produzida por Fusarium mais estudada e mais comumente
detectada,® embora seja a menos toxica dos tricotecenos.®® E causadora dos

4
|3

maiores problemas na producdo animal.”™ Estruturalmente, € um composto orgéanico

polar, que pertence aos tricotecenos do Tipo B. Sua molécula contém trés grupos
hidroxilas livres (-OH), que estéo associados com a sua toxicidade.?*81-°

Uma das propriedades fisico-quimicas mais importantes da micotoxina DON é
a sua capacidade de resistir a altas temperaturas, o que aumenta 0s riscos da sua
ocorréncia em alimentos. Essa micotoxina € muito estdvel em condicbes de
temperatura dentro do intervalo de 170 °C a 350 °C. Também néo é observada sua
reducdo durante a fritura de alimentos em 6leo. No entanto, os niveis de DON sé&o
reduzidos em massa cozida e macarrao em razao de sua lixiviacdo para a agua de
cozimento devido a sua hidrossolubilidade.®

A micotoxina DON pode ocorrer em trigo, cevada, aveia e milho, como
consequéncia da infestacdo pelo fungo Fusarium.®°® Os organismos sobrevivem
em residuos deixados no campo da colheita da temporada anterior, proporcionando

uma fonte de inéculo para a nova safra.”
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E popularmente conhecida como "vomitoxina" 24728789

por induzir vomitos e
rejeicdo de alimentos em varias espécies animais.’>®® A toxicidade de DON é
caracterizada por um conjunto de sintomas, incluindo a diarreia, vomitos, anorexia,
ganho de peso reduzido, alteragbes neuroenddcrinas e imunoldgicas, leucocitose,
hemorragia, problemas de reproducdo, e em JUltima instancia, pode levar a

morte %587

3.1.3.3 Fumonisinas

As fumonisinas sdo um grupo de micotoxinas nao fluorescentes. Elas foram
descobertas e caracterizadas em 1988.2* Sdo produzidas por Fusarium verticillioides
(antigamente = F. moniliforme), F. proliferatum e outras espécies de Fusarium.?®

De ocorréncia mundial, sdo frequentemente encontradas em cereais,
principalmente em milho e subprodutos.”®*® Também podem ser encontradas em
sorgo e arroz.?® As toxinas podem ocorrer especialmente quando o milho é cultivado
sob condi¢des quentes e secas.’® S&o téxicas para o figado, sendo que seu principal
modo de acdo é a interferéncia no metabolismo dos esfingolipidios.’*%2

Estes compostos tém recebido especial atencdo devido a sua associagao
com o cancer.” A presenca desta toxina esta relacionada com a alta incidéncia de
cancer de esdfago nos seres humanos da Africa do Sul e da China.?® Além disso,
estudos recentes comprovaram a atividade neurotoxica, imunossupressora e
carcinogénica desta toxina, especialmente afetando érgdos como rim e figado.*®

Cerca de 15 diferentes fumonisinas ja foram descritas.®® Estas foram
agrupadas em quatro categorias principais (A, B, C e P).%>% As estruturas estdo
representadas na Figura 6.

A fumonisina que se encontra em maior abundancia € a FB;, seguida pela
FB, e FB3.®® A FB; é considerada a mais téxica.”®> As fumonisinas ndo s&o
destruidas pelos processamentos comumente utilizados em alimentos.® Sao
relativamente estaveis ao calor, e o contetdo de toxina € significativamente reduzido
durante os processos em que a temperatura é superior a 150 °C. Ha pouca

degradacao das fumonisinas durante a fermentac&o.?*
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CHs Ry Rq OH
Rs
CHs 2 CHs s - NH
S
R, R, R, R, R, Rq
FB, TCA TCA OH OH H CH,
FB, TCA TCA H OH H CH,
FB, TCA TCA OH H CH,
FB, TCA TCA H H CH,
FC, TCA TCA OH OH H
FC, TCA TCA H OH H
FC, TCA TCA OH H
FC, TCA TCA H H
AP, OH OH OH OH H CH,

. TCA: Acido Tricarbalilico
FB: fumonisinas do grupo B Ho

-0
FC: fumonisinas do grupo C OJ' )
i \
AP: aminopentol. " “\/J—\o
Figura 6. Estrutura quimica geral e substituintes das principais fumonisinas.

(Fonte: Soriano e Dragacci, 2004)%*

3.1.3.4 Ocratoxina

7

Esta micotoxina € muitas vezes referida como ocratoxina A. Apesar da
existéncia de outras ocratoxinas, estas sdo de importancia limitada em termos de
toxicidade. A ocratoxina A é um composto naturalmente fluorescente.” Na Figura 7
estdo representadas as estruturas quimicas das ocratoxinas.®

A ocratoxina A (OTA) foi descoberta em 1965 na Africa do Sul. Foi isolada
como um metabolito toxico de Aspergillus ochraceus (atualmente Aspergillus
westerdijkiae) a partir de farinha de milho inoculada artificialmente com o
fungo.?*?®*®  Pouco depois, foi reconhecida como um potente agente nefrotoxico.®
OTA ¢é uma das micotoxinas mais relevantes, com grande importancia
agroecondmica. Seus efeitos téxicos conhecidos s&o: imunossupressor,?
teratogénico, inibicdo de fertilidade, efeitos mutagénicos e carcinogénicos.” Ela é a
mais téxica das ocratoxinas.®* A IARC classificou OTA como um possivel agente

cancerigeno (grupo 2B)."
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18
19 7

Identidade dos grupos R

Estrutura  Composto

Ry Ry R Ry Rs
a OTu cl H H H -
a OTB H H H H -
b OTA Cl H H H H
b OTB H H H H H
b OTC Cl H H H CH;CH,
b 4R-OH OTA Cl H H OH H
b 4S-OH OTA Cl H OH H H
b 4-OH OTB H H H OH H
b 10-OH OTA Cl OH H H H

Figura 7. Estrutura quimica geral e principais substituintes das ocratoxinas.
(Fonte: Xiao et al., 1996)%

A OTA é produzida por varios géneros de Aspergillus e Penicillium.*® E
considerada a segunda micotoxina mais importante®® e estd comumente presente

29,97

nos cereais, uvas, café e cacau. OTA é estavel termicamente assim como a

maioria dos processamentos,®®*

e por consequéncia pode ser encontrada em
alimentos, mesmo apds o processamento. Devido a estabilidade de OTA, pode
ocorrer o acumulo no sistema circulatorio do figado e de outros tecidos, tais como o
tecido adiposo e muscular, e consequentemente, a sua presenca nos alimentos de
origem animal. Esta micotoxina exibe toxicocinética incomum, com meia-vida de
35,5 dias no homem apd6s a ingestdo oral (a mais longa conhecida em

mamiferos).!998:99

3.1.3.5 Zearalenona

O nome do composto zearalenona foi derivado de Gibberella zeae.*

Anteriormente conhecido como F-2 toxina. A ZEN é uma micotoxina produzida por
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uma variedade de fungos do género Fusarium, dentre eles os F. graminearum, F.
culmorum, F. cerealis, F. equiseti, F. crookwellense e F. semitectum. **

O principal efeito téxico da ZEN é estrogénico.” Isto se deve a sua
capacidade para acoplar com o receptor estrogénico, resultando em efeitos graves
no sistema reprodutivo.*® Pode causar aborto e infertilidade, estando associada com
o cancer do colo do Gtero.®2 Em suinos machos, induz feminilizacdo e supresséo de
libido. Em vacas, tem sido constatada infertilidade, producdo reduzida de leite e
hiperestrogenismo.*®® Além disso, a ZEN também mostra propriedades hepato-,
hemato-, imuno- e genotdxicas.’**'® Na Figura 8, encontram-se ilustradas as
estruturas quimica da ZEN e compostos derivados.'®*

Na maioria das vezes esta micotoxina € encontrada em milho. No entanto, é
encontrada também em outras culturas importantes, tais como trigo, cevada, sorgo e

centeio. 3088100

R, R2 R3
Zearalenona e derivados
Zearalenona - =0 OH
a-Zearalenol OH (R) H OH
B-Zearalenol OH (S) H OH
Zearalenona-4-sulfato H H OSOzH

Figura 8. Estrutura quimica da zearalenona e seus compostos relacionados.
(Fonte: Képpen et al., 2010)™
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3.1.4 Co-ocorréncia de micotoxinas: efeitos aditivos, sinérgicos

A maioria das pesquisas de micotoxinas se concentra sobre a ocorréncia de
toxinas individuais em alimentos. Porém, varias micotoxinas podem ocorrer
simultaneamente, quer a partir do mesmo ou a partir de diferentes espécies de
fungos. No entanto, ha relativamente pouca informacdo sobre a interacdo entre
concomitancia de micotoxinas e as consequéncias em termos de toxicidade.**

A presenca de mudltiplas micotoxinas em um Unico alimento pode levar a
efeitos sinérgicos, aditivos e antagonistas. Interac6es complexas e sinérgicas toxicas
entre diferentes micotoxinas, muitas das quais isoladamente apresentam toxicidade
relativamente baixa. Os efeitos sinérgicos ocorrem quando o efeito da combinacao
de vérias micotoxinas sao maiores do que os efeitos individuais da soma das
micotoxinas presentes no alimento. Ja, o efeito aditivo ocorre quando a resposta a
exposicao a varias micotoxinas € a mesma que a resposta da soma de cada toxina
individualmente. Por fim, o efeito antagonista, ocorre mais raramente, quando o
efeito toxico de varias micotoxinas € inferior ao efeito previsto a partir da resposta da
soma das toxinas individualmente.®®

A toxicidade combinada é muito dificil prever porque é influenciada por varios
fatores, incluindo a quimica do mecanismo de ac¢éo, toxicodindmica e toxicocinética,
planejamento experimental, bem como os aspectos estatisticos.***

Devido aos efeitos sinérgicos, as combinacdes de micotoxinas tém maior
impacto sobre a saude do que as toxinas isoladas. Por isso, niveis aparentemente

baixos de toxinas individuais tornam-se importantes quando combinados.

3.2 CONTROLE QUIMICO DE DOENCAS FUNGICAS

E importante ndo apenas produzir, mas também é necessario garantir a
gqualidade dos alimentos produzidos, com custos reduzidos e com perdas e impacto
ambiental minimizados. O controle quimico de doencas é, em muitos casos, a Unica
medida eficiente e economicamente viavel para garantir a alta produtividade e

qualidade de producao.'®
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Os fungicidas sdo uma classe de agrotoxicos utilizados para matar ou inibir o
crescimento de fungos. Eles sdo largamente utilizados na industria farmacéutica, na
agricultura, na protecdo das sementes durante 0 armazenamento e para prevenir o
crescimento de fungos que produzem toxinas.'%®

Desempenham um papel importante no controle da presenga de fungos nas
culturas agricolas. Estes tém de ser considerados seguros para 0 meio ambiente e
seres humanos antes de autorizada a sua utilizagdo no campo.®® Os fungicidas sdo
aplicados para controlar a giberela quando as condicbes favoraveis para
desenvolvimento da doenca estéo previstos.*’

Os fungicidas mais utilizados sao da classe dos triazbis. Incluem
metconazole, protioconazole, tebuconazole, protioconazole + tebuconazole, e
propiconazole.’®” Contudo, o uso de fungicidas, pode, em determinadas condicdes,
estimular a producdo de micotoxinas.*® Fungicidas da classe quimica das
estrobilurinas, geralmente ndo sdo recomendadas para o controle da giberela
porque alguns estudos demonstraram que podem estar associadas com niveis
elevados de DON em cereais.**"%® Para garantir menor grau de contaminac&o por
micotoxinas em graos de trigo, recomenda-se a aplicacao destes fungicidas apenas
em mistura com triazois. %1011

Tém sido usados com sucesso para controlar muitas doencas desde a sua
introducdo no final do século XIX. No entanto, sua eficacia contra giberela tem sido
inconsistente. Em muitos casos, esta inconsisténcia pode ser atribuida a uma
aplicacdo incorreta do fungicida. No entanto, mesmo quando aplicados
corretamente, os melhores produtos disponiveis sdo apenas 60-70% eficazes.*® Isto
ocorre pela dificuldade de se atingirem os sitios de infec¢cdo (anteras). Toda
tecnologia de aplicacdo foi desenvolvida para doencas foliares (que estdo na
horizontal). Como as espigas estdo em posi¢cédo vertical, acabam sendo um alvo
mais dificil de ser atingido por completo.®?

A giberela € uma doenca complexa em termos de agentes patogénicos
envolvidos, fontes de ind6culo e toxinas produzidas e, como tal, € uma doenca
complexa para controlar com fungicidas.'® Embora as boas praticas agricolas,
certamente, ajudam a reduzir o risco de epidemias associadas a Fusarium, a
aplicacdo de fungicidas permanece a medida mais importante para reduzir os

sintomas de Fusarium. O controle quimico dessa complexa doenca patogénica
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continua a ser um problema sério. O curto periodo vulnerdvel do patégeno
(florescimento), o fato de ser um patdgeno de espiga, e devido ao fato de infectar
principalmente em condicbes de umidade adequada, vem a dificultar um controle
eficiente.*®®

Fungicidas visando o controle da giberela sdo normalmente aplicados na fase
de floracdo porque as anteras extrusadas' s&o os locais de infeccédo primaria (Figura
9), embora a janela de vulnerabilidade durante a infeccado pode se estender desde a

floracdo até as fases de enchimento de gréo, dependendo da cultivar em questéo.'*?

Figura 9. (a) Anteras inclusas; (b) Anteras parcialmente exclusas ou presas; e (C)

Anteras totalmente exclusas. (Fonte: Reis, Casa e Tonin, 2011)*3

i Quanto a localizacdo das anteras no antécio, elas podem ser: (a) Anteras inclusas ou
internas ndo expostas, que permanecem aderidas ao estigma, no interior do antécio; ndo se
dissociandg a flor, ficam invisiveis; (b) Antera parcialmente exclusa ou presas; e (c) Totalmente

11
exclusas.
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3.3 LEGISLACAO BRASILEIRA PARA MICOTOXINAS

A legislacédo sobre alimentos serve para proteger a saude dos consumidores
e os interesses econdmicos dos produtores de alimentos.'® Devido aos riscos para
saude, organizagfes nacionais e internacionais estabeleceram limites maximos de
micotoxinas em alimentos, a fim de garantir a seguranca dos alimentos.*’

No Brasil, recentemente foi implementada uma legislacdo especifica para
micotoxinas em graos de diversos cereais, incluindo trigo e milho, a qual determina o
limite maximo toleravel (LMT) em gréos e diversos subprodutos.***

A legislacdo sobre micotoxinas varia de acordo com o pais, sendo que o
limite toleravel varia conforme o tipo de alimento. No Brasil, os limites maximos de
micotoxinas estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
estdo na Resolucdo n’ 7, de 18 de fevereiro de 2011.'* A Resolucdo n° 59 da
ANVISA, publicada em 30/12/2013 no Diério Oficial da Uni&o,**® prorrogou de janeiro
de 2016 para 1° de janeiro de 2017 as mudancas que estabelecem novos limites de
micotoxinas tolerados para o trigo, milho, arroz, cevada e seus derivados.

Dessa forma, a resolucdo atendeu uma proposta de prorrogacao
encaminhada para a ANVISA, em setembro de 2013, pela Camara Setorial de
Culturas de Inverno, do Ministério da Agricultura. Essa medida foi necessaria para
gue, até o ano de 2016, sejam realizados estudos para verificar quais limites se
aplicam a realidade brasileira e estabelecer novas regras, prevalecendo até 14 a
tabela de limites em vigor desde janeiro de 2012.'*® Na Tabela 4, encontram-se os

valores dos limites maximos tolerados nos diferentes produtos alimenticios.

Tabela 4. Limites maximos tolerados para micotoxinas em cada produto alimentar e

0s prazos estabelecidos para aplicacdo da legislacao brasileira.

Limite Maximo Tolerado
Micotoxina Produtos (ng/kg)
Imediata 2012 2014* 2016*

Cereais e produtos de cereais,
exceto milho e derivados, 5
incluindo cevada malteada
Aflatoxinas Alimentos a base de cereais para

alimentacdo infantil (lactentes e 1

(B1, By, Gy, Gy) criangas de primeira inféncia)
Milho, milho em grdo (inteiro,
partido, amassado, moido), 20
farinhas ou sémolas de milho
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Desoxinivalenol
(DON)

Alimentos a base de cereais para
alimentagdo infantil (lactentes e
criancas de primeira infancia)

200

Trigo integral, trigo para quibe,
farinha de trigo integral, farelo de
trigo, farelo de arroz, grdo de
cevada

2000 1500

1000

Farinha de trigo, massas,
crackers, biscoitos de agua e sal,
e produtos de panificacao,
cereais e produtos de cereais
exceto trigo e incluindo cevada
malteada

1750 1250

750

Trigo e milho em graos para
posterior processamento

3000

Ocratoxina A

Cereais e produtos de cereais,
incluindo cevada malteada
cevada malteada

10

Alimentos a base de cereais para
alimentacdo infantil (lactentes e
criancas de primeira infancia)

Cereais para posterior
processamento, incluindo gréo de
cevada

20

Zearalenona

Farinha de trigo, massas,
crackers e produtos de
panificacdo, cereais e produtos
de cereais exceto trigo e incluindo
cevada malteada.

200

100

Alimentos a base de cereais para
alimentacéo infantil (lactentes e
criancas de primeira infancia)

20

Milho de pipoca, canjiquinha,
canjica, produtos e subprodutos a
base de milho

300

150

Trigo integral, farinha de trigo
integral, farelo de trigo

400

200

Milho em gréo e trigo para
posterior processamento

400

Fumonisinas
(Bll BZ)

Milho de pipoca

2000

Alimentos a base de milho para
alimentac@o infantil (lactentes e
criancgas de primeira infancia)

200

Farinha de milho, creme de milho,
fubd, flocos, canjica, canjiquinha

2500

1500

Amido de milho e outros produtos
a base de milho

2000

1000

Milho em grdo para posterior
processamento

5000

Adaptado ANVISA 2011."**

*Prazos alterados pela resolugdo RDC n° 59/2013.

115
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3.4 DETERMINACAO DE MICOTOXINAS

Normalmente, os contaminantes sdo divididos em dois grupos, as substancias
uniformemente distribuidas (pesticidas, aditivos, metais pesados, PCB, dioxinas,
residuos de medicamentos, entre outros) e nao uniformemente distribuidas (toxinas
naturais, organismos geneticamente modificados, salmonelas, entre outros). O tipo
de distribuicdo dos contaminantes em alimentos e racfes tem implicacbes
importantes na determinacdo destes nas diversas matrizes.®

O desenvolvimento de métodos analiticos para a determinacdo de
micotoxinas ndo é uma tarefa simples.”® Exigéncias como baixos limites de
deteccéo, alta sensibilidade e a necessidade de laboratérios especializados, criam
desafios para anélises de rotina.*®

Além de fatores como precisao e reprodutibilidade, procedimentos analiticos
sdo caracterizados por trés critérios praticos: (a) a velocidade com que a analise
pode ser realizada, (b) o nivel de habilidade técnica necessaria para efetuar o
ensaio, e (C) se o ensaio proporciona um resultado qualitativo ou quantitativo.®®
Necessitam-se métodos rapidos, de facil execucdo e quantitativos.**’ Além disso, é
importante ser capaz de detectar e quantificar pequenas concentracées, para que se
atendam as normatizacées da legislacéo.*®

E dificil determinar com precisdo a concentracdo de micotoxinas em um lote
de grande volume, devido a variabilidade associada com todos os procedimentos
desde a amostragem até a determinacdo instrumental.”®® Porém, é de suma
importancia que os resultados obtidos estejam em conformidade. Resultados falsos
positivos podem acarretar na rejeicdo desnecessaria do produto, gerando prejuizos
econdmicos. Por outro lado, lotes com concentracbes acima dos limites
estabelecidos podem ser aceitos como lotes com qualidade, podendo acarretar na
aceitacdo de um produto sem qualidade que podera causar danos a saude do
consumidor.**®

Um procedimento de determinacdo de micotoxinas consiste geralmente em
trés etapas: amostragem, preparo da amostra e determinacdo instrumental

(quantificacdo).!’202588
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3.4.1 Amostragem

A etapa de amostragem aborda questdes tais como, quando, onde e quanto
de amostra € necessério coletar. Especifica como a amostra sera selecionada ou
retirada do lote, 0 nimero de amostras, e o tamanho das mesmas.'®%%18

A amostragem desempenha um papel crucial na determinacdo de micotoxinas
devido & distribuicdo heterogénea destes contaminantes.'*® A selecdo de uma
amostra representativa para analise é de fundamental importancia, uma vez que
resultados errdbneos podem levar a remessas inaceitaveis sendo aceitas ou cargas
satisfatérias sendo rejeitadas de forma desnecesséria.*"*

Assim, esta etapa € responsavel pela maior parte da incerteza associada com
a variabilidade total de um procedimento de determinacdo de micotoxinas.'?® Cerca
de 90% do erro associado nas determina¢Bes de micotoxinas pode ser atribuido a
forma com que a amostra original é coletada.®

A amostragem, a subamostragem e a determinacdo analitica sao
responsaveis pelas variacdes de 75,6%, 15,9% e 8,5% na determinacdo de

micotoxinas, respectivamente (Figura 10).8

- Erro total -
Efie Erro Erro
e ot I Preparo de —®==— Determinagdo—*
amostragem -
Amostra Analitica
Preparo da

— Analise

:

ppb

Lote [~ | Amostra | —#=

Amostra

Figura 10. Variabilidade associada com o procedimento para determinacdo de

micotoxinas.(Fonte: Magan e Olsen, 2004; Trucksess e Pohlan, 2001)*2°

Alguns nucleos do lote de um produto podem conter elevadas concentragfes
de toxinas, enquanto outros ndo contém toxinas, o que resulta numa distribuicao

desigual da micotoxina. Isto é devido ao fato de que os fungos nado crescem
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uniformemente, e as toxinas produzidas s&o depositadas em alguns gréos de
cereais, e ndo em outros (Figura 11). Portanto, micotoxinas tendem a se concentrar
em determinados pontos.?*"3121

Quanto maior o grau de contaminagcao, maior a probabilidade de uniformidade
na distribuicdo e de que os resultados das determinacdes sejam mais exatos.
Inversamente, quando a concentracdo global de uma toxina em um lote de gréo é

baixa, a distribuicdo desigual é acentuada.*®*

(@) (b)

Figura 11. Distribuicdo dos analitos em um lote. (a) Distribuicdo ndo homogénea (b)

distribuicdo homogénea. (Fonte: Krska et al., 2012)"

Uma amostragem adequada € crucial para diminuir a variabilidade dos

resultados na determinacdo de micotoxinas.®®

3.4.2 Preparo da amostra

No preparo das amostras para analise cromatografica, o custo e o tempo,
bem como as fontes de erros durante a analise sdo considerados. O preparo da
amostra representa cerca de 60% do tempo e do custo da analise.?

Uma vez que uma amostra foi tomada a partir de um lote, esta é triturada,®
podendo ser por via seca ou via Umida. E muito importante triturar a totalidade da
amostra.®'® Ap6s moagem, a amostra deve ser homogeneizada, e dela ser retirada

uma subamostra para a extragéo e quantificacdo das micotoxinas.®
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A amostra pode ser triturada com um liquido apropriado, tal como &agua,
formando uma suspensédo entre as particulas da amostra e a agua, chamada de
slurry. Uma pequena porgdo desta mistura € utilizada para a extracdo. A utilizagdo
do slurry ao invés da amostra seca, pode diminuir a quantidade necessaria de
solventes para a extracdo, e com isso, 0s problemas de eliminagéo de residuos sé&o
minimizados.®

Na maioria dos casos, 0 preparo da amostra em si compreende Varios
processos. Eles podem influenciar fortemente a recuperacéo dos analitos, podendo
afetar portanto, a exatiddo e preciséo de todo o método analitico.?

Uma vez que a micotoxina foi extraida da matriz, o extrato liquido pode ser
purificado para remover impurezas que possam dificultar a deteccdo e a
quantificacdo da micotoxina. A purificacdo € um requisito para alguns, mas nao
todos os métodos analiticos.?® Além de remover impurezas da amostra, em alguns
casos esta etapa consiste também em uma etapa de pré-concentracéo do analito.’

As micotoxinas sdo compostos com diferentes propriedades fisico-quimicas.
Por isso, normalmente, os procedimentos especificos de extracao e purificacdo eram
otimizados apenas para uma micotoxina alvo. Nos ultimos anos a tendéncia € que
se busque desenvolver métodos de extracdo diferenciados, capazes de realizar a
extracdo simultinea de varias micotoxinas ou de um grupo de micotoxinas que
apresentem caracteristicas quimicas semelhantes.!”%°

Quanto maior for o nimero de micotoxinas, mais dificil € encontrar um
procedimento de purificacdo adequado, que permita recuperagcfes quantitativas para
todos os analitos. Por esta razdo, a maior parte dos métodos multimicotoxinas omite
a etapa de purificacdo. Esta estratégia, muitas vezes resulta em problemas de
sensibilidade, seja em funcdo a um maior efeito matriz ou a falta de pré-
concentracdo da amostra.*?

Outra opcédo, recentemente introduzida na analise multimicotoxinas, € 0 uso
das varias modificacbes do método QUEChERS (rapido, facil, barato, eficaz, robusto
e seguro), hoje amplamente utilizado na analise multirresiduo, por promover rapida
extracdo e purificagdo. O principio fundamental do método QUEChERS ¢é a particdo
do analito entre a acetonitrila e a agua, induzida pela adicdo de sais inorganicos.
Enquanto que os analitos sdo transferidos para uma fase organica, as impurezas

mais polares da matriz sdo deixadas numa camada aquosa.” E um dos métodos
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preferidos para a andlise de alimentos, porque combina véarias etapas e abrange
uma grande gama de analitos que podem ser determinados em relacdo as técnicas
de extracdo mais antigas. Pizzutti e colaboradores *? adaptaram este método para

extracao simultanea de pesticidas e micotoxinas.

3.4.3 Determinacdao instrumental

Métodos analiticos tém sido desenvolvidos para determinacdo de micotoxinas
em diversas matrizes. Técnicas analiticas para determinacdo e quantificacédo
incluem técnicas imunoldgicas, cromatografia de camada delgada (TLC),
cromatografia liquida (LC) e cromatografia gasosa (GC).*’

A LC tem sido a técnica analitica mais amplamente utilizada para
determinacao de micotoxinas, considerando seu desempenho satisfatério em termos
de exatiddo, precisdo, sensibilidade e reprodutibilidade.!**"*?* A cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC), com diferentes detectores é frequentemente
utilizada tanto para as andlises de rotina assim como para a realizacdo de
pesquisas.’®® Porém a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

esta ganhando cada vez mais espaco (Figura 12).%°

GC-ECD/NPD
HPLC-UV/FLD

GC-MS

LC-MS

1960 1970 1980 1990 2000 2010

Figura 12. Tendéncias na analise de micotoxinas a partir da perspectiva do tempo
(1960-2010) (Fonte: Hajslova, Zachariasova e Cajka, 2011)*°
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Embora os fatores limitantes na utilizacdo da cromatografia liquida hifenada a
espectrometria de massas (LC-MS) sejam devido ao alto custo dos equipamentos,
aos requisitos de laboratorio relativamente avancados e as limitacées no tipo dos

” nos Ultimos anos esta técnica se

solventes utilizados na extracdo e separacdo,’
tornou muito utilizada. A LC-MS tem avancado nos ultimos dez anos para o status
de técnica de referéncia no campo de determinacdo de micotoxinas.’®® Além de
simplificar o preparo de amostras,'?’ fornece dados seletivos e quantitativos para
varias micotoxinas a partir de uma Unica analise, mas pode sofrer os efeitos da
matrizii.128,129

Técnicas de MS séo essenciais para pesquisas avancadas em seguranca dos
alimentos e monitoramento ambiental. Estas areas sdo importantes para garantir a
saude dos seres humanos e animais.

A necessidade de métodos empregando LC-MS/MS é ainda maior porque a
identificacdo inequivoca do analito e a quantificacdo exata sdo pré-requisitos em
analise de alimentos, de acordo com recentes leis e regulamentos nacionais e
internacionais. Além disso, a espectrometria de massas em tandem (MS/MS), prevé
um grau avancado de seguranca na identificacdo do analito devido ao seu elevado
grau de seletividade. As técnicas de LC-MS ou LC-MS/MS permitem a determinacéo
simultdnea de compostos em concentracdes relativamente baixas. Varios métodos
por LC-MS/MS tem sido publicados para determinacdo de diferentes grupos de

micotoxinas.™*® A Tabela 5 mostra alguns métodos recentemente publicados.

" O efeito matriz é causado por substancias co-extrativas, que além de produzir a supresséo
de ions na interface de ionizacdo, causa também a perda ou acréscimo do sinal cromatogréfico,
influenciando a quantificacdo dos compostos de interesse. Este efeito pode ocorrer ao longo de todo
o tempo da andlise cromatografica.**®



Tabela 5. Resumo de métodos multimicotoxinas publicados em 2013 para analise de cereais e derivados por LC-MS/MS.

Analitos

Matriz

Extracéo
Solvente /Purificacao

Referéncia

10 Tricotecenos

29 micotoxinas, dentre elas
Aflatoxinas, Tricotecenos
AFLA B;, By, G; e G,; OTA,
DON, ZEN, T-2 e HT-2

AFLA B4, By, Gy, G, e M;; OTA,
ZEN e Fumonisinas

17 micotoxinas, incluindo
tricotecenos, aflatoxinas
Tricotecenos

69 micotoxinas, dentre elas
tricotecenos, aflatoxinas,
fumonisinas e ocratoxinas.

13 micotoxinas de Fusarium,
entre elas DON, DAS, T-2 e HT-2

AFLA B4, By, G; e G,; OTA,
DON, ZEN, T-2 E HT-2,
Fumonisinas B; e B,
Desoxinivalenol -3-glucoside
(DON-3G)

Grédos e produtos derivados de centeio
organico e convencional
Plantas de trigo

Farinha de trigo, farinha de cevada, farinha de
aveia e pdes a base de farinha de trigo e
farinha de centeio.

Pistaches, avelds, pimentdo, cacau, café,
milho e flocos de milho. Cereais, pao, leite,
gueijo, 6leo de gergelim
Alimentos, incluindo alimentos
animais.

Massas (seca e fresca)

Milho, amendoim, soja e produtos derivados
destes, cerveja, sopa de legumes.

infantis e

Cereais organicos (trigo, aveia, cevada,
centeio) e diferentes produtos de cereais
organicos (farinha, flocos de cereais, cereais
parboilizado)

Trigo, cevada, sorgo e produtos derivados de
cereais

Produtos processados derivados de cereais
como péao, biscoito, mini-bolos.

Acetonitrila/Agua (80:20, v/v) SPE
Bond Elut Mycotoxin®

Foi testado diferentes solventes
de extragéo.

Acetonitrila/Agua (84:16, viv) SPE
- polimérica

Coluna de imunoafinidade

Acetonitrila/Agua (84:16, v/v) SPE

Acetonitrila
Acetonitrila/Agua/acido
glacial (79:20:1, v/viv)

acético

Acetonitrila/Agua (84:16, v/v)

Acetonitrila/Agua (80:20, v/v)

Acetonitrila/Agua  (80:20,
coluna de imunoafinidade

AY)

Blajet-Kosicka'®*
Schenzel'*

Lattanzio et al**

Senyuva et al.**

Ren et. al.®*

Serrano et al**®

Abia et al.®*

Juan et al.*¥’

Oueslati et al.**®

Suman et al.**®




4 MATERIAIS E METODOS

Serdo descritos 0os materiais e 0os métodos utilizados na validacdo do método
analitico, assim como para a coleta e analise das amostras. Os ensaios a campo
realizados em cooperacdo com empresas parceiras, hdo sao descritos neste item,
pois a parte agronémica néo foi o foco deste trabalho. Cabe ressaltar que todos os
ensaios foram realizados por recursos humanos qualificados, seguindo
procedimentos rigorosos desde o cultivo até a analise das amostras.
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4.1 MATERIAIS

Este trabalho foi realizado através da cooperacao entre o Centro de Pesquisa
e Analise de Residuos e Contaminantes (CEPARC) da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM), um terminal portuério da cidade de Rio Grande — RS, uma
cooperativa, um moinho e uma fabrica de ragdo animal. Todas as andlises
laboratoriais foram realizadas no CEPARC, o qual estd em processo de acreditacao
pelo INMETRO. Desta forma, todo trabalho foi realizado de acordo com norma NBR
ISO/IEC 17025, requisito geral para competéncia de laboratérios de ensaio e

calibracao.

4.1.1 Instrumentos e acessorios

= Cromatografo a liquido, sistema UPLC-MS/MS (Waters, EUA) composto por:
o Amostrador automético, bomba quaternaria, forno para coluna e
sistema de desgaseificacao;
o Coluna cromatogréafica Bech C18, 100 mm de comprimento; 2,1 mm de
didmetro interno e 1,7 um de tamanho de particula (Waters, EUA);
o Detector MS Triplo Quadrupolo, Xevo TQ-S (Waters,EUA), utilizando o
modo de ionizacdo por eletronebulizacdo (ESI), com interface (Z-
spray), operando no modo positivo;
o Sistema de aquisicdo de dados através do software MassLynx e
Targetlynx 4.1 (Waters, EUA);
o Gerador de Nitrogénio (Peak Scientific, EUA);
» Sistema de purificacdo de agua Milli-Q®- resistividade 18,2 MQ cm (MilliPore®,
EUA);
= Balanca analitica de precisdo com 4 casas decimais (Sartorius, Alemanha);
» Balanca analitica de precisdo com 2 casas decimais (Sartorius, Alemanha);
= Pipetador automatico Handy Step (Brand, Alemanha);
= Pipetador semiautomatico (Eppendorf, Alemanha);

= Centrifuga Hareaus Varifugue (Thermo Scientific, Alemanha);


http://www.eppendorf.com/int/?l=91
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= Homogeneizador/triturador (Silverston Machine Ltda, Waterside Chesan,
Bucks, Inglaterra);

= Mesa agitadora modelo 3016 (GFL, Alemanha);

= Espectrofotdmetro UV-Vis Cary 50 (Varian, USA).

4.1.2 Reagentes e solucdes

= Metanol, Tolueno, Acido Acético Glacial, Acetonitila, todos com pureza grau
pesticida (J. T. Baker Chemicals, EUA ou Mallinckrodt, EUA);

= Agua ultrapura, purificada em sistema Mili-Q® (resistividade de 18,2 MQ Cm);

= Acido Férmico (Sigma — Aldrich, Alemanha);

= Sulfato de Magnésio Anidro 99,5% de pureza (UCT — Inglaterra);

* Solugdes de Dicromato de Potassio em Acido Perclérico, padrdo NIST
(SpecSol®, Brasil);

4.1.3 Gases

= Argbnio 99,999% de pureza (Air Products, Brasil) (gas de colisdo do UPLC-
MS/MS);

= Nitrogénio 99,999% de pureza (Proveniente do gerador de Nitrogénio
acoplado ao LC-MS/MS) (gas de dessolvatacdo do UPLC-MS/MS);

4.1.4 Insumos

= Tubo de polipropileno de fundo cbnico, com tampa rosqueavel, capacidade de
50 mL (Nalgene, EUA);

= Vial (Waters, EUA);

= Baldo volumétrico certificado de diversos volumes (Blau Brand, Alemanha ou
Restek, EUA);

= Frasco de vidro ambar para armazenamento de solucgdes;
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4.1.5 Micotoxinas selecionadas

Para este estudo, foram selecionadas 12 micotoxinas. A escolha dos analitos
se deve a relevancia dos mesmos na contaminacdo em milho e trigo e por serem 0s
de incidéncia mais comumente relatados nestas matrizes alimentares. As
micotoxinas em estudo foram: Aflatoxinas (Bi, Bz, Gi, Gy), Ocratoxina A,
Fumonisinas (B; e B,), Desoxinivalenol, Diacetoxiscirpenol e Zearalenona (Sigma

Aldrich, Alemanha) Toxina T-2 e Toxina HT-2 (Fermentek, Israel).

4.2 METODOS

4.2.1 Preparo das solugdes analiticas

4.2.1.1 Preparo das solugdes estoque

A micotoxina pura na forma de cristal (sal), especialmente as aflatoxinas, pela
sua natureza eletrostética, tende a se dispersar na area do laboratorio. Precaucdes
especiais sdo necessdrias para se evitar a contaminacdo do ar, bancadas, paredes
e frascos.®

O preparo das solucbes analiticas estoque foi efetuado de maneira
diferenciada para cada uma das micotoxinas. Foi considerado o valor de massa
informado pelo fabricante na embalagem do material de referéncia. Desta forma,
inicialmente, ndo se removeu as tampas originais e septos dos frascos contendo os
materiais de referéncia, evitando, desta forma, a disseminacdo de particulas das
micotoxinas. Foi apenas removida a protecdo central de aluminio do frasco com o
conteudo. O septo foi perfurado com uma agulha descartavel e adicionado no frasco
0 solvente/ou solugédo adequado utilizando uma seringa de vidro Hamilton. Desta
forma, o material de referéncia contido no interior do frasco foi solubilizado, para
entdo, o frasco ser aberto e o conteudo deste transferido para um baldo volumétrico
certificado, completando o volume com o0 mesmo solvente utilizado para a

solubilizacé&o do conteudo do interior do frasco (Tabela 6).
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Tabela 6. Preparo das solucdes estoque das 12 micotoxinas em estudo.

Micotoxina Massa do Solvente Volume Concen-
material de Fornecedor de tracéo
referéncia solvente  (ug mL™)

(mg) (mL)
Aflatoxina B, 5 Sigma Aldrich Metanol 100 50
Aflatoxina B, 5 Sigma Aldrich Metanol 100 50
Zearalenona 10 Sigma Aldrich Acetonitrila 100 100
Diacetoxiscirpenol 5 Sigma Aldrich Acetonitrila 50 100
Desoxinivalenol 5 Sigma Aldrich Acetonitrila 5 1000
Toxina T-2 10 Sigma Aldrich Acetonitrila 100 100
Toxina HT-2 10 Sigma Aldrich Acetonitrila 100 100
- . . Acetonitrila/ 4gua
Fumonisina B, 5 Sigma Aldrich (50:50, V) 50 100
. Acetonitrila/ dgua
Fumonisina B, 5 Fermentek (50:50, \//V) 50 100
Ocratoxina A 5 Fermentek Tolueno/Acido 250 20

Acético (99:1, v/v)

Para as micotoxinas Toxina T-2, Toxina HT-2, DAS, Fumonisina Bj,
Fumonisina B, considerou-se o grau de pureza especificado pelo fabricante para o
preparo da solucdo e célculo da concentracdo final obtida. Para os padrées das
demais micotoxinas, que ndo apresentam pureza especificada (por ndo serem
obtidos sinteticamente e sim a partir de micro-organismos), fez-se necessario a
confirmacdo da concentracdo de suas solucdes através de outra técnica analitica.
Essas solu¢des de micotoxinas foram padronizadas em espectrofotometro UV-Vis
segundo o Método Oficial 971.22 da AOAC modificado.'*°

Solugcdes de dicromato de potassio (K,Cr,O;) nas concentracées de 0,25;
0,125 e 0,0625 mmol L™, preparadas em solucédo de &cido perclérico (HCIO,4) a 0,01
mmol L™ foram utilizadas para a determinacdo do fator de correcédo (FC) do
Espectrofotometro UV-Vis e esse foi empregado no célculo para correcdo das
concentracdes das solugdes analiticas.

Realizou-se a leitura da medida de absorbéancia das solu¢cbes de K,Cr,O7 nas
trés concentracdes ja citadas, no comprimento de onda de absor¢do méaxima (350
nm), usando a solugéo de acido perclorico como branco. Calculou-se a absortividade

molar especifica (€) para cada uma das solu¢des usando a Equacéao 1.
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Ax1000

E= — Equagéo 1
Concentrago em mM

Onde:
€ = absortividade molar de cada solucao de K;Cr,Ov;
A = absorbancia de cada solucao de K,Cr,07.

Apos calcular a absortividade molar de cada solucdo de K,Cr,O7 (0,25; 0,125
e 0,0625 mmol L), foi realizada a média dos trés valores de ¢, para determinar o
fator de correcdo através da Equacédo 2. Exemplo detalhado no Apéndice 1:

o 3160

= — Equacéao 2
gmédio

Onde:
FC = Fator de correcdo do espectrofotbmetro;
€ medio =Média dos 3 valores de &,

obtidos de cada solugéo de K,Cr,07

O intervalo de aceitabilidade do fator de correcdo do espectrofotdbmetro deve
ser: 1,05 > FC > 0,95.

As solucdes estoque de AFLA B, By, G1 e G,; ZEN, DON e OTA foram
diluidas em solvente adequado e foi realizado as leituras de absorbancia no

comprimento de onda indicado para cada micotoxina conforme, Tabela 7.
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Tabela 7. Informacbes para correcdo da concentracdo de solucbes analiticas de

micotoxinas por espectrofotometria UV-Vis.

Comprimento Coeficiente de Peso
Micotoxina Solvente Diluicéo de Onda Absortividade  Molecular

(nm) molar (€) (9)

Aflatoxina B; Metanol 15 362 21500 312
Aflatoxina B, Metanol 15 362 21400 314
Aflatoxina G, Metanol 15 362 17700 328
Aflatoxina G, Metanol 1.5 362 19200 330
Zearalenona Acetonitrila 15 274 12622 318

Desoxinivalenol Acetonitrila 0,15 217 6618 296,3

Ocratoxina A Tolueno/Acido - 333 5440 403,5

Acético (99:1, viv)

A concentracao final das solucfes analiticas estoque de cada micotoxina foi
calculada utilizando a Equacao 3. Exemplo detalhado do célculo no Apéndice 2:

_ AXx FCxPM x1000x FD Equacéo 3
&

C

Onde:
C= concentracdo da solucdo de micotoxina (pg de micotoxina mL™)
A = absorbancia medida no espectrofotdmetro UV-Vis;
FC = fator de correcao do equipamento;
FD = fator de diluicéo;
PM = peso molecular da micotoxina;

€ = absortividade molar da micotoxina.

4.2.1.2 Preparo da solugdo mistura e das solug¢des analiticas de trabalho

Considerando que cada um dos grupos de micotoxinas estudados
apresentam diferentes sensibilidades frente a técnica de UPLC-MS/MS, bem como,
diferentes limites maximos toleraveis para cada micotoxina, foi necessario que cada

um desses grupos fossem estudados em concentracdes diferentes. Por essa razao,
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a solucdo mistura € composta pelas 12 micotoxinas estudadas, divididas em dois
grupos, com concentracdes distintas.

Preparou-se 200 mL de uma mistura de todas as micotoxinas analisadas por
UPLC-MS/MS em acetonitrila. A concentracdo de cada micotoxina na solucéo
mistura encontra-se descrita na Tabela 8. Essa solugcdo foi armazenada em
diferentes frascos de cor ambar (tampa contendo septo de teflon®), com capacidade
de 30 mL. Este fracionamento foi realizado a fim de evitar possiveis contaminacdes
e/ou evaporacfes provenientes da manipulacdo constante do volume total da

solugéo.

Tabela 8. Fornecedores dos materiais de referéncia, solventes utilizados no preparo
das solucdes analiticas estoque e concentracdes das micotoxinas nas solucdes

estoques e na solugdo mistura.

Concentracdo da Concentragéo da

Micotoxina Grupo Solvente solucéo estloque solucéo miftura
(Mg mL™) (Mg mL™)
Aflatoxina B; 1 Metanol 53,5 0,5
Aflatoxina B, 1 Metanol 23,0 0,5
Aflatoxina G; 1 Metanol 52,8 0,5
Aflatoxina G, 1 Metanol 45,0 0,5
. Tolueno/ Acido

Ocratoxina A 1 Acético (99:1, viv) 23,9 0,5

- Acetonitrila/agua
Fumonisina B, 2 (1:1, VIv) 98,0 25

- Acetonitrila/agua
Fumonisina B, 2 (1:1, viv) 98,0 25
Desoxinivalenol 2 Acetonitrila 1000 25
Diacetoxiscirpenol 2 Acetonitrila 1000 25
Zearalenona 2 Acetonitrila 200 25
Toxina T-2 2 Acetonitrila 98,0 25
Toxina HT-2 2 Acetonitrila 98,0 25

Todas as solugbes analiticas foram armazenadas em freezer a -18 °C. Antes
do uso, tais solu¢Bes foram retiradas com antecedéncia do congelador e deixadas
em repouso até atingirem a temperatura aproximada de 20 °C (laboratério com
temperatura controlada).

Para a confeccdo das curvas analiticas usadas para os estudos de

linearidade e de efeito matriz, prepararam-se as solu¢cfes analiticas de trabalho a
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partir da solugcdo mistura. Adicionaram-se volumes definidos dessa solugéo mistura
em sete baldes volumétricos certificados e completou-se o volume conforme
Apéndice 3. Em seguida, transferiu-se 500 pL de cada uma das sete solucdes
analiticas de trabalho para vials separados e a cada um deles adicionou-se 500 uL
do solvente de extragdo (acetonitrila contendo 1% de 4cido acético e padréo interno
para controle do instrumento) (Tabela 9).

Tabela 9. Concentracao final das micotoxinas nas solucfes das curvas analiticas.

Concentracédo das solug¢des utilizadas para

Micotoxina ~ . 1
confeccdo das curvas analiticas (ng mL™)

1 2 3 4 5 6 7

Aflatoxina B,

Aflatoxina B,

Aflatoxina G, 0,1 0,2 0,5 1,0 2,0 5,0 10,0
Aflatoxina G,

Ocratoxina A

Fumonisina B;

Fumonisina B,

Desoxinivalenol

Diacetoxiscirpenol 5,0 10,0 25,0 50,0 100,0 250,0  500,0
Zearalenona

Toxina T-2

Toxina HT-2

A fim de propiciar uma avaliagdo capaz de confirmar a eficiéncia e a
qgualidade geral do procedimento de extracdo e da andlise cromatogréafica, houve a
introducdo de padrdes internos". A quantificacdo foi realizada por padronizacéo
externa, ou seja, levando-se em consideracdo apenas as areas dos picos das
micotoxinas em estudo.

O padrao interno do instrumento foi propoxur na concentracéo de 10,0 ug L™.
Para confeccédo das curvas analiticas em extrato da matriz, transferiu-se 500 yL de
cada uma das sete solu¢fes analiticas de trabalho preparadas em solvente organico

(contendo padréo interno), para vials separados e a cada um deles foi adicionado

" padrdo interno é uma substancia quimica adicionada a uma porgcdo da amostra ou ao
extrato da amostra em uma quantidade conhecida, em uma etapa especifica da andlise, a fim de
avaliar a execucdo correta do procedimento analitico (ou parte dele). O padrdo interno deve ser

quimicamente estavel e deve demonstrar o mesmo comportamento dos analitos.**®
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500 uL do extrato branco das matrizes em estudo, para aplicagdo do método para
analise de trigo e milho. Assim, tanto as curvas analiticas obtidas através das
solucbes preparadas em solvente organico quanto aquelas obtidas através das
solucbes preparadas em extrato branco de cada matriz, apresentaram as mesmas
concentragdes finais de cada micotoxina. Para os ensaios de fortificag&o, utilizou-se
também a solucdo mistura preparada em acetonitrila, conforme concentracdes

mostradas na Tabela 8.

4.2.2 Avaliacdo de amostras “branco”

Na auséncia de matriz branco (material de referéncia sem conter os analitos)
das matrizes em estudo, amostras de farinha de trigo integral e de milho foram
adquiridas no comércio local da cidade de Santa Maria e avaliadas para o uso como
matriz “branco”.

As amostras foram armazenadas em geladeira com temperatura maxima

controlada a 12 °C.

4.2.3 Método analitico multirresiduo para determinacdo de micotoxinas

O método analitico foi baseado no método preconizado por Pizzutti e
colaboradores’® para determinacdo simultinea de pesticidas e micotoxinas em
arroz. Este método foi adaptado para determinacdo de 12 micotoxinas nas matrizes
de trigo e milho, sendo que as condi¢cdes cromatograficas utilizadas nesse estudo
foram estabelecidas tendo como base os estudos de Spanjer e colaboradores,**
com algumas adaptacdes. O método com suas modificacdes, foi validado in house

(intralaboratorial), visto que a validacdo de meétodos analiticos € um requisito

fundamental para demonstracédo da competéncia técnica analitica de laboratérios.
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4.2.3.1 Preparo da amostra e procedimento de extracao

As amostras de trigo e milho foram trituradas por moagem via umida. Os
gréos foram homogeneizados juntamente com &agua, a fim de se obter uma
suspensdao homogénea (slurry). A proporcao entre gréos e agua para obtencédo do
slurry foi determinada a partir de experimentos, nos quais foram avaliado as
proporcdes 1:1, 1:1,5 e 1:2, para grdos e agua, respectivamente. Este estudo foi
realizado tanto para milho quanto para trigo.

O procedimento de extracdo foi realizado conforme descrito por Pizzutti e

colaboradores'®

com adaptacbes. Consistiu na pesagem de 12,5 g de slurry
seguida da adicéo de 10 mL de acetonitrila contendo 1% de acido acético e o padrao
interno do procedimento (P.1.P) (quinalfés, na concentragdo de 12,5 pug L™), em cada
tubo. ApoOs fecha-los, efetuou-se agitacdo em mesa agitadora por cerca de um
minuto. Em seguida, acrescentou-se 4,5 g de sulfato de magnésio anidro e repetiu-
se a agitacdo novamente por um minuto. Posteriormente, efetuou-se uma etapa de
centrifugacéo por trés minutos a 3600 rpm (rotacdo por minuto). Finalmente,
transferiu-se 0,5 mL deste extrato para vial e adicionou-se 0,5 mL de metanol
contendo o padréo interno do instrumento (P.l.1.) (propoxur, na concentracdo de 10
ug L), seguindo, diretamente para analise por UPLC-MS/MS. O esquema do

procedimento de extracdo esta representado na Figura 13.

12,5 g slurry 10 mL acetonitrila 4,59 MgSO, 500 ulL
(5 g de amostra (1% Acido acético Agitacdo H
+7,5gdeagua) +PILP.¥) 1 mih de extrato
> —_— —n —_—

Agitagdo Centrifugacéo 500 pL

1 min 3 min metanol + P.I.1.** J

UPLC-MS/MS

*P.I.P. = Padrao Interno do Procedimento (Propoxur 10,0 pg L)
**P.|.l. = Padrao Interno do Instrumento (Quinalfés 12,5 ug L)

Figura 13. Representacdo do método de extracdo utilizado para determinacéo de

micotoxinas em milho e trigo.
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4.2.3.2 Condicdes cromatograficas

As condig8es cromatogréficas utilizadas nesse estudo foram estabelecidas de

acordo com os estudos de Spanjer e colaboradores.*** As condicées instrumentais

empregadas para o sistema de UPLC-MS/MS foram as seguintes:

= Para o cromatografo a liquido:

|

|

|

a

Volume de injecao de 2 pL, no modo partial loop with needle overfill;
Temperatura do forno da coluna: 60 °C;

Eluente A: Agua (0,1% de acido férmico);

Eluente B: Acetonitrila (0,1% de &cido férmico);

Gradiente da fase movel: O programa foi iniciado em 90% eluente A e
foi diretamente levado a 30% em 10 min, mantendo-se constante
durante 0,1 min e diminuindo linearmente para 10% do eluente A. Esta
condicdo foi mantida constante durante dois minutos. A coluna foi
reequilibrada no dltimo minuto para a composicao inicial da fase mével,
Vazdo da fase mével constante em 0,45 mL min;

Tempo total de corrida: 13 minutos.

» Para o espectrOmetro de massas:

|

a

lonizac&@o a pressao atmosférica por ESI no modo positivo;

Parametros da fonte de ionizacdo: voltagem do capilar de 2,0 kV,
temperatura 120 °C,;

Temperatura do gas de dessolvatacdo: 400 °C;

Vaz&o do géas nitrogénio para dessolvatacéo: 100 L h™:;

Vazdo do gas no cone da amostragem: 7,0 L h*;

Vazéo do gas de colisdo (Argonio): 0,15 mL min™;

A energia de colisdo e a voltagem no cone de amostragem foram
otimizadas somente para Fumonisina B;, que apds injecdo néo foi
detectada de forma satisfatoria. Foi realizada entdo, a infusdo das
solugdes analiticas diretamente no MS, na vazdo de 10 pL min™. Duas
transicbes MRM (monitoramento de reagbes multiplas) foram

monitoradas para cada um dos analitos, sendo a primeira empregada
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para a quantificagdo do analito e a segunda para a confirmacdo do

mesmo. Estas informagdes se encontram na Tabela 10.

Tabela 10. Condicdes instrumentais para determinacdo de micotoxinas empregando UPLC-

MS/MS, com ionizacao por ESI no modo positivo, em amostras de milho e trigo.

Transicbes
. Voltagem Quantificacdo Confirmacéo
Micotoxina tr lon do cone
(min)  precursor v) ion Energia de fon Energia de
Produto coliséo (eV) Produto colisdo (eV)
Aflatoxina B, 7,2 313,1 50 285 23 241 37
Aflatoxina B, 6,94 315,1 50 287,1 26 259,1 30
Aflatoxina G, 6,90 329,1 40 243,1 25 214,3 25
Aflatoxina G, 6,62 331,1 50 245,1 30 243,1 25
Ocratoxina A 8,79 404,1 2 239,1 26 221,05 34
Fumonisina B, 7,38 722,4 58 352,4 37 334,4 42
Fumonisina B, 8,09 706,5 59 336,4 34 318,4 40
Desoxinivalenol 1,38 297,2 23 249,1 10 231,2 12
Diacetoxiscirpenol 7,3 367,3 14 307,3 10 289,3 12
Zearalenona 8,75 319,1 24 187,0 18 184,9 26
Toxina T-2 8,59 467,4 8 305,2 8 245,3 7
Toxina HT-2 7,77 425,3 23 263,2 10 105,1 37
Propoxur* 7,39 210,1 15 110,9 12 92,9 25
Quinalfos** 9,82 299,0 25 96,9 25 162,9 35

*Padrdo interno do instrumento (P.l.l.), / **Padrdo interno do procedimento (P.I.P.) — ndo séo
micotoxinas.

4.2.3.3 Validacao

Se um método existente for modificado para atender a requisitos especificos,
ou um método totalmente novo for desenvolvido, o laboratério deve assegurar que
as caracteristicas de desempenho do método atendam aos requisitos para as
operacdes analiticas pretendidas.*?

Na pratica, a adequacdo a finalidade de métodos analiticos aplicados na
rotina é mais comumente avaliada através de estudos de validacéo.'*® A validacédo é
uma avaliacdo que garante que as informacdes geradas por um método analitico

sejam confiaveis e interpretaveis sobre a amostra a que se refere.'**
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Os parametros de validacdo avaliados neste trabalho foram: linearidade,
efeito matriz, limite de deteccdo e limite de quantificacdo, exatiddo e precisédo
(ensaio de fortificacéo e recuperacéo).

O método multirresiduo para determinacdo de micotoxinas foi validado

individualmente para cada matriz em estudo (milho e trigo).

4.2.3.3.1 Curva analitica e linearidade

A linearidade de um método quantitativo pode ser definida pela sua
capacidade em demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais
a concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado de
concentracdo.*

Avaliou-se a linearidade das curvas analiticas a partir das solugcfes analiticas,
preparadas tanto em solvente organico quanto no extrato da matriz (extrato “branco”
de milho e extrato “branco” de trigo).

Primeiramente, injetou-se o extrato “branco” dos reagentes (procedimento de
extracao realizado sem a matriz e sem os analitos, para verificagdo da pureza dos
reagentes) e extrato “branco” da matriz (extracdo da matriz sem a adicdo dos
analitos, para confirmar se realmente a matriz ndo contém os analitos em estudo).
Em seguida, procedeu-se a injecdo das solucdes analiticas preparadas em solvente
organico e em extrato da matriz, conforme item 4.2.1. As soluc¢des foram injetadas
em ordem crescente de concentracdo, onde as solucdes em solvente foram
injetadas e na sequéncia, as solucbes em extrato de matriz de mesma

V145 da coluna

concentracdo, evitando assim o fendmeno de carry over
cromatografica. Esta sequéncia de injecdo foi repetida por sete vezes.

A partir dos dados obtidos, realizaram-se os calculos da média das areas dos
analitos e do valor de RSD%. Para obtengdo das curvas analiticas (y= ax + b), a
concentracdo de cada micotoxina estudada foi plotada no eixo das abscissas e a
respectiva area obtida foi plotada no eixo das ordenadas. Para aquelas micotoxinas
em que a matriz “branco” continha o analito, a média das areas do analito no extrato

“branco” foi descontada do valor de area do determinado analito, em cada uma das

v Carry over pode ser definido como um aumento na &rea do pico cromatografico do analito,
proveniente de resquicios do mesmo de analise anterior, possivelmente existentes no interior do
injetor, coluna efou detector.™*
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solugdes da curva analitica. A partir da plotagem desses dados, obteve-se 0
coeficiente de determinacdo (r?), o coeficiente angular (a) e o coeficiente linear (b)

das curvas analiticas, bem como a equacéo da reta para cada micotoxina.

4.2.3.3.2 Avaliacao do efeito matriz

7

Efeito matriz é o estudo de seletividade que objetiva assegurar possiveis
interferéncias causadas pelas substancias que compde a matriz amostral, gerando
basicamente, fendmenos de diminuicdo ou ampliacdo do sinal instrumental. 4

O efeito matriz representa uma das maiores fontes de erro nas determinacdes
analiticas em nivel de tracos, especialmente de micotoxinas.'*’ Para realizar a
avaliagdo da magnitude da interferéncia deste efeito nos resultados deste estudo,
aplicou-se dois métodos.

O primeiro deles, baseia-se na comparacdo entre as areas obtidas das
solugcdes analiticas em solvente organico e daquelas obtidas com solucbes
analiticas preparadas no extrato de cada matriz estudada (milho e trigo). O célculo

foi efetuado através da Equacéo 4.

EfeitoMatriz(%) :%Aleoo Equacéo 4
Onde:
Al = média das areas da solucdo em extrato da matriz, em uma determinada
concentragéo;

A2=meédia das areas da solucdo em solvente organico, em uma determinada

concentracao.

A outra forma de avaliacdo do efeito matriz, foi realizada com base na
comparacdo das inclinacbes das curvas analiticas obtidas a partir das solucdes
analiticas preparadas em solvente organico com aquelas obtidas a partir das

solucdes analiticas preparadas em extrato da matriz.
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O célculo para a avaliagcdo do efeito matriz a partir das inclinacbes das curvas

analiticas, foi realizado de acordo com a Equacéo 5.
. . Sm ~
Efeito Matriz(%) =100 x(l—gJ Equacédo 5

Onde:
Sm = inclinacdo da curva analitica preparada em extrato “branco” da matriz;

Ss = inclinacdo da curva analitica preparada em solvente organico.

Através dessas equacdes, € possivel determinar se a matriz exerce efeito
positivo (acréscimo na intensidade do sinal) ou negativo (supresséao do sinal) sobre o
resultado da analise. Conforme o SANCO,'® resultados com efeito matriz entre
+20% e -20% sdo considerados aceitaveis para andlises de contaminantes em

alimentos em nivel de tracos.

4.2.3.3.3 Limite de detecc¢éo e limite de quantificacao

Nas determinacbes de analitos presentes nas amostras em concentracdes
muito baixas (traco), a determinacdo da menor concentracdo em que o analito pode
ser detectado com confiabilidade é muito importante para evitar resultados
erroneos™,

O limite de deteccao (LOD, do idioma inglés Limit of Detection) de um método
é definido como a concentragdo minima do analito medida e declarada com 95 ou
99% de confianca, em que a concentracdo do analito é maior do que zero.**

Com base nos dados obtidos no estudo de linearidade das curvas analiticas
de cada uma das 12 micotoxinas estudadas, foi determinado a estimativa do limite
de deteccdo do instrumento (LOD;) e do método (LOD,,), bem como do limite de

quantificacdo do instrumento (LOQ;) e do método (LOQm).
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A partir das &reas e do valor de RSD% (7 réplicas) de cada micotoxina
presente nas sete solucdes analiticas estudadas, aplicou-se a Equacdo 6 e obteve-

se a estimativa do LODi (ug L)

LOD =3xRSDxC Equacéo 6

Onde:
RSD: desvio padréo relativo das areas obtidas

C: concentracao da solucéo analitica

Multiplicando-se o valor estimado do LOD; pelo fator obtido para o método de
extracdo — fator 4 (Apéndice 3), obtém-se a estimativa do LODy, (ug kg™).
A partir do LOD;, aplicando-se a Equacéo 7, obtém-se o LOQ;

LOQ =LOD x 3,33 Equacao 7

Através da multiplicacdo do LOQ; pelo fator do método, é possivel obter o
LOQn estimado calculado. No entanto, considera-se como valor real do LOQ, (Mg
kg™) a menor concentracdo que ao ser fortificada na matriz, apresenta recuperagées

entre 70 e 120%, com valores de RSD% menor ou igual a 20%.*°

4.2.3.3.4 Procedimento de fortificagéo e recuperacgéo

Para execucdo dos estudos de fortificacdo e recuperacdo, realizou-se a
fortificacdo em 3 niveis de concentracdo com sete repeticdes para cada nivel.
Também foi realizada a extragdo das amostras “branco” das matrizes em estudo,
para verificacdo da real auséncia das micotoxinas em estudo, em cada matriz.

Em tubos de teflon® com tampa rosqueavel e capacidade de 50 mL foram
pesados 12,5 + 0,05 g de slurry da matriz. Logo apos, efetuou-se a fortificagdo com
a solucdo mistura das micotoxinas estudadas, nas concentracbes descritas na
Tabela 11. Adicionou-se 10, 25 e 100 pL da solugcdo mistura a amostra. O
procedimento de extracao foi realizado conforme descrito no item 4.2.3.1.
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Tabela 11. Niveis de fortificacdo aplicados para o estudo de recuperacao.

Micotoxina Niveis de fortificagdo (ug kg™)

1 2 3

Aflatoxina B;

Aflatoxina B

Aflatoxina G, 1,0 2,5 10,0
Aflatoxina G,

Ocratoxina A

Fumonisina B,

Fumonisina B,

Desoxinivalenol

Diacetoxiscirpenol 50,0 125,0 500,0
Zearalenona

Toxina T-2

Toxina HT-2

4.2.4 Amostragem para aplicacdo do método em amostras reais

Este estudo também objetivou determinar micotoxinas em produtos a base de
milho e trigo provenientes de diversos pontos da cadeia produtiva e comercial,
comecando no setor primario com ensaios realizados a campo, passando pelo
processamento, até a analise de produtos disponibilizados na prateleira para o
consumidor.

Todas as amostras foram coletadas conforme Regulamento da Comissdo
Europeia n° 401/2006,° que estabelece os métodos de amostragem e de anélise

para o controle oficial das concentracfes de micotoxinas nos produtos alimenticios.

4.2.4.1 Ensaios a campo

Em cooperacdo com cooperativa gadcha, trés distintos ensaios a campo
foram realizados. Toda parte experimental a campo foi organizada e executada pelo
departamento técnico da institui¢ao.

Cada experimento foi conduzido em delineamento de blocos ao acaso. As
unidades experimentais (parcelas) foram constituidas de, no minimo, 12 m?2. Para

cada parcela dos ensaios com gendtipos de trigo com diferentes reacdes de
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resisténcia a giberela e com diferentes fungicidas, foi determinado a severidade (S)
e a incidéncia (l) da doenca, e calculou-se o indice de giberela (IG). Apés a colheita
do gréo, este foi pesado para verificagdo do rendimento e enviado ao CEPARC para

determinacao de micotoxinas.

4.2.4.1.1 Ensaio com genotipos de trigo em distintas localidades

O ensaio foi conduzido na safra de inverno de 2013 em trés localidades no
estado do Rio Grande do Sul, sendo elas: Cruz Alta, Sdo Luiz Gonzaga e Santa
Rosa (Figura 14). Foi avaliado 13 linhagens de trigo e uma cultivar utilizada como
testemunha. Foi utilizado como testemunha a cultivar Quartzo (OR-Biotrigo). Esta
cultivar é caracterizada como moderadamente suscetivel a giberela. As linhagens de
trigo selecionadas fazem parte de um programa de melhoramento genético de trigo.
As 13 linhagens juntamente com a testemunha foram avaliadas em triplicata,

totalizando 126 amostras em estudo.

B Regico 1 - Fria, amida, alta
- Regido 2 - Moderadamente quente, Umida e baixa

- N&o recomendada

Figura 14. Regibes homogéneas de adaptacdo de cultivares de trigo no Rio Grande

do Sul, com destaque para as trés localidades em estudo.
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4.2.4.1.2 Ensaio com genotipos de trigo com diferentes reacfes de resisténcia
a giberela

Foi avaliado a resposta de diferentes genoétipos de trigo, com e sem
tratamento fungico. Para isto, selecionou-se 5 cultivares de trigo, as quais
apresentam diferentes reacdes de resisténcia a giberela, sendo elas:

o Cultivar 1: Moderadamente suscetivel
o Cultivar 2: Moderadamente suscetivel
o Cultivar 3: Moderadamente resistente
o Cultivar 4: Moderadamente suscetivel

o Cultivar 5: Moderadamente resistente

O experimento foi conduzido na safra de inverno 2013, na cidade de Cruz
Alta. Foram testadas uma (25-50% floracdo) e duas aplicacdes (25-50% floracdo +
10 dias ap0s a primeira aplicacdo) de Opera Ultra (0,75 L/ha) + Assist (0,5 L/ha) no
florescimento, em comparacao com testemunha néo tratada. O delineamento foi de
blocos ao acaso, com cinco repeti¢des, totalizando 75 amostras em estudo. No
estagio vegetativo, foram feitas trés aplicagdes de Fox (0,4 L/ha) + Aureo (0,25 L/ha)
em todos os tratamentos, incluindo a testemunha, a fim de que apenas o manejo

para giberela variasse entre 0s mesmos.

4.2.4.1.3 Ensaio com diferentes fungicidas

O objetivo deste ensaio foi avaliar a eficiéncia de diferentes fungicidas na
reducdo das concentracbes de micotoxinas. Foi selecionado uma cultivar suscetivel
a giberela, e esta foi avaliada sem tratamento flngico e em 11 tratamentos com
principios ativos e mistura destes para o controle de giberela, contando com
produtos registrados e ndo registrados (Tabela 12). Foram realizadas cinco
repeticbes do ensaio totalizando 60 amostras. O experimento foi conduzido no

municipio de Cruz Alta.
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Tabela 12. Tratamentos fungicidas aplicados na cultivar de trigo selecionada para o

controle de giberela.

Trat. Fungicidas Dose
(Grupo Quimico) (L ha)
T - Sem tratamento
2 Triazol (A) + Estrobilurina (B) 0,75%
3 Estrobilurina (B) + Triazol (C) 0,502
4 Estrobilurina (D) + Triazol (E) 0,60°
5  Triazol (F) 0,75
6 Benzimidazol (G) 0,80
7  Estrobilurina (D) + Triazol (E) 0,75°
8 Benzimidazol (G) 1,00
9  Estrobilurina (D) + Triazol (E) + 0,75°
Benzimidazol (G)

10  Estrobilurina (H) + Carboxamida (1) 0,30¢
11  Estrobilurina (H) + Carboxamida (l) 0,35¢
12  Estrobilurina (H) + Triazol (J) 0,75¢

Adicdo de adjuvante (0,25% v/v) / "Mistura pronta com RET + 0,7 L ha™ éleo NTX / °Oleo mineral
(0,5% VvIv) + RET Il / “Assist (0,5 L ha™)

4.2.4.2 Amostras de trigo importadas e para exportacao

Em marco de 2013, foram coletadas 30 amostras de gréos de trigo enviadas
por cooperativas gauchas e empresas de armazenamento de grédos para
exportacao, através do Porto de Rio Grande — RS. Foram coletadas também cinco
amostras de graos de trigo importadas da Argentina no més de marco de 2013,
através do mesmo porto. A amostragem foi realizada por empresa terceirizada sob

responsabilidade do Porto, e enviadas ao CEPARC para analise.

4.2.4.3 Amostras de trigo e seus subprodutos do processo de moagem

Em colaboragdo com um moinho de beneficiamento de farinha de trigo,
efetuou-se coletas quinzenais, no periodo de abril de 2013 a janeiro de 2014, de
amostras de graos de trigo para processamento antes da limpeza prévia dos graos,
apos a etapa de limpeza, da farinha e do farelo obtidos através da moagem destes
graos, totalizando 80 amostras. Foram coletados aproximadamente 2 kg de cada

amostra, sendo que a amostragem foi realizada pelo proprio moinho e enviada ao
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CEPARC para posterior analise. O lote representado era composto por menos de

uma tonelada.

4.2.4.4 Amostras de farinha de trigo coletadas em supermercados

Amostras de farinha de trigo foram coletadas nos meses de abril, junho,
agosto, outubro e dezembro de 2013 nas cidades de Cruz Alta e Santa Maria no Rio
Grande do Sul. Neste periodo foram coletadas 10 amostras de farinha de trigo em
cada més, em ambas as cidades, totalizando 100 amostras.

O peso global de cada amostra, de acordo com a CE**°, deve ser pelo menos
um quilograma (1 kg), composta de pelo menos trés amostras elementares para
compor a representatividade da prateleira (lote < 0,05 toneladas). Desta forma,
foram coletadas trés embalagens de cada farinha a fim de compor uma amostra
global. As amostras foram coletadas aleatoriamente na prateleira, representando as
mercadorias que estavam a disposi¢cdo do consumidor no dia da coleta. Nao foi

monitorada nenhuma marca comercial especifica.

4.2.4.5 Amostras de milho para exportacéao

Em marco de 2013, foram coletadas 30 amostras de graos de milho, enviadas
por cooperativas galuchas e empresas de armazenamento de graos para
exportacdo, atraveés do Porto de Rio Grande — RS. A amostragem foi realizada por

empresa terceirizada sob responsabilidade do Porto, e enviadas ao CEPARC.

4.2.4.6 Amostras de farinha de milho coletadas em supermercados

Amostras de farinha de milho foram coletadas nos meses de abril, junho,
agosto, outubro e dezembro de 2013 nas cidades de Cruz Alta e Santa Maria no Rio
Grande do Sul. Neste periodo foram coletadas 10 amostras de farinha de milho em

cada més, em ambas as cidades, totalizando 100 amostras.
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O método de amostragem foi 0 mesmo utilizado na coleta das amostras de

farinha de trigo descrito no item 4.2.4.4.

4.2.4.7 Amostras destinadas a alimentacéo animal

Foram realizadas coletas de amostras de gréos e quirera de milho destinadas
a fabricacdo de racdo animal, no periodo de abril de 2013 a janeiro de 2014. A
frequéncia de coleta foi quinzenal, sendo que as amostras eram a matéria prima
recebida pela fabrica. Foram coletadas 40 amostras ao longo do periodo
mencionado. Cada amostra foi composta de 2 kg, representando lotes de > 1< 3

toneladas.

4.2 5 Andlises estatisticas

Os resultados quanto as concentracdes de micotoxinas determinadas em
linhagens de trigo em diferentes localidades, genoétipos de trigo com diferentes
reacdes de resisténcia a giberela, graos de trigo tratados com diferentes fungicidas,
farinhas de trigo e milho coletadas em supermercados foram submetidos a andlise
de variancia conjunta. As médias foram comparadas pelo teste de Scott & Knott, a
5% probabilidade de erro (p=0,05). Esse teste visa a separacdo de médias de
tratamentos em grupos distintos, através da minimizagdo da variagdo dentro e
maximizacéo da variacdo entre grupos. Os resultados séo facilmente interpretados,
devido & auséncia de ambiguidade, resultando em maior objetividade e clareza,*

principalmente quando se realiza a comparacao de varios tratamentos.



5. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Os primeiros resultados discutidos foram referentes a validacdo do método e
posteriormente, discutido a aplicacdo deste nas amostras oriundas dos distintos

pontos da cadeia produtiva e comercial. Foram avaliadas 476 amostras de produtos

de trigo e 170 amostras de produtos de milho.
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5.1 METODO ANALITICO

O método analitico foi validado para duas matrizes: milho e trigo. A primeira
etapa realizada foi a homogeneizagdo das amostras (graos, quirera e farinhas). O
procedimento adotado para foi o0 de moagem por via Umida, devido aos melhores
resultados evidenciados em estudos anteriores. Pesquisa realizada por Lippolis e
colaboradores,*™* demonstrou que o preparo da amostra através da obtencéo do
slurry € estritamente necessario para se obter amostras de laboratorio
representativas e homogéneas para determinacao das micotoxinas, bem como para
minimizar erros de classificacdo dos lotes aceitavel/rejeitavel. O grupo de pesquisa
de Spanjer™® concluiu que os melhores resultados foram obtidos a partir da
obtencdo do slurry, por produzir particulas de menores dimensdes e,
consequentemente, amostras mais homogéneas e com menor coeficiente de
variacao.

A proporcdo mais adequada para o preparo do slurry foi de uma parte de
gréos para 1,5 de 4gua. Pizzutti e colaboradores'® utilizaram a proporcdo de 1:1
(grdos/ agua) para a matriz arroz. Porém, para trigo e milho, com esta propor¢céo
nao foi possivel triturar e homogeneizar adequadamente as amostras. A proporcao
de 1:2 (graos/ agua) também nao foi adequada devido ao aspecto demasiadamente
liquido do slurry.

Foi utilizado QUEChERS modificado para a etapa de extracéo. Inicialmente
desenvolvido para a analise de residuos de pesticidas, tem sido usado para
determinacdo de outros tipos de residuos e contaminantes, tais como drogas
veterinarias e micotoxinas.

De acordo com Mastovska et al.’®*

a utilizacdo da acetonitrila acidificada
promove recuperagfes satisfatorias dos analitos, principalmente aqueles que
apresentam problemas de estabilidade. Outra grande vantagem é que a acetonitrila
€ um solvente mais adequado para ser utilizado em cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas do que solventes como acetona e acetato de etila.

Ao solvente de extracédo, foi adicionado um dos padrdes internos, neste caso
o Quinalfés, que foi utilizado com padrdo interno do procedimento (Figura 15). O
segundo padrado interno, Propoxur, foi utilizado para avaliar o instrumento (Figura

16), o qual foi adicionado no solvente para diluicdo do extrato antes da injecéo.
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147

Similarmente ao trabalho desenvolvido por Righi,”™" neste trabalho, os dois padrdes

internos empregados eram pesticidas.

Quinalfés 29919>961?1
9,8 min 6,58 . 10
100+ - SRR :
.
Y 'I""I""I""I""I""I""I""I"I"I'"'I""II""I""I"" min
299,9>162,9
1,72 .10°
100
%
O~ T T T T T T T R min
8.00 8.50 9.00 9.50 10.00 10.50

Figura 15. Cromatograma do padrdo interno do procedimento Quinalfés, na

concentracdo de 12, 5 ug L™.

Propoxur 210,1>110,9
7,8 min 6,58 . 10°*
100 e
%
0 "I""I""I""I""I""I""I""I""II""I'"'I""I""I""I""I""I""I'"'I""I""I""I"" min
210,1>92,9
S 1,46 . 10
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% \ U.oro
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7.00 7.20 7.40 7.60 7.80 8.00 8.20 8.40 8.60 8.80

Figura 16. Cromatograma do padréo interno do instrumento Propoxur, na

concentracdo de 10,0 yg L™,

Primeiramente, optou-se por estas substancias pela disponibilidade dos
mesmos nos laboratérios do CEPARC. Justifica-se também devido ao objetivo do
estudo que serviu de base para este trabalho, que foi o desenvolvimento de método
simultaneo para determinagcdo de micotoxinas e pesticidas. Em LC-MS/MS, padrdes
internos sdo frequentemente usados para compensar os efeitos da matriz e as

perdas durante a etapa de extracdo e de purificagdo. Convém destacar que 0s
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padrdes internos nao foram utilizados para a quantificacdo dos analitos, mas apenas
como padrdes de controle.
Na analise multimicotoxina, o uso do P.l. é bastante limitado. Padrdes

155 e T-2 deuterado tém

isotopicamente marcados tais como FB; deuterado (FB;-d6)
sido relatados.*®® Porém, a utilizacdo de padrdes isotopicamente marcados possui
custo elevado. Em alguns casos, a utilizacdo de um determinado P.l. tem sido
limitada aos analitos estruturalmente préximos, por exemplo, nafcilina (produto de

hidrélise de tricotecenos macrociclicas)’

zearalanona (ZAN, um derivado da
ZEN),****°® yerrucarol (produto de hidrélise de tricotecenos macrociclicas), de-epéxi-
DON (um metabdlito da DON) e diclofenaco (droga anti-inflamatéria).

Anastassiades e colaboradores’ estudaram extensivamente os efeitos de
diferentes sais e suas combinacdes. O MgSO, anidro demonstrou ser o sal mais
indicado devido sua maior capacidade de remocdo da agua. Além de reduzir o
volume de fase aquosa, sua hidratacdo produz uma reacao exotérmica, tendo como
resultado o aquecimento entre 40 e 45 °C da amostra durante as etapas de
extragao/particao, favorecendo a extragao, especialmente dos compostos apolares.

A adicdo de sais, como o MgSQO,, promove o efeito salting out que € a
particdo dos analitos entre as duas fases liquidas presentes. Este efeito resulta em
melhores percentuais de recuperacdo para analitos polares, uma vez que a adi¢ao
de sais diminui a solubilidade destes compostos na fase aquosa, bem como a
guantidade de agua na fase orgéanica e vice-versa. Este procedimento tém sido
amplamente utilizado em métodos multirresiduos.**®

N&o foi realizada nenhuma etapa de purificacdo a fim de evitar a perda de
analitos durante a analise. O procedimento de extracdo QUEChERS sem esta
etapa tem sido testado para andlise multimicotoxinas por outros grupos de
pesquisas.’®®%? O passo extracdo em fase solida (SPE) tem sido evitado em
métodos de multimicotoxinas porque o sorvente etilenodiamino-N-propil, uma amina
primaria e secundaria (PSA) remove eficazmente os compostos polares, criando
assim um risco de perda de alguns dos analitos de interesse.”> Em particular, as
fumonisinas podem se ligar ao PSA, o que dificulta sua extragao.'60161.163.164

Porém, tem sido relatado efeito matriz em MS mais acentuado. Para
minimizar este efeito, efetua-se uma etapa de diluicdo de uma parte do extrato a

uma parte de metanol. Plattner e Maragos'® afirmaram que a utilizacdo da MS
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representa uma alternativa para a deteccdo simultdnea de micotoxinas sem a
necessidade de uma etapa de purificacéo.

A separacdo das micotoxinas investigadas foi realizada por cromatografia
liguida de fase reversa, sendo que a coluna utilizada foi C18. A cromatografia liquida
em fase reversa é considerada uma escolha adequada para a separacdo de
misturas de compostos neutros e iénicos de baixo peso molecular.®® Ela tem sido
utilizada com éxito na maior parte dos métodos desenvolvidos para determinacéo de
varias micotoxinas em matrizes para alimentac&o humana e animal, 2% 141167-169

Fases mdveis compativeis com o MS foram escolhidas. Foram utilizadas
misturas aquosas de acetonitrila acidificada. Solventes semelhantes tém sido
utilizados para a separacdo de micotoxinas em outros trabalhos.**'®° Qutras
misturas de metanol também tém sido descritas na literatura.*®” 170171

O gradiente de eluicdo foi necessario para conseguir a eluicdo dos compostos
mais fortemente retidos em um tempo de corrida razoavel, mas ainda obter picos
com boas formas. Um gradiente de eluicdo geralmente é um pré-requisito quando
analitos com uma grande variedade de polaridade sdo separados.'®® Tem sido
aplicada em diversos métodos multimicotoxinas.***¢’

Em métodos multirresiduos, pelo menos, algum grau de co-eluicdo é
geralmente inevitavel.’’> No entanto, no método desenvolvido, a resolucéo
incompleta ndo foi um problema uma vez que diferentes ions precursores foram
utilizados para a deteccdo dos analitos com picos sobrepostos. Por exemplo, AFLA
G, e AFLA B, possuem praticamente o mesmo tempo de retencdo, mas podem ser
identificadas e quantificadas devido a suas diferentes razbes massa/carga (m/z)
(Figura 17).

A ionizacdo empregada foi por eletrospray no modo positivo. As diferencas na
sensibilidade entre eletronebulizacdo nos modos positivo ou negativo ndo foram
sistematicamente investigadas neste estudo. Na literatura varios estudos podem ser

encontrados sobre este tema. Razzazi-Fazeli e colaboradores®®1"®

relatam que o
modo positivo deve ser preferido para os tricotecenos tipo A (por exemplo, DAS,
Toxina T-2 e Toxina HT-2) e 0 modo negativo para tricotecenos Tipo B (por exemplo,
nivalenol e DON). Lagana et. al.,'”* Biselli et al.,'” Sulyok et al.**” e Ren et al.®**
também trabalharam tanto no modo positivo quanto negativo e reportaram

resultados similares. Spanjer e colaboradores* ressaltam que a injecéo do extrato
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da amostra em ambos os modos (duas injecdes) dobra o tempo de analise e pode

acarretar em possiveis erros para uma dada amostra.
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Figura 17. Cromatograma das micotoxinas em estudo com o tempo de retencéo de

cada um dos analitos.
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5.1.1 Validacdo de método analitico multirresiduo para determinacdo de
micotoxinas em trigo

5.1.1.1 Avaliagao da amostra “branco”

Na auséncia de material de referéncia “branco” da matriz de trigo, amostras
de farinha de trigo integral (gréo de trigo moido) foram avaliadas pelo procedimento
de extracao representado na Figura 13 e descrito no item 5.1.

Porém, todas as amostras de trigo avaliadas para selecdo da amostra
“branco”, apresentaram contaminacdo pela micotoxina DON (Figura 18). Desta
forma, selecionou-se a amostra que apresentou 0S menores niveis de
contaminacdo, sendo que o valor da concentragdo da micotoxina DON foi
descontado. Hajslova et. al.*?® afirmam que o uso da matriz absolutamente branco é
o ideal, porém, os mesmos autores ressaltam que na pratica, a obtencdo €
dificilmente alcancada, sendo que matrizes a base de trigo contém pelo menos
vestigios de DON.

A auséncia de branco se deve ao fato das micotoxinas serem contaminantes
naturais. Desta forma, ndo ha& como prever a auséncia/presenca destes
contaminantes nas matrizes, diferentemente de pesticidas, que sao aplicados na
cultura.

s SCAN ESI*
Quinalfés
100+ TIC

Desoxinivalenol

i Propoxur

\U ‘\ / \ ° /J\i

900 ' 1000 ' 1100 ' 12000

|| J \\ Pe
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Figura 18. Cromatograma do extrato “branco” da matriz de trigo.
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5.1.1.2 Curva analitica e linearidade

O valor do coeficiente de determinac&o expressa numericamente o percentual
da variacao total do sinal analitico (y) em funcdo da variagdo da concentracdo do
analito (x). Esse percentual, como qualquer outro, varia de 0 a 100% e o valor de r?,
sendo a expressdo numérica do mesmo, varia de 0 a 1. Quanto mais proximos de
um os valores de r?, melhor sera a qualidade das curvas analiticas.**’

Conforme pode ser observado na Tabela 13, as curvas analiticas obtidas,
tanto a partir de solugdes analiticas preparadas em metanol, como a partir de
solucbes analiticas preparadas no extrato de trigo, apresentaram comportamento
muito similar. Em ambos os casos, as 12 micotoxinas apresentaram coeficiente de
determinacdo (r?) acima de 0,98 e destas, 10 apresentaram coeficiente de

determinacao maior que 0,99.

Tabela 13. Coeficiente angular (a), coeficiente linear (b), coeficiente de
determinacao (r%) e faixa linear de trabalho, obtidos pela analise cromatogréfica das

solucBes analiticas preparadas em solvente e no extrato de trigo para cada uma das

micotoxinas.
Solugdes preparadas em solvente Solugdes prepa:;zctiﬁzs em extrato de
Micotoxina Faixa Faixa
a b r° Linear a b r Linear
(ng mL™) (ng mL™)
Aflatoxina B, 1002,2 -305,23 0,9963 0,1-50 1034,3 -103,81  0,9963 0,1-50
Aflatoxina B, 1002,2 -305,23 0,9963 0,1-50 1034,3 -103,81  0,9963 0,1-50
Aflatoxina G, 11919 -491,17 0,9984 0,1-50 1300 -188,82  0,9941 0,1-50
Aflatoxina G, 512,75 -194,6 0,9991 0,1-50 572,08 -132,26  0,9975 0,1-50
Ocratoxina A 1914,3 -630,34 0,9975 0,1-50 1745,5 -649,54 00,9984 0,1-50
Fumonisina B; 763,83 -37086  0,9958 5 - 2500 772,01 -20545 0,9971 5 - 2500
Fumonisina B, 1104,7 -53419 0,9959 5-2500 1125,3 -34121  0,9981 5-2500
Desoxinivalenol 25,169 -614,01 0,9992 5 - 2500 24,134 -458,45  0,9992 5 - 2500
Diacetoxiscirpenol 3429,4 -364,51 0,9985 5-2500 3403,2 -85,478  0,9991 5-2500
Zearalenona 71,139 -327,22 0,992 5 - 2500 54,553 -260,49 0,9941 5-2500
Toxina T-2 47103 -47,625 0,9939 5-2500 3,8242 -193,85 0,983 100 - 2500
Toxina HT-2 14,195 134,06 0,9889 5 - 2500 10,493 -63,641  0,9895 5-2500

O Unico caso que se distinguiu dos demais, foi 0 da micotoxina Toxina T-2,
gue nao apresentou resposta cromatografica (ndo detectado) nas trés menores

concentracOes das curvas analiticas preparadas em extrato de trigo. Desta forma, a
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faixa linear da mesma foi menor que para as demais micotoxinas do mesmo grupo,
ficando no intervalo de 100 a 2500 ng mL™*, enquanto as demais micotoxinas do

mesmo grupo apresentaram faixa linear de 5 — 2500 ng mL™.

5.1.1.3 Efeito matriz

O efeito da resposta cromatogréafica influenciada pela matriz ou “efeito matriz”,
pode causar um aumento ou diminuicdo da resposta do detector para um
determinado analito presente no extrato da amostra quando comparado a0 mesmo
analito em solvente organico.#*14®

O efeito causado pela matriz é dependente das propriedades fisico-quimicas
dos analitos e das caracteristicas dos componentes endégenos da matriz (tamanho
das moléculas, polaridade, estabilidade térmica, presséo de vapor, entre outros)’®.

Na Tabela 14, encontram-se os percentuais de efeito matriz, observados para

cada micotoxina em cada concentracao das solu¢des da curva analitica.

Tabela 14. Percentual do efeito matriz observado na faixa de concentracao

estudada nas curvas analiticas para cada nivel de concentragéao.

Efeito matriz calculado em cada nivel de concentragao (%)

Micotoxinas  “Nivel1 Nivel2 Nivel3 Nivel4 Nivel5 Nivel6 Nivel7 Meédia
Aflatoxina By 33 2 6 13 11 16 9 13
Aflatoxina B, 85 41 36 19 13 8 3 29
Aflatoxina G, 64 44 17 29 21 19 9 29
Aflatoxina G, 18 52 24 18 14 20 12 22
Ocratoxina A -5 -6 -2 -13 -7 -13 -9 -8
Fumonisina B, 676 756 208 248 44 12 2 278
Fumonisina B, 194 514 193 218 40 8 2 167
Desoxinivalenol 20 -1 1 4 0 -1 -4 3
Diacetoxiscirpenol -17 -33 -21 -11 -11 -6 -5 -15
Zearalenona -8 -17 -19 -28 -19 -28 -24 -20
Toxina T-2 -100 -100 -100 -100 -51 -30 -20 -71
Toxina HT-2 69 1 -26 -30 -35 -37 -26 -12

Em LC-MS/MS estes efeitos sdo bem conhecidos. S&o causados por
componentes da matriz da amostra que co-eluem com o analito e competem com o

mesmo durante o processo de ionizac&o.**
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Na maioria dos métodos multimicotoxinas que empregam ESI, efeitos de
matriz significativos, principalmente encontrados como a supressdo de sinal, tém
sido observado.!®®17172177 por exemplo, para a micotoxina ZEN, evidenciou-se
efeito matriz de supressao, ou seja, o0 sinal analitico de ZEN em matriz foi menor que

o sinal analitico em solvente organico (Figura 19).
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Figura 19. Curva analitica preparada a partir das solucfes analiticas da micotoxina
Zearalenona em solvente organico e em extrato de matriz em 7 concentracoes (5 —
2500 ng mL™).

A Toxina T-2 ndo foi detectada nas quatro primeiras concentracfes das
solugcbes analiticas preparadas em extrato de trigo, sendo detectada somente a
partir da concentracéo de 100 ng mL™ (52 ponto da curva analitica). J nas solucées
analiticas preparadas em solvente, tal toxina apresentou sinal analitico em todas as
concentracdes estudadas (Figura 20). Mol et. al.'®* destaca que efeitos como este
sdo indesejados, pois em meétodos quantitativos, a supressao dificulta a
guantificacdo exata do analito, enquanto para analises qualitativas, a supressao
resulta em altos limites de detecc&o. No entanto, em trabalho realizado por Juan e
colaboradores® foi observado um aumento do sinal da Toxina T-2 e Toxina HT-2

guando na presenca do extrato da matriz de graos e farinhas de trigo.
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Figura 20. Cromatograma obtido para Toxina T-2 por UPLC-MS/MS, em solugéo
analitica preparada na concentracdo de 50 ng mL™; (a) transicdo de quantificacéo
em extrato de trigo e (b) transicdo de confirmacdo em extrato de trigo; (c) transicao
de quantificagcdo em solvente organico; (d) transicdo de confirmacdo em solvente

organico.

A auséncia da etapa de purificacdo pode possibilitar problemas analiticos,
devido a co-eluicdo dos componentes da matriz, que podem afetar a eficiéncia de
ionizacdo dos analitos, levando a supresséo ou incremento do sinal.*”

Ja no caso da fumonisina B, foi observado aumento no sinal analitico na
presenca da matriz trigo, sendo que este foi maior quando em baixas concentragdes
do analito. O cromatograma da injecéo de solucéo de 25 ng mL™ de FB; em solvente
(Figura 21,) e em extrato de matriz de trigo (Figura 22), evidencia as diferengcas no
sinal analitico ocasionadas pelo efeito da matriz trigo. Na medida em que a
concentracédo do analito foi aumentada, o efeito matriz foi reduzido (Tabela 14). Este

fato é explicado por Pizzutti,**°

gue afirma que em baixas concentracdes, o efeito
matriz tende a ser significativamente maior, pois ocorre um decréscimo na razao de

concentracao do analito em relacdo a concentracédo da matriz.
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Figura 21. Cromatograma obtido para Fumonisina B; por UPLC-MS/MS, na

concentracdo de 25 ng mL™, em solvente organico; (a) transicdo de quantificacéo e
(b) transicéo de confirmacao.
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Figura 22. Cromatograma obtido para Fumonisina B; por UPLC-MS/MS, na

concentracdo de 25 ng mL™, em extrato de trigo; (a) transicéo de quantificacéo e (b)
de confirmacéo.
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Por outro lado, a DON, micotoxina mais importante a ser determinada em
trigo, ndo apresentou efeito matriz consideravel (-4%). A curva analitica para DON
confeccionada através de solucdo analitica preparada em solvente organico, possui
praticamente a mesma inclinacdo, comparada com a curva analitica confeccionada
através de solucdo analitica preparada em extrato de trigo (Figura 23). Resultados
semelhantes foram encontrados por Spanjer e colaboradores®!. Sulyok e

167

colaboradores também néo evidenciaram efeito matriz para DON, assim como

para AFLA B; e OTA.
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Figura 23. Curva analitica preparada a partir das solucfes analiticas da micotoxina

Desoxinivalenol, em solvente organico e em extrato de matriz (5 — 2500 ng mL™).

O efeito matriz ndo € consideravel quando seus valores estiverem dentro da
faixa de -20% a +20%.'"® Na Figura 24 estdo expressos os valores de efeito matriz
calculados a partir da inclinacbes das curvas analiticas, sendo expressos
considerando as curvas analiticas completas, com as sete concentracdes e também
aquelas contendo apenas as concentracdes de 5 a 100 ng mL™. Desta maneira é
possivel evidenciar que nas menores concentracbes o efeito matriz € mais
pronunciado para alguns compostos, como por exemplo Fumonisina B; e

Fumonisina B,, que apresentam efeito matriz positivo de 237% e 213%
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respectivamente. J4 as micotoxinas Toxina T-2 e Toxina HT-2 apresentam efeito
matriz de supressdo do sinal, apresentando valores de -100% e -39%,
respectivamente. J4 quando a comparacao € feita utilizando todas as concentracdes
da curva analitica incluindo as concentracdes mais altas, o efeito matriz ndo é
pronunciado para as Fumonisinas. No entanto, para as micotoxinas Zearalenona e

Toxina HT-2 o efeito matriz € consideravel.
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Figura 24. Percentual do efeito matriz calculado a partir das inclina¢cdes das curvas
analiticas obtidas a partir de solu¢des analiticas preparadas em solvente organico e
em extrato de trigo.

Para algumas micotoxinas, o efeito matriz foi pronunciado. A estratégia para
minimizar a influéncia dos compostos da matriz trigo na determinacdo de
micotoxinas foi a utilizacdo das curvas analiticas em extrato de trigo (matrix-matched
calibration). Desta forma, a mesma influéncia sofrida durante a determinacdo dos
analitos na amostra, também ¢é sofrida pelos analitos presentes nas solucbes
analiticas.
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5.1.1.4 Limite de deteccao e limite de quantificacao

O limite de quantificagdo do método, considerado como o limite real, foi o
menor nivel de fortificacdo em que foi possivel obter recuperacdes dentro da faixa
aceitavel de 70 a 120% e valores de RSD% < 20%. Os limites de quantificacdo para
todas as micotoxinas estudadas atendem tanto aos limites estabelecidos pela
legislagdo brasileira, quanto aqueles estabelecidos pela Unido Europeia. Para as
micotoxinas Toxina T-2, Toxina HT-2 e DAS nédo ha legislacdo vigente no Brasil.
Porém, foram incluidas devido a sua alta toxicidade quando comparada com DON,
gue também faz parte dos tricotecenos. Na Tabela 15 constam os valores
estimados dos limites de deteccéo e de quantificacdo do instrumento calculado para
cada micotoxina deste estudo, bem como o LOQ real do método. Para a toxina T-2,
estes valores ndo puderam ser calculados devido a supressdo de sinal de tal

micotoxina em extrato de trigo, nas menores concentracoes.

Tabela 15. Estimativa dos limites de deteccéo e de quantificacdo calculados e limite

de quantificac&o real do método.

LOD estimado LOQ estimado LOQ,, Real
Micotoxinas Instrumento  Método Instrumento  Método | Experimental
(ngmL™)  (ug kg™) (ngmL™"  (ugkg™) | (ngkg™)
Aflatoxina B, 0,1 0,4 0,33 1,33 1
Aflatoxina B> 0,5 2 1,67 6,66 1
Aflatoxina G; 0,5 2 1,67 6,66 1
Aflatoxina G, 0,5 2 1,67 6,66 1
Ocratoxina A 0,1 0,4 0,33 1,33 1
Fumonisina B, 5 20 16,65 66,6 50
Fumonisina B, 5 20 16,65 66,6 50
Desoxinivalenol 25 100 83,25 333 50
Diacetoxiscirpenol 25 100 83,25 333 50
Zearalenona 5 20 16,65 66,6 50
Toxina T-2 - - - - 500
Toxina HT-2 25 100 83,25 333 50
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5.1.1.5 Ensaios de fortificacdo e recuperacao

A determinacdo da exatiddo de um método analitico, deve ser
preferencialmente, feita por intermédio de ensaios de recuperacdo, utilizando-se
material de referéncia certificado (MRC). Porém, na auséncia destes, é possivel
determinar o percentual de recuperacdo dos analitos através dos ensaios de
fortificacdo da matriz “branco”, que neste trabalho nido era “branco” para a
micotoxina DON, isto &, a matriz de trigo utilizada como “branco” continha DON.

As micotoxinas sdo determinadas em niveis de tracos, portanto, quando o
analito esta em baixas concentracdes, hd uma faixa de aceitabilidade dos valores
de recuperacdo. A faixa de aceitacdo recomendada é de 70 a 120%, com RSD
inferior a 20%.'*® No entanto, de acordo com a Unido Européia (UE),"° para
determinadas micotoxinas, como por exemplo, para a FB; nos niveis de
concentracdo <500 ug kg*, sdo aceitos valores de recuperacdo na faixa de 60 a
120%, com RSD <30%. Na Tabela 16, constam valores de recuperacdo das trés
concentracbes de fortificacdo para as micotoxinas em estudo, assim como 0S
valores de RSD%.

Tabela 16. Média dos percentuais de recuperagdo e RSD% dos extratos das amostras

de trigo fortificadas nos trés niveis de concentracdo estudados.

Niveis de Fortificagc&o
Micotoxinas Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
Rec. (%) RSD(%) | Rec. (%) RSD(%) | Rec. (%) RSD(%)
Aflatoxina B, 78,9 3,8 115,9 8,1 85,4 6,9
Aflatoxina B, 82,9 9,1 93,9 6,5 88,3 3,2
Aflatoxina G; 85,2 10,4 87,1 9,8 91,8 7,1
Aflatoxina G, 82,9 9,1 93,9 6,5 92,3 3,0
Ocratoxina A 83,5 10,9 89,4 9,6 81,4 5,3
Fumonisina B, 74,2 6,7 73,6 9,7 76,1 49
Fumonisina B; 77,0 2,5 79,9 3,2 80,4 2,2
Desoxinivalenol 92,6 11,2 96,0 13,3 93,3 6,5
Diacetoxiscirpenol 88,5 12,2 93,5 6,8 90,7 55
Zearalenona 74,8 5,8 82,2 7,9 87,4 5,3
Toxina T-2 - - - - 74,3 1,8
Toxina HT-2 99,9 11,8 100,1 8,9 99,5 5,5
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Para 11 das micotoxinas em estudo, os valores de recuperagcdo foram
satisfatérios nos trés niveis de concentracao fortificados, evidenciando desta forma a
exatiddo satisfatoria do método analitico. Apenas a Toxina T-2 ndo foi recuperada
nos dois menores niveis de concentracdes. Porém, na maior concentracdo de
fortificac@o, os valores de recuperagéo para esta micotoxina ficaram compreendidos
dentro da faixa estabelecida.

Os valores de RSD%, para todas as micotoxinas estudadas, situaram-se
dentro da faixa aceitavel (< 20%). Isso demostra a satisfatéria precisdo do método

analitico multirresiduo.

5.1.2 Validacdo de meétodo analitico multirresiduo para determinacdo de
micotoxinas em milho

5.1.2.1 Avaliagao da amostra “branco”

Na auséncia de material de referéncia “branco” da matriz de milho, uma
amostra de farinha de milho integral (grdo de milho moido) foi avaliada pelo
procedimento de extracéo representado na Figura 13 e descrito no item 5.1.

Porém, todas as amostras de milho avaliadas para selecdo da amostra
‘branco”, apresentaram contaminagcdo pelas micotoxinas FB; e FB, (Figura 25).
Desta forma, selecionaram-se as amostras que apresentaram as menores
concentracfes destas micotoxinas, que posteriormente foram descontadas das

concentracfes das amostras analisadas.
SCAN ESI*
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Figura 25. Cromatograma do extrato “branco” de milho.
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Hajslova et. al.**°

explicam que assim como a obtencédo de amostras “branco”
de trigo é dificilmente alcancada, para amostras de milho também ha a mesma

dificuldade, sendo que estas contém pelo menos vestigios de fumonisinas.

5.1.2.2 Curva analitica e linearidade

Em qualquer técnica instrumental, a relagdo linear simples, descrita pela
equacdo y = ax + b, s6 é valida em um determinado intervalo de massa ou
concentracdo da espécie medida. Este intervalo de massas ou concentracdes, no
qual se pode construir uma curva analitica linear, é a faixa linear dinamica®’®. Na

Tabela 17, encontram-se os dados obtidos através do estudo de linearidade

das curvas analiticas.

Tabela 17. Coeficiente angular (a), coeficiente linear (b), coeficiente de
determinacdo (r’) e faixa linear de trabalho obtidos, para cada micotoxina, pela
analise por UPLC-MS/MS das solucdes analiticas preparadas em solvente e no

extrato de milho.

Curva Analitica Curva Analitica
_ _ SolugBes em solvente Solugdes em extrato de milho
Micotoxinas Faixa Faixa
a b r? Linear a b r? Linear
(ng mL™) (ng mL™)
Aflatoxina B; 1389,9 -523,74 0,9912 0,1-50 1309,4 43,828 0,9914 0,1-50
Aflatoxina B, 968,19 -41591 0,9973 0,1-50 908,56 -69,56 0,994 0,1-50
Aflatoxina G; 1179,5 -388,23 0,9923 0,1-50 1178 -199,07 0,997 0,1-50
Aflatoxina G, 523,79 -254,93 0,9955 0,1-50 4928 -131,68 0,9988 0,1-50
Ocratoxina A 2051 -724,81 0,997 0,1-50 1764 -438,86 0,997 0,1-50
Fumonisina B; 525,73 -9037,8 0,9921 5 - 2500 523,92 -5077,4 0,9915 5 - 2500
Fumonisina B, 850,43 -25292 0,9938 5 - 2500 846,77 -19075  0,9928 5-2500
Desoxinivalenol 27,298 -814,62 0,9987 5 - 2500 24,649 -421,51  0,9986 5 - 2500
Diacetoxiscirpenol 36,13 -562,41 10,9951 5-2500 32,621 -201,25 0,9973  5-2500
Zearalenona 81,106 -1466 0,9944 5 - 2500 71,529 -1331,4 0,9944 5 - 2500
Toxina T-2 5,104 -95,236 0,9947 5 - 2500 4,726 -20,234  0,9917 100 - 2500
Toxina HT-2 15,664 -16,37 0,9942 5 - 2500 13,717 40,104 0,9949 5 - 2500

Todos os coeficientes de determinacdo obtidos para as 12 micotoxinas em

estudo sdo superiores a 0,99, tanto para as solu¢des analiticas preparadas em
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solvente quanto para aquelas preparadas em extrato de milho. O coeficiente de
determinacdo permite uma estimativa da qualidade da curva analitica obtida, pois
guanto mais proximo de 1,0, menor a dispersdo do conjunto de pontos
experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de regressdo estimados.*”

Para todas as micotoxinas foi possivel trabalhar em uma ampla faixa dinamica
linear visto que a para as micotoxinas do grupo 1 essa faixa esta no intervalo de 0,1
a 50 ng mL™?, e para as micotoxinas do grupo 2 este intervalo estd compreendido
ente 5 — 2500 ng mL™.

5.1.2.3 Efeito matriz

O efeito matriz pode sofrer variacdes ao longo do tempo e também depende
do instrumento utilizado, devendo por isso, ser constantemente avaliado, tanto na
etapa de desenvolvimento do método, quanto na aplicacdo deste método nas
andlises de rotina.

Na Tabela 18, encontram-se os percentuais do efeito matriz para amostras
de milho, observados para as micotoxinas em estudo, nas faixas de concentracéo
estudadas. Da mesma forma que para a matriz trigo, o efeito matriz para milho
também foi maior nas menores concentracdes, quando calculados ponto a ponto.

Na Figura 26, estdo expressos os valores de efeito matriz calculados a partir
das inclinacbes das curvas analiticas obtidas a partir das solucbes analiticas, em
sete diferentes concentracdes, bem como a partir das solugbes com as quatro
menores concentracdes. Ao contrario da situacdo observada com o trigo, onde o
efeito matriz foi consideravelmente maior nas solu¢cdes de menor concentracdo, em
milho este fato ndo foi observado, uma vez que o efeito matriz de maneira geral foi
baixo para todas as concentracdes das solucdes analiticas preparadas em extrato
desta matriz, permanecendo dentro do intervalo de -20% a + 20%. Sabe-se que
valores de efeito matriz neste intervalo ndo exercem influéncia consideravel nos

resultados dos demais parametros estudados.
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Tabela 18. Percentual de efeito matriz observado para cada concentracao das solucdes

analiticas no estudo de linearidade das curvas analiticas.

Efeito matriz calculado em cada nivel de concentracao

Micotoxinas Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel4 Nivel5 Nivel6 Nivel7 Média
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Aflatoxina B, 14 25 15 4 14 8 -5 11
Aflatoxina B, 15 6 9 -1 8 8 -6 6
Aflatoxina G, 37 29 14 5 7 5 0 14
Aflatoxina G, -13 12 7 -5 7 1 -6 1
Ocratoxina A -17 4 -4 -12 -12 -10 -14 -9
Fumonisina B; 152 83 51 10 8 3 0 44
Fumonisina B, 343 101 5 2 6 3 0 65
Desoxinivalenol 69 28 17 0 -1 -1 -9 15
Diacetoxiscirpenol 16 -1 -5 -10 -3 -2 -10 -2
Zearalenona -21 -13 -8 -17 -11 -13 -12 -13
Toxina T-2 -47 40 -24 -7 1 0 -7 -6
Toxina HT-2 12 -23 -8 -19 -10 -9 -12 -10
10
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Figura 26. Percentual de efeito matriz obtido através do calculo a partir das

inclinagbes das curvas analiticas confeccionadas através das solu¢des analiticas

preparadas em solvente organico e em extrato de milho.
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Comparando-se o efeito exercido pela matriz trigo com o efeito exercido pela
matriz milho, pode-se observar que o sinal analitico é mais afetado quando em
presenca de extrato de trigo (Figura 27).

Algumas micotoxinas, como por exemplo, as aflatoxinas, tiveram o sinal
analitico aumentado quando em extrato de trigo, enquanto em extrato de milho
ocorreu um decréscimo no sinal, comparado aquele apresentado pelas solucdes

analiticas em solvente.
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Figura 27. Comparacéo entre o efeito matriz exercido pela matriz milho e aquele
apresentado pela matriz trigo, calculado a partir das inclinacbes das curvas
analiticas obtidas a partir de solu¢des analiticas preparadas em solvente orgéanico e
em extrato de matriz (sete concentracoes).

7z

O efeito matriz € um parametro que precisa ser constantemente avaliado.
Variacdo da medida do efeito da matriz pode ser encontrada entre as amostras

individuais do mesmo produto, por exemplo, milho colhido em anos diferentes.”*"
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5.1.2.4 Limite de deteccdao e limite de quantificacéo

O limite de quantificacéo real do método validado para andlise de amostras de
milho, foi considerado a menor concentracdo de fortificacdo em que foi possivel
obter percentuais de recuperacao dentro da faixa aceitavel (70-120%) e valores de
RSD =< 20%. Os limites de quantificacdo do método de todas as micotoxinas
atendem tanto aos limites maximos estabelecidos pela legislagédo brasileira, quanto
agueles estabelecidos pela Unido Europeia. Os limites de quantificacdo estimados e

0 obtido experimentalmente encontram-se na Tabela 19.

Tabela 19. Estimativas dos limites de deteccdo e de quantificacdo calculados, para o
instrumento e para o método, e limite de quantificacédo real do método.

LOD estimado LOQ estimado LOQn Real
Micotoxinas Instrumento Método Instrumento Método  Experimental
(ngmL™)  (ugkg")  (ngmL")  (ugkg™) (Mg kg™
Aflatoxina B; 0,1 0,4 0,3 1,3 1
Aflatoxina B, 0,1 0,4 0,3 1,3 1
Aflatoxina G; 0,1 0,4 0,3 1,3 1
Aflatoxina G, 0,1 0,4 0,3 1,3 1
Ocratoxina A 0,1 0,4 0,3 1,3 1
Fumonisina B, 25 100 83,25 333 50
Fumonisina B, 25 100 83,25 333 50
Desoxinivalenol 5 20 16,65 66,6 50
Diacetoxiscirpenol 5 20 16,65 66,6 50
Zearalenona 5 20 16,65 66,6 50
Toxina T-2 25 100 83,25 66,6 50
Toxina HT-2 25 100 83,25 333 50

5.1.1.5 Ensaios de fortificagdo e recuperacao

Através dos ensaios de fortificacdo e recuperacdo, foi possivel avaliar o
meétodo quanto a sua preciséo e exatiddo. Na Tabela 20 constam os percentuais de
recuperacgdo, nos trés niveis de concentracdo para as 12 micotoxinas em estudo,

assim como os valores de RSD%.
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Tabela 20. Média dos percentuais de recuperacdo e dos valores de RSD% obtidos
através do estudo de fortificacdo e recuperacédo em milho, nas trés concentracdes de

fortificacdo estudadas.

Niveis de Fortificacao
Micotoxinas Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
Rec. (%) RSD(%) | Rec. (%) RSD(%) | Rec. (%) RSD(%)
Aflatoxina B; 74,9 13,7 78,8 9,1 86,6 10,4
Aflatoxina B, 90,4 13,5 84,8 14,3 87,7 11,2
Aflatoxina G, 84,7 9,6 87,1 9,8 91,2 9,5
Aflatoxina G, 84,1 7,3 78,4 4.8 84,6 3,5
Ocratoxina A 87,5 8,9 84,8 9,2 83,1 8,4
Fumonisina B; 77,7 19,0 80,5 15,8 83,2 55
Fumonisina B, 78,1 17,9 75,1 12,2 72,3 3,8
Desoxinivalenol 76,9 3,8 78,8 4.4 82,3 2,0
Diacetoxiscirpenol 90,5 12,4 86,9 7,9 83,9 4.4
Zearalenona 86,3 9,4 90,4 13,3 86,0 9,9
Toxina T-2 88,4 15,3 79,8 11,7 88,6 6,5
Toxina HT-2 88,7 15,3 87,6 15,9 88,9 13,0

Através dos valores de recuperacdo (Rec%) e do desvio padrdo relativo
(RSD%), evidencia-se que o método é preciso e exato e atende as exigéncias dos
orgaos regulamentadores, podendo ser desta forma utilizado para a determinacéo
das 12 micotoxinas estudadas.

5.2 MONITORAMENTO

Foi realizado o monitoramento quanto a presenca e concentracao de 12
micotoxinas em trigo, desde o campo até os produtos disponibilizados na mesa do
consumidor através da analise de alimentos presentes nas prateleiras de
supermercados. A avaliagdo no inicio da cadeia produtiva foi realizada através de
trés ensaios a campo. O primeiro consistiu no estudo de distintos materiais
genéticos em diferentes localidades de semeadura. Também foram testados
genotipos com diferentes classificacbes de reacdo de resisténcia a giberela
(moderadamente suscetivel e com moderada resisténcia). Em um terceiro ensaio a

campo, foi selecionado uma Uunica cultivar, a qual foi submetida a diferentes
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tratamentos fungicidas. Ou seja, foi avaliada a interacdo gendtipo-ambiente;
genatipo- tratamento fungicida; genodtipo- reacdo de resisténcia a giberela.

Apos a colheita, o segundo seguimento da cadeia produtiva é o comércio. Os
graos depois de colhidos sdo armazenados e podem ser comercializados no
mercado interno ou exportados. Da mesma forma, grdos de outros paises podem
ser adquiridos para abastecer o mercado interno. Foram avaliados graos de trigo
tipo exportacdo, assim como aqueles grdos que foram importados pelo Brasil
através do porto de Rio Grande.

Grande parte do trigo brasileiro é processado para obtencdo da farinha. O
processamento avaliado foi o de moagem dos gréaos de trigo. Foram analisados 0s
graos recebidos para processamento antes e apds uma etapa de limpeza (anterior a
moagem), assim como, foram entdo avaliadas as respectivas fracdes (farinha branca
e farelo de trigo).

ApOs a etapa de processamento, a farinha obtida estd pronta para a
comercializacdo. Este produto € o que chega a mesa do consumidor. Para
contemplar esta Ultima etapa, avaliou-se amostras de farinha de trigo disponiveis
nas prateleiras de supermercados das cidades de Cruz Alta e Santa Maria, no Rio
Grande do Sul.

Amostras de milho também foram avaliadas. Amostras de graos destinados a
exportacdo através do Porto de Rio Grande, assim como amostras de milho e
quirera de milho destinadas a racdo animal. Foram analisadas também, amostras
de farinha de milho destinadas a alimentacdo humana disponiveis nas prateleiras
de supermercados das cidades de Cruz Alta e Santa Maria, no Rio Grande do Sul.

Os resultados obtidos em cada experimento s&o discutidos a seguir.

5.2.1 Ensaios a campo

5.2.1.1 Ensaio com genotipos de trigo em distintas localidades

Foram verificados efeitos significativos (p<0,01) para os fatores linhagens,
ambientes e interacdo linhagens x ambientes (Tabela 21), indicando que a
ocorréncia de DON é dependente das condi¢cdes ambientais, corroborando com 0s
resultados obtidos por Silva'®*® e Blandino et al.'®*
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Tabela 21. Efeitos significativos (p<0,01) para os fatores ambientes, cultivares e

interacdo cultivares x ambientes.

Fontes de Variacado Graus de liberdade  Quadrados médios Test F
Linhagens 13 176173** 12,2
Ambiente 2 1047809** 72,5

Linh X Amb 26 137239** 9,65

**\/alores significativos a 1% (p <0,01) de probabilidade de erro pelo teste F

As linhagens 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 9 se classificam como trigo de ciclo precoce e
médio, enquanto as linhagens 11, 14, 15, 16, 17 e 21 se classificam como trigo de
ciclo tardio. A testemunha utilizada, o cultivar Quartzo, possui ciclo médio, com
espigamento em média de 91 dias. O periodo de floracdo das linhagens de trigo de
ciclo precoce e médio variou de 85 a 103 dias ap0s o plantio. Ja para as linhagens
caracterizadas como trigo de ciclo tardio este periodo variou de 100 a 110 dias.

As condigbes ambientais neste periodo sdo de suma importancia, pois na
fase do florescimento a planta fica suscetivel ao fungo e no espigamento ele se
instala. A ocorréncia de giberela depende de precipitacdes pluviais elevadas, ou
seja, dias consecutivos de chuva. A temperatura entre 20 e 24 °C, tipica de
primavera, € uma porta aberta para a doenca. Ocorreram alguns periodos de chuvas
nos trés locais de cultivo, com destaque na fase de florescimento da cultura (Figura
28). Essa condicdo de umidade elevada, em tese, configurando ambiente favoravel
ao desenvolvimento de enfermidades, foi contrabalancada pelas temperaturas
baixas nas cidades de Sdo Luiz Gonzaga e Santa Rosa, fator desfavoravel a
doencas. Ainda se destaca, como atenuante de ambiente adverso (excesso de
precipitacdo pluvial), que, na maioria dos dias secos, predominou uma condi¢édo de
temperatura minima e méaxima baixas, céu claro e insolacdo elevada.’® No
municipio de Cruz Alta a variagcao entre as temperaturas minima e maxima foi maior
nos periodo com chuva. Essa variacao climatica entre os trés ambientes pode vir a
explicar a variacdo para um mesmo genétipo nos distintos locais. Tibola et.al.™®
afirma que as condi¢cdes meteoroldgicas no periodo entre o inicio da antese e
enchimento de graos, tém grande influéncia sobre as concentracdes de micotoxinas,

0 que corrobora com este estudo.
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Figura 28. Dados de precipitacdo, temperatura minima e temperatura maxima de
Cruz Alta, S&o Luiz Gonzaga e Santa Rosa do periodo de 83 a 115 dias apoés a data
de plantio. (Temperaturas minima e maxima néo disponiveis para a cidade de Santa
Rosa para os dias 109 a 115). Figura elaborada a partir de dados do Instituto

Nacional de Meteorologia.'®
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DON (ug kg?)

Observou-se contaminacdo por DON em 100% das amostras em
concentracdes de 53 a 1483 ug kg™ (Figura 29 e Apéndice 4). Foi notada diferenca
significativa para uma mesma linhagem nos trés locais de cultivo. As linhagens
cultivadas em Cruz Alta apresentaram as maiores concentragbes de DON, com
destaque para a linhagem 14 que apresentou a maior concentracdo de DON neste
local (1483 pg kg™). A linhagem 4 foi uma excecdo, sendo a Unica que diferiu
estatisticamente das demais linhagens, apresentando maior concentracdo de DON

em S&o Luiz Gonzaga (260 pg kg™).
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Figura 29. Comparacédo de médias pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade de
erro para presenca da micotoxina DON em 13 linhagens de trigo cultivado em trés
ambientes. Letras mailsculas indicam diferenca estatistica entre locais para um
mesmo cultivar, enquanto que letras minusculas indicam diferenga estatistica entre
linhagens para um determinado local. A barra de erro representa o desvio padréo

médio da média entre as repeticoes.

Diferenca significativa foi observada entre as distintas linhagens no mesmo
local de cultivo (Figura 29). As diferengas mais acentuadas foram observadas em
Cruz Alta, onde as linhagens apresentaram concentracoes de DON que variaram de

117 a 1483 pg kg™. Na cidade de S&o Luiz Gonzaga os valores encontrados foram
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de 81 a 345 pg kg™’ e na cidade de Santa Rosa, esses valores ficaram entre 53 e
267 ug kg™ de DON.

A cultivar utilizada como testemunha ndo apresentou diferenca significativa
nas concentracdes de DON quando comparado os trés locais de cultivo. O mesmo
pode ser observado para as linhagens 3, 4, 6, 9 e 21, cujas concentracdes de DON
encontradas nas trés cidades nédo diferiram significativamente pelo teste Scott Knott
a 5%. Essas linhagens se assemelham quanto ao ciclo precoce e médio, enquanto a
cultivar 21 € a Unica de ciclo tardio. A testemunha é classificada como uma cultivar
de ciclo médio.

As linhagens 14, 15, 16 e 17 de ciclo tardio apresentaram concentracdes de
DON na cidade de Cruz Alta maiores que nos outros locais de cultivo.
Provavelmente, isso se deve ao fato que na fase de espigamento, as condi¢cdes de
precipitacdo e temperatura neste local foram mais favoraveis ao desenvolvimento do
fungo e consequente producdo de micotoxinas, quando comparada as condicdes
climatica de Santa Rosa e Sao Luiz Gonzaga onde também ocorreram
precipitacdes, mas as variacdes entre as temperaturas maximas e minimas foram
menores.

Schaafsma et. al.'®®

constataram que a maioria das diferencas de
contaminacdo com DON (48%) sao explicadas pelas variacbes climaticas,
resultados que corroboram com este estudo. Na Sérvia, Stankovic et al.'®
observaram concentracées mais elevadas de DON na safra em 2005 (605 ug kg™),
quando comparada com a safra de 2007 (283 g kg™), devido a maior precipitacdo
na época da floracao e espigamento do trigo, observado em 2007.

A associacao positiva e significativa (0,86) entre Santa Rosa e Cruz Alta
(Figura 30), indica que tanto as linhagens que apresentaram as maiores
concentracfes de DON como aquelas que apresentaram as menores concentracoes
de DON tendem a serem as mesmas em ambos os locais, conforme pode ser visto
mais detalhadamente na Figura 29.

Em contraposicdo, ha associacdo negativa e significativa (-0,60) entre S&o
Luiz Gonzaga e Cruz Alta (Figura 30), o que indica que as linhagens que
apresentaram maiores valores de contaminacdo por DON em Cruz Alta tendem a
apresentar os menores valores em S&o Luiz Gonzaga. As linhagens de ciclo precoce

e médio tenderam a apresentar as maiores concentragdes de micotoxinas em Sao
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Luiz Gonzaga, enquanto em Cruz Alta esta tendéncia foi observada nas linhagens
de ciclo tardio. Os maiores indices de precipitacdo foram constatados durante o
periodo de floracdo das linhagens de ciclo precoce e médio em Sé&o Luiz Gonzaga,
enquanto os maiores indices de precipitacdo em Cruz Alta foram verificados durante
o periodo de floracéo das linhagens de ciclo tardio.

Sédo Luiz Gonzaga e Santa Rosa ndo apresentaram associacao significativa
(-0,05), o que indica que ndo ha uma relacdo entre as concentracdes de DON
evidenciadas nos dois locais de cultivo. As linhagens cultivadas em ambas as
cidades apresentaram contaminagao por DON que nao diferiram estatisticamente. A
Unica linhagem que apresentou diferenca estatistica entre estes dois locais foi a
linhagem 5. Nestes dois locais foram verificadas baixas concentracdes de DON (70
a 365 ug kg™).
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Figura 30. Dispersao gréafica dos valores de correlacdo de Pearson entre S&o Luiz
Gonzaga e Cruz Alta, Sdo Luiz Gonzaga e Santa Rosa e Cruz Alta e Santa Rosa
para a micotoxina DON em amostras de treze linhagens de trigo. *Valores nao
significativos a 1% de probabilidade erro (p <0,01) pelo teste t. **Valores

significativos a 1% de probabilidade erro (p <0,01) pelo teste t.

Alkadri et. al.*®® avaliaram a presenca de 25 micotoxinas em gréos de trigo
sirios e italianos. Eles observaram diferencas nas concentracdes de micotoxinas nos
diferentes locais, semelhantemente a este trabalho. Os autores justificaram a
diferenca na producdo de micotoxinas pelas diferencas climaticas de ambos locais
de estudo, que tiveram influéncia na concentragéo e na diversidade de micotoxinas.

186

No trabalho desenvolvido por Perkowski e colaboradores™ também foram

detectadas diferencas significativas nas concentragdes de micotoxina de Fusarium
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em 15 cultivares estudadas. Silva®

identificou variabilidade de comportamento de
cultivares brasileiros a contaminacdo pela micotoxina DON, indicando que a
alteracdo da composicao varietal do trigo brasileiro pode ter impacto positivo no
controle das concentracdes de DON.

Entretanto, deve-se ressaltar que a safra de inverno 2013 apresentou poucas
condicbes ao desenvolvimento fangico nos locais em que foram realizados os
experimentos. Sendo assim, em condicbes mais favoraveis, provavelmente, as
concentracfes de DON poderiam ser maiores. Por isso as pesquisas nessa area
devem ser intensificadas, para que o trigo brasileiro possa atender as exigéncias da
ANVISA nos préximos anos, com concentracbes de DON inferiores aos limites

maximos tolerados.

5.2.1.2 Ensaio com genotipos de trigo com diferentes reacdes de resisténcia
a giberela

Todos os genotipos de trigo avaliados apresentaram contaminacao média por
DON, em concentracdes variando de 57 a 966 pg kg™ (Apéndice 5 e Figura 31). A
aplicacdo de fungicida causou reducdo significativa nas concentracdées de DON
guando comparada a testemunha que nao recebeu nenhum tratamento fungicida.

Os gendtipos 1, 2, 4 e 5 apresentaram reducdo nas concentracdes de DON
de comparado ao tratamento testemunha que n&o recebeu nenhuma aplicagdo. Para
o tratamento com uma aplicacdo de fungicida, a reducédo foi de 52,5%; 58,9%;
66,8% e 76,2% para 0s gendtipos 1, 2, 4 e 5, respectivamente. Quando a cultura de
trigo recebeu duas aplicac6es de fungicida, a reducao foi de 73,1%; 70,2%; 66,5% e
77,4, para 0os genotipos 1, 2, 4 e 5, respectivamente.

O efeito do numero de aplicacdes na reducdo das concentracdes de DON foi
significativo apenas para 0 genétipo 1. Os gendtipos 2, 4 e 5, as concentracdes de
DON, apesar de numericamente inferiores com duas aplicacdes, nao diferiram
estatisticamente entre uma e duas aplicacdes no florescimento.

Contrapondo os resultados obtidos neste trabalho, Baturo-Ciesniewska e
colaboradores™®’ verificaram que o uso de fungicidas ndo resultou na reducédo da
concentracdo de DON em comparagdo com a testemunha néo tratada na maioria

dos casos. Os mesmos autores notaram que doses decrescentes, em alguns casos,
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aumentaram a quantidade de micotoxinas produzidas. Porém, 0sS mesmos
desconhecem o0s mecanismos pelos quais os fungicidas estimulam a producao

micotoxinas.
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Figura 31. Concentracdo de DON em cada cultivar, quando tratados com uma
aplicacao de fungicida (25-50% de floracdo), duas aplicacdes de fungicidas (25-50%
de floracdo e a segunda 10 dias apds a aplicacdo anterior) e a testemunha nado
tratada. Médias com letras minUsculas iguais nado diferem quanto ao namero de
aplicacdes para um mesmo cultivar pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). A barra de

erro representa o desvio padrdo médio da média entre as repeticdes.

A aplicacéo fungicida ndo causou reducdo das concentracdes de micotoxina
DON no gendtipo 3, ao contrario, quando submetida a um tratamento fungicida as
concentracfes de DON foram trés vezes superior as encontradas na testemunha
nao tratada, e quando submetida a duas aplicacdes de fungicida, a concentracao de
DON foi semelhante. Mathies e colaboradores®®® mostraram em estudo in vitro que
doses subletais de fungicidas podem estimular a produgéo de tricotecenos por
Fusarium graminearum.

Uma explicacdo para as doses subletais de fungicidas estimular a producao
de micotoxinas foi proposta por Ramirez et al.®®® Os autores explicam que na

presenca de concentragfes subletais de certos fungicidas, certas cepas fungicas
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respondem a essa tensdo com aumento da producdo de metabdlitos secundarios,
incluindo as micotoxinas.

Outra hipotese para explicar o fato da cultivar 3 apresentar maiores
concentragbes de micotoxinas quando tratada com fungicidas € proposta por
Simpson e colaboradores.’! Eles sugerem que a remocao de fungos ndo produtores
de micotoxina pode ter o efeito global de alivio da competicdo e levar ao aumento do
estabelecimento de quaisquer agentes patogénicos produtores de toxinas que sao
menos sensiveis ao fungicida aplicado.

A reacao de resisténcia a giberela das cultivares e as concentracdes de DON
nao apresentaram correlacdo significativa (-0,41) quando a cultura ndo recebeu
nenhum tratamento fungicida (Figura 32). Foi observada uma associacao
significativa e negativa (-0,73) quando comparado as concentracdes de DON dos
graos que receberam uma aplicacdo fungicida, o que indica que cultivares com
maiores reacdes de resisténcia a giberela, quando tratadas com uma aplicacédo de
fungicida tendem a apresentar menores concentracdes da micotoxina DON. Porém,
guando a cultura recebeu dois tratamentos fungicidas, esta correlacdo nao foi

significativa (-0,57).
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Figura 32. Dispersdo grafica dos valores de correlacdo de Pearson entre as
concentracbes de DON e a reacdo de resisténcia a giberela quando ha uma
aplicacdo de fungicida, duas aplicacdes de fungicidas e nenhuma aplicacdo
(testemunha néo tratada). *Valores ndo significativos a 1% de probabilidade erro
(p<0,01) pelo teste t. **Valores significativos a 1% de probabilidade erro (p<0,01)

pelo teste t.

As cultivares 3 e 5 apresentam moderada resisténcia a giberela, porém

resultados distintos quanto a concentracdo de DON foram obtidos. A cultivar 3 sem
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tratamento fungicida apresentou concentracdo de DON de 56 pg kg™ enquanto a
cultivar 5 também sem tratamento fungicida apresentou contaminacao por DON na
concentracdo de 952 pg kg™. Mesterhazy et al.**® também relataram genétipos com
reacdo a giberela semelhantes, mas que apresentaram contaminagcdo com DON
distintas (100 e 700 pg kg™).

A resisténcia da cultivar é uma estratégia importante que € amplamente
recomendada para o controle de giberela e DON. No entanto, a resisténcia em trigo-
F.graminearum-DON é uma caracteristica complexa.’**!% Mesterhazy®?> descreveu
cinco mecanismos de resisténcia a giberela, que mostram que ndo h4 uma estreita
relacdo entre o acumulo de DON e incidéncia e severidade da giberela. Sao eles:
Tipo I: Resisténcia a infeccao inicial, o Tipo II: resisténcia a propagacdo no interior
da espiga, Tipo lll: reducdo do acumulo de DON (ndo correlacionado com as
resisténcias do tipo | e Il), Tipo IV: resisténcia dos grdos a infeccdo (mesmo que a
espiga esteja infectada). Tipo V: tolerancia (menor perda de produtividade, mesmo
com elevada infeccao).

Para Miller e Arnison®® baixas concentracdes da micotoxina DON no gréo
pode ser explicado por trés possiveis causas: (a) baixa concentracdo de DON
produzida pelo fungo, (b) a degradacdo de DON por enzimas da planta durante
desenvolvimento do grdo, ou (c) acimulo de DON em outras partes da espiga, em
tecidos que ndo sejam 0s graos.

Os resultados relatados na literatura sédo contraditorios. A baixa consisténcia
dos relatos pode ser decorréncia das diferentes condicdes.'®* Ambiente e interacdo
gendtipo-ambiente tém um impacto forte neste patossistema.'®?1°41%> Diversos
fatores podem influenciar a associacao entre giberela e DON, incluindo as condi¢des

196,197 190192 ofeito do fungicida™**® bem

meteoroldgicas, a resisténcia da cultivar,
como a agressividade patégeno.*®*

Alguns autores relatam altas correlagcbes entre as caracteristicas de
resisténcia e as concentracdes de DON. Mas a maioria dos estudos revelaram
associacao nao significativa destas variaveis.

Em estudo realizado por Miller e colaboradores,*® o ranking de

susceptibilidade de cultivares de trigo a giberela ndo teve influéncia significativa

sobre o acimulo de DON. Resultados obtidos por Bai e Shaner,?® Koch et. al.,**

2

Brennan®®? evidenciaram que a suscetibilidade das cultivares & giberela é um fator
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moderado sobre o acumulo de micotoxinas. Porém outros fatores como manejo,
incidéncia de espécies de Fusarium mais ou menos toxigéncias e fatores ambientais
teriam maior influéncia.

Paul e colaboradores®® notaram que cultivares de trigo com distintas
reacOes de resisténcia a giberela apresentaram uma interagdo significativa
fungicida-cultivar, exceto para o rendimento e concentracdo de DON.

Embora o ano de 2013 tenha sido desfavoravel a ocorréncia de giberela no
RS, foram observadas diferencas significativas no 1G nos materiais avaliados (Figura
33). A incidéncia de giberela no ensaio foi baixa, variando de 0,01 a 2,33 (Apéndice
6). Em todos os gendétipos, independente da reacdo a giberela, houve reducéo
significativa no IG com as aplicacfes de fungicida no florescimento. Com relacdo ao
namero de aplica¢bes, para os genétipos 1,2,3 e 4, observou-se reducao no IG entre
uma e duas aplicacdes de fungicida. No material 5, esta diferenca nao foi
significativa, apenas em relacdo a testemunha nao tratada no florescimento.

Uma vez que o acumulo de micotoxina DON é consequéncia da invasdo do
patégeno®®* poderia se esperar uma associacdo positiva entre o indice de giberela e
as concentrac6es de DON. Entretanto, essa associacdo € muito variavel e bastante
complexa. Correlacdo significativa entre as concentracdes de DON e indice de
giberela foram observados quando as cultivares receberam um e dois tratamentos
fungicidas (0,87 e 0,75 respectivamente). Por outro lado, o tratamento testemunha,
sem fungicidas apresentou correlacdo néo significativa (0,55).

Ha relatos na literatura de associacdes significativas entre giberela e
concentracdes de DON como relatadas por Arseniuk et. al.?**®> e Mesterhazy et. al.***,

e a auséncia de associacdo significativa, conforme relatadas por Edwards et al.?® e

Spolti et. al.**?

em estudo no sul do Brasil, observaram que duas aplicacdes de
fungicidas se mostrou a melhor medida no controle da doenca. No entanto, a adogéo
de tal pratica ndo se mostrou consistente quanto a reducdo da contaminacao por
micotoxinas nos graos.

Tibola e colaboradores™ observaram a mesma tendéncia de incidéncia de
giberela e concentracdo de micotoxinas detectadas nas amostras de trigo quando
compararam duas safras agricolas, apesar de que os dados de severidade de
giberela observados no campo e o acumulo de micotoxinas nem sempre apresentam

adequada correlagao.
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Figura 33. Indice de giberela em cada cultivar, quando tratados com uma aplicacio

de fungicida, duas aplica¢gOes de fungicidas e a testemunha nao tratada comparada

as concentracdes de DON. Médias com letras mindsculas iguais nao apresentam

diferenca estatistica no indice de giberela quanto ao niumero de aplicacbes para um

mesmo cultivar pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

A auséncia de associacdo significativa (-0,28) entre o rendimento e as

concentragfes de DON evidencia que ndo h& correlagdo entre estas duas variaveis

em estudo. Spolti et. al."*? observaram resultados semelhantes aos obtidos neste
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estudo. As cultivares 2, 3 e 5 ndo diferiram estatisticamente da testemunha quando
comparado o rendimento com um e dois tratamentos fungicidas. A cultivar 1
apresentou maior rendimento quando tratada com uma aplicacdo de fungicida,
enquanto a cultivar 4 apresentou maior rendimento quando recebeu dois
tratamentos fungicidas (Figura 34). Embora o rendimento de graos ndo tenha
diferido estatisticamente entre os tratamentos para todos os genaétipos testados, em
meédia, foram colhidos 3,7 sacas/ha a mais quando se utilizou fungicida no

florescimento.

BB Uma aplicacdo
¥ Duas aplicagbes
a

4500 - a ¥ #Testemunha
4000 -

5000

a a
a

w

(O}

o

o
1

3000 -+

2500 -

2000 -+

Rendimento (kg ha-1)

1500 -

1000 -+

500 -

1 2 3 4 5

Cultivar

Figura 34. Rendimento de cada cultivar com uma, duas ou sem aplicacbes de
fungicidas. Médias com letras minUsculas iguais para uma mesma cultivar nao
diferem em rendimento pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

A complexidade do patossistema exige maior investigacdo, a ponto de se
obter um melhor manejo da doenca, assim como menor acumulo de micotoxinas. O
continuo levantamento da incidéncia e severidade da giberela no campo, associado
ao monitoramento da ocorréncia de micotoxinas, sdo praticas fundamentais para
balizar a adocéo de estratégias de manejo adequadas, tais como aplicacdo ou ndo
de fungicidas, escolha de cultivares com resisténcia a giberela e também ao
acumulo de micotoxinas, afim de minimizar 0s impactos negativos na cadeia

produtiva, garantindo a produtividade e a qualidade dos graos.
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5.2.1.3 Ensaio com diferentes fungicidas

Na auséncia de niveis elevados de resisténcia dentro de variedades
comerciais de trigo, a maioria das tentativas para controlar a giberela dependem de
aplicacdo de fungicida.'** O uso de fungicidas durante o crescimento da cultura de
trigo ndo garante a auséncia de toxinas nos cereais colhidos.?’ Além disso, ha
estreito periodo para a aplicacdo de fungicidas. Se esse periodo for perdido a
infeccdo pode ocorrer, e assim, as aplicagdes posteriores do fungicida néo evitarao
a formacéo de DON.?®

Todas as amostras de graos de trigo avaliadas neste ensaio apresentaram
contaminacdo por DON em concentracdes de até 198 pg kg™. As concentracdes
encontradas estdo todas em conformidade com a legislagdo brasileira vigente
(Tabela 4). No ano de 2013, as condi¢des climaticas foram favoraveis em termos de
agricultura, especialmente para os cereais de estacdo fria.?®® No entanto, em safras
com severa epidemia de giberela, como ocorrido em 2009, valores superiores a
estes foram encontrados. Na safra de 2009, Tibola e colaboradores® relataram
concentrac6es de DON que excederam os limites maximos tolerados pela legislacao
brasileira atual, em 47, de 119 amostras.

Para a maioria dos tratamentos, foi observado reducéo das concentracdes de
DON em relacdo a testemunha nédo tratada. A utilizacdo de fungicidas triazéis,
benzimidazois, e misturas de trizéis + estrobilurina, assim como triazois, estrobilurina
+ benzimidazéis reduziram as concentracées de DON comparado ao ensaio que nao
recebeu nenhum tratamento fungicida. Estes resultados estdo em conformidade com

.18 & Haidukowski et al.,?°

resultados obtidos por Blandino et a qgue concluiram que
fungicidas a base de triazol e imidazol sdo os mais eficientes para o controle da
doenca e diminuicdo das concentracdes de DON.

Porém, a aplicacao de fungicidas do grupo quimico estrobilurinas em mistura
com fungicida carboxamida, nos tratamentos 10 e 11 ndo causou reducdo das
concentracbes de DON. Ambos tratamentos nao diferiram significativamente da
testemunha n&o tratada. No tratamento 10, as concentracbes de DON foram
numericamente superiores as concentragdes de micotoxina na testemunha (Figura

35).
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Figura 35. Concentracdo de DON para cada tratamento fungicida e a testemunha
ndo tratada. Médias com letras mindsculas iguais nao diferem quanto ao fungicida

aplicado pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). A barra de erro representa o desvio

padrdo médio entre as repeti¢oes.

Siranidou e Buchenauer?** também estudaram o efeito de dois fungicidas do
grupo quimico estrobilurina. Eles notaram que a aplicacao de azoxistrobina reduziu
os indices de giberela, embora a concentracdo de DON tenha sido semelhante ao
do controle ndo tratado. Estudo conduzido por Cromey e colaboradores®?
obtiveram dados semelhantes a este estudo, onde a utilizacdo dos fungicidas
tebuconazole (Triazol) e carbendazim (Benzimidazol) reduziram significativamente
as concentragbes de micotoxinas. No entanto, quando se empregou azoxistrobina
(Estrobilurina) as concentracdes de micotoxinas nao foram afetadas em comparacao
ao tratamento testemunha. Blandino e Reyneri’® observaram reducdo da
concentragcdo de DON com a utilizagdo de fungicidas do grupo triazois, os quais
incluem Metconazol.

Em contraste, outros estudos tem demonstrado que o uso de fungicidas
estrobilurina podem resultar em aumento nas concentracdes de DON em cereais.?*?
Em pesquisa desenvolvida por Mesterhazy et al.,?* foi observado um incremento

nas concentracbes de DON quando se fez tratamento com fungicida azoxistrobina
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(Estrobilurina). Baturo-Ciesniewska et. al., *" Zhang et al., '*® Pirgozliev et. al.,?*

| 216 8

Blandino et. a e Blandino e Reyneri’®® obtiveram resultados semelhantes.

Em trabalho desenvolvido por Simpson et al.,'** a hipétese para justificar o
aumento nas concentracbes de DON com a aplicacdo de estrobilurina, € de que
provavelmente devido a um aumento a infeccdo da espécie Fusarium, na sequéncia
da reducéo da presenca de Microdochium nivale, um patégeno que, ao contrario de
outras espécies de Fusarium, esta envolvido na sintomatologia da doenga, mas que
ndo € capaz de sintetizar DON. Os autores sugerem que a remocao de fungos nédo
produtores de toxina da espiga pode ter o efeito global de alivio da competicao e
levar ao aumento do estabelecimento de quaisquer agentes patogénicos produtores
de toxinas que sdo menos sensiveis ao fungicida aplicado.

217 também evidenciou aumento nas

O grupo de pesquisa de Wegulo
concentragcbes de DON em tratamentos com fungicidas do grupo quimico
estrobilurinas. Porém, ndo tiveram evidéncias suficientes para explicar tal fato. O
grupo levanta a hipétese de que o fungicida causou um atraso no desenvolvimento
da doenca, permitindo o desenvolvimento dos gréos, que apresentaram peso
superior, e por serem mais pesados ficaram retidos, enquanto aqueles néo tratados,
ficaram enrugados e leves, sendo expelidos na colheita.

Tal hipétese foi discutida por Spolt e Del Ponte®*®

gue explicaram o fato de
ndo haver correlacdo positiva entre a reducdo dos niveis da doenca a campo com
menores valores de micotoxinas avaliadas em estudo realizado pelos mesmo,
devido aos graos giberelados de espigas tratadas com fungicida apresentar peso
superior aos graos giberelados sem tratamento.

A aplicacdo de fungicidas demonstrou ser eficaz na reducao da doenga, uma
vez que todos os tratamentos apresentaram reducdo no IG comparado ao
tratamento testemunha, que foi estatisticamente superior aos demais tratamentos
com fungicidas (Figura 36). Em relacdo ao indice de giberela e as concentracfes de
DON, néo foi observado correlacéo significativa (0,44). Ou seja, esse estudo sugere
gue nos menores indices da doenca ndo estdo necessariamente as menores
concentracdes de DON.

Apesar de vérios fungicidas reduzirem a gravidade da doenca, contaminagéo
por micotoxinas ndo esta necessariamente relacionada com os sintomas visiveis da

doenca.?*® Observacdes feitas por Tibola et al.® estdo em concordancia com estes
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resultados, onde afirmam que de uma forma geral ndo h& uma correlagdo
consistente entre niveis de grdos danificados por giberela e a concentracdo de
micotoxinas. Segundo Paul et al.?® a relacdo entre grdos giberelados e
concentragdo de tricotecenos é complexa e envolve fatores ambientais e
agrondémicos.

O rendimento de grédos variou de 3996 kg ha™* a 4809 kg ha™, ranqueando os
tratamentos fungicidas em trés grupos homogéneos pelo teste de Scott & Knott
(p<0,05). Os tratamentos 2 e 3 foram os Unicos incluidos no grupo de rendimento
superior. Nao foi observada correlagdo das concentracdbes de DON com o
rendimento (-0,10) (Figura 37). Spolti et al.?’

consisténcia nos resultados de produtividade e reducdo de micotoxinas, o que pode

observaram que nao houve

estar relacionado a complexidade da interacdo de diversos fatores como o principio
ativo utilizado, o momento e nimero de aplicacdes, a tecnologia de aplicacdo, além
da variabilidade da populagao local de F. graminearum e condigdes ambientais entre
o florescimento e a colheita, as quais influenciam nas concentra¢des de micotoxinas.

Ndo foi evidenciado associacdo significativa entre indices de giberela e
rendimento, mostrando que ndo houve uma relacdo direta entre estas duas variaveis
(Figura 38).
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Figura 36. indice de giberela e concentracdes de DON para cada tratamento

fungicida e a testemunha néo tratada.
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A relacdo entre giberela e controle de micotoxinas ndo é consistente e parece
ser muito dependente de uma complexa interacdo de fatores bioldgicos e
ambientais.

Pouco se sabe sobre os fatores complexos (por exemplo, fungicidas,
competicdo de fungos, umidade e fatores nutricionais) que podem influenciar a

regulacéo da biossintese de micotoxinas em graos infectados.

5.2.2 Amostras de trigo importado e destinado a exportagcéo

5.2.2.1 Amostras de trigo importado

Contaminacéao por DON foi evidenciada nas cinco amostras de gréos de trigo
importadas da Argentina através do Porto de Bahia Blanca, em concentragfes que
variaram de 289 pg kg™ a 554 pg kg™, conforme pode ser visualizado na Figura 39
e no Apéndice 8. Estas concentracbes sao inferiores aos valores maximos
estabelecidos pela legislacdo brasileira que estabelece de 1000 pg kg™t para trigo
integral e 3000 pg kg™ para gréos de trigo para posterior processamento.***
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Figura 39. Contaminacdo por DON em amostras de graos de trigo, importadas da
Argentina através do Porto de Bahia Blanca, coletadas no ano de 2013.
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Estudo semelhante realizado por Calori-Domingues® indicaram que, do total
de amostras avaliadas, 88% das amostras de trigo importado da Argentina e do
Uruguai apresentaram-se positivas quanto a presenca de DON. A concentracao
média de DON foi 90 ug kg™. Esses valores séo inferiores aos encontrados neste
estudo, cuja média foi 423 pg kg™.

Em varios estudos com trigo argentino a presenca de micotoxinas tem sido
evidenciada, sendo que a presenca de DON € a micotoxina prevalecente. No

estudo de Quiroga e colaboradores,?*

de um total de 1056 amostras analisadas,
524 (49,62%) estavam contaminados com tricotecenos e ZEN, sendo que DON foi
determinada em 100% das amostras. Além de DON, foi evidenciada contaminacao
com ZEN (78 amostras), T-2 (20 amostras), HT-2 (18 amostras) e DAS (26
amostras). Tais micotoxinas também foram monitoradas neste estudo, mas somente
DON foi determinada. Estudo realizado por Azcarate et al.?** em 20 amostras de
trigo argentino também indicou contaminacdo de todas as amostras com a
micotoxina DON em concentracdes que variaram de 58 a 1970 pg kg™.

Outros trabalhos que avaliaram trigo argentino também tém encontrado a
micotoxina DON, no entanto com menor frequéncia que neste trabalho. O grupo de
pesquisa de Lori**® em avaliacdo de duas safras agricolas evidenciaram
contaminacdo por DON em 40 amostras (55%) do total de 147 amostras. Na
segunda safra, DON foi determinada em 47 (78,2%) das 60 amostras analisadas. Ja

em estudo realizado por Roigé e colaboradores®*

constataram que 45% de 56
amostras de trigo estavam contaminados com a micotoxina DON.

DON tem sido detectada em varios outros estudos com trigo argentino. Como
no trabalho realizado por Pacin e colaboradores®® que analisaram 60 amostras de
trigo das quais 93,3% estavam contaminadas pela micotoxina DON, com valores
minimo e maximo de 100 pg kgt e 9250 pg kg™, respectivamente. Em trabalho
realizado por Dalcero e colaboradores®?®® com 40 amostras, também foi evidenciada
a contaminacdo por DON em 80%, em concentracbes entre 300 e 4500 pg kg™
Outro estudo que relata a presenta de DON, foi 0 de Pinto et al.?*’ com 19 amostras
de trigo, sendo que 13 estavam contaminadas com DON entre 300 a 7000 pg kg™.
Gonzéles et al.??® também evidenciaram contaminacéo por DON em concentragées

de 7 ug kgt a 2788 ug kg™ em 85% de 120 amostras.
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Em pesquisa mais recente realizada por Cendoya e colaboradores®® a
contaminacdo com DON esteve presente em 24 das 25 amostras de trigo, e as
concentracdes variaram de 50 pg kg™t a 15141 pg kg™?, sendo que nove amostras
de trigo atingiram valores superiores a 1000 pg kg™, que é o valor méaximo permitido
pela legislacdo brasileira para a concentracdo de DON em trigo integral.***

Estes estudos mostram a presenca de DON em amostras de graos de trigo
argentino. Diferentemente deste estudo, no qual foi evidenciada contaminacao por
DON em todas as amostras, em alguns casos, nao foi detectado a presenca de

nenhuma micotoxina, de acordo com os autores citados.

5.2.2.2 Amostras de trigo para exportacao

Contaminacdo por micotoxinas foi evidenciado em 100% das amostras de
graos de trigo tipo exportacdo analisadas (30 amostras), incluindo co-ocorréncia de
micotoxinas (Figura 40 e Apéndice 9).

Co-ocorréncia de micotoxinas foi observada em 97% das amostras de trigo
analisadas. Contaminacdo por duas micotoxinas foi evidenciado em 70% das
amostras, enquanto 7% e 20% das amostras apresentaram contaminacao por 3 e 4
micotoxinas, respectivamente. Das 12 micotoxinas monitoradas foi encontrada DON
em 30 amostras (100%), FB; em 8 amostras, FB, em 13 amostras, ZEN em 21
amostras e OTA em uma Unica amostra.

As concentragbes da micotoxina DON variaram de 663 a 1743 ug kg™, com
média de 1060 pg kg®. Das 30 amostras em estudo, 14 apresentaram
concentracdes superior a 1000 ug kg™, valor maximo permitido pela legislacdo
brasileira a partir de 2017 para grdos de trigo.'*>'*® Das amostras destinadas a
exportacdo, 8 apresentaram concentracbes de DON acima o valores maximos

230

tolerados pela legislacdo da Comunidade Européia (CE), gue estabelece

concentragdes maximas de DON em trigo de 1250 ug kg™.
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Zearalenona foi determinada em 21 amostras em concentracfes de até 166
ug kg, Estes valores estdo em concordancia com a legislacdo nacional. OTA foi
determinada em uma UGnica amostra na concentracdo de 1,9 ug kg™. Esta
concentracdo atende as especificacbes da legislacdo brasileira, que estabelece
como limite maximo tolerado a concentracdo de 20 ug kg™t desta micotoxina em
cereais para posterior processamento.

Calori-Domingues et al.** detectaram 94% de positividade para DON, com
contaminacdo média 332 pg kg™. Lamardo et al.?** detectaram DON em 33% das
amostras com média de 753 ug kg®, inferior as concentracdes de DON
determinadas no presente trabalho. Gréos de trigo brasileiro foram avaliados em
outros trabalhos desenvolvidos por Santos et al.,?*? Furlong et al.,?*® Tibola et al.,®
Furlong et al.,?®* Santos et al.?® e Del Ponte et al.?*® Estes trabalhos também
evidenciaram a presenca de micotoxinas, em que DON foi a micotoxina
predominantemente encontrada, corroborando com os resultados obtidos neste
trabalho.

No entanto, em nenhum destes estudos foi evidenciado a presenca de
fumonisinas. No presente trabalho estas micotoxinas foram encontradas em 18 das
30 amostras de trigo analisadas. Destas, 8 apresentaram contaminacdo por FB; em
concentracdes de 66 pg kgt a 72 pg kg*, enquanto FB, foi detectada em 15
amostras, em concentracbes de até 101 pg kgl. N&o ha limites maximos
estabelecidos na legislacédo brasileira quanto a presenca de fumonisinas em trigo.
Em busca na literatura, ndo foi encontrado nenhum outro relato da deteccédo e
determinacao destes compostos em trigo brasileiro, evidenciando ser este o primeiro
trabalho a relatar.

Marin et al.?®’ concluiram que o motivo para pouca incidéncia ou auséncia de
fumonisinas em trigo e cevada possa ser microflora concorrentes (que sdo bastante
diferentes no milho, onde ha bastante incidéncia) e estes podem inibir a sintese das
fumonisinas por Fusarium isolados, ou podem degradar a micotoxina tdo logo que
esta € produzida. Além disso, um ou varios componentes nutricionais do trigo
poderiam agir como inibidores de biossintese de fumonisina, ou um componente
presente apenas no milho pode ter a capacidade para a iniciagdo da biossintese da

fumonisina, conforme explicado pelos autores.
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Existem relatos, quanto a contaminag&o natural por fumonisinas em trigo em

1.2%8 estudaram 43

outras partes do mundo. Nos Estados Unidos, Busman et a
amostras de trigo. Na maioria das amostras (34), as concentracdes das trés
fumonisinas (FB,, FB; e FB3) estavam abaixo do limite de quantificacéo (1 pg kg™).
Trés amostras apresentaram concentracdes elevadas de fumonisinas (4500 pg kg™).

No Ird, Chehri et al.?®° avaliaram 84 amostras de trigo, sendo FB; foi
detectada em 56 amostras, variando 15 a 155 ug kg™, FB, em 35 amostras variando
12 a 86 ug kg™ e FB; em 26 amostras variando 13 a 64 ug kg™. Na Sérvia, Stankovié

et al.**

investigaram 103 amostras ao longo de dois anos, que foram todas
positivas quanto a presenca de micotoxinas. FB; foi determinada em 82,1% e 92,0%
de todas as amostras com intervalos de 750 pg kg™ a 5400 pg kg™ e 750 pg kg™ a
4900 ug kg™. A ocorréncia simultanea com ZEN e DON também foi relatada pelos
autores, se assemelhando a resultados obtidos neste estudo. Porém, as
concentracfes de fumonisinas foram superiores as aqui determinadas.

A presenca de fumonisinas também foi evidenciada em trabalho realizados na
Espanha por Castella et al.,?** na Italia por Cirillo et al.,?** no Japdo por Kushiro et

al.,”*® na Argentina por Palacios et al.?** Em estudo mais recente, também na

Argentina, 93% das amostras avaliadas por Cendoya et al.,?*

apresentaram
contaminagéo por fumonisinas, com niveis variando, de 16 a 680 pg kg™* em trigo
comum e 0,15 a 1304 pg kg™ em amostras de trigo duro.

Métodos n&do cromatograficos podem produzir resultados falsos positivos.?*

Por este motivo, Palacios et al.?**

ressaltam que a descoberta de fumonisinas em
trigo e produtos a base de trigo € bastante questionavel, o que requer uma avaliacéo
cuidadosa dos métodos analiticos utilizados e uma confirmacdo por um método
apropriado. Destaca-se que durante este estudo, todas as amostras foram
realizadas com repeticOes, utilizando cromatografia hifenada a espectrometria de
massas sequencial. Além disto, o método cromatogréafico foi validado conforme
todas as figuras de mérito, conforme discutido no item 5.1 deste trabalho .

No entanto, mais estudos sado necessarios para analisar todas as micotoxinas
gue tém impacto na saude humana e animal em um grande numero de produtos de

trigo disponiveis, afim de desenvolver estratégias de gestao adequadas.
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5.2.3 Amostras de trigo e seus subprodutos do processo de moagem

A micotoxina DON foi encontrada em 100% das amostras em concentragdes
de 165 a 990 ug kg™. Esta micotoxina foi avaliada em gréos antes e apds etapa de
limpeza. Em alguns casos, foi observado reducdo da concentracdo da micotoxina,
em outras amostras, as concentracdes de DON foram similares antes e apds etapa

248 obtiveram resultados

de limpeza (Figura 41 e Apéndice 10). Masson e Cecatto
distintos deste estudo. Os autores observaram redug&o nas concentragdes de DON
apos a etapa de limpeza.

Nas amostras de graos limpos, foram avaliados 12 micotoxinas. Além de
DON, contaminacdo por FB; (2 amostras), FB, (1 amostra) e ZEN (7 amostras)
foram constatadas (Figura 42). Ap6s moagem, foram obtidas duas fracfes, a farinha
branca e o farelo, que novamente foram analisadas quanto a presenca de 12

micotoxinas, cujos resultados encontram-se na Figura 43 e Tabela 22.
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Figura 41. Desoxinivalenol em graos de trigo antes e ap0s etapa de limpeza e

remocao de impurezas.
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Figura 42. Micotoxinas em grédos de trigo apos a etapa de limpeza e antes da

moagem.
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Figura 43. Concentracdo de DON nas fracbes obtidas dos graos de trigo apds a

moagem: farinha branca e farelo.
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Tabela 22. Concentragao de micotoxinas determinadas na fragao farelo.

Micotoxinas (ug kg?)

Desoxinivalenol Fumonisina B; Fumonisina B, Zearalenona
1 1832 <LOQ <LOQ n.d.
2 1186 <LOQ <LOQ <LOQ
3 1441 <LOQ <LOQ <LOQ
4 765 <LOQ <LOQ <LOQ
5 1097 <LOQ <LOQ <LOQ
6 769 <LOQ <LOQ <LOQ
7 1442 <LOQ <LOQ n.d.
8 573 <LOQ <LOQ <LOQ
9 963 <LOQ <LOQ <LOQ
10 637 <LOQ <LOQ <LOQ
11 831 <LOQ <LOQ <LOQ
12 923 <LOQ <LOQ <LOQ
13 664 <LOQ <LOQ n.d.
14 732 <LOQ <LOQ <LOQ
15 863 <LOQ <LOQ <LOQ
16 659 n.d. n.d. n.d.
17 258 <LOQ n.d. n.d.
18 289 <LOQ <LOQ n.d.
19 576 <LOQ n.d. n.d.
20 538 <LOQ n.d. n.d.

n.d.= menor que o limite de detec¢ao (ndo detectado)
<LOQ = menor que o limite de quantificacdo do método (50 ug kg™)

Na fracdo da farinha branca, pode ser notado uma redugcdo nas
concentracbes de DON. A amostra 20 apresentou reducdo cerca de 90% da
concentracdo de DON na farinha, comparado ao valor contido no grédo (538 pg kg™) .
Por outro lado, a amostra 10 apresentou menos de 20% de reducdo na
concentracdo, ou seja, a concentracdo de DON na farinha foi de 81,6% da
concentragéo da micotoxina no grao (Figura 44).

Na fracéo farelo, foi observado o oposto. As concentracdes de DON foram
superiores aquelas de DON encontradas no grao, variando de 122,5% a 458,7% em
comparacao com a concentracéo inicial no grdo. Dados semelhantes foram obtidos
por Lancova et al.?*’

Além disto, micotoxinas como as fumonisinas e zearalenona, que nao haviam
sido determinadas em certas amostras, ou seja, estavam presentes no grédo em

concentragfes abaixo do limite de deteccdo do método, apds o processamento,
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Desoxinivalenol (%)

passaram a ser detectadas no farelo, demonstrando que ocorre concentracdo das
micotoxinas nesta fracao.

Samar e colaboradores?®*® avaliaram as concentracdes de DON em trigo e em
suas fracdes apos a moagem. Os autores relatam que concentracdes superiores de
DON foram encontradas em farelo (4680 ug kg™) em relagéo ao gréo (1928 ug kg™).
JA na farinha branca foram determinadas as menores concentracbes de
contaminac&o (994 ug kg™).
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Figura 44. Porcentagem da concentracdo de DON comparado a contaminagao
inicial do grao: (a) Na fracéo farelo; (b) Na fracao farinha.
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Os resultados obtidos por Thammawong et al.**® indicam que a distribuicéo de
desoxinivalenol e nivalenol em trigo e seus subprodutos da moagem pode ser
influenciada pelo nivel de contaminacdo do gréo original, sendo que este processo
nem sempre € eficaz para a remocéao de toxinas a partir de graos de trigo.

Rios et al.?®

sugerem duas hip6teses que poderiam explicar esta diferenca
na distribuicdo de DON. Uma seria devido a friabilidade mais elevada das camadas
exteriores das amostras mais contaminadas ou entdo, devido a uma quantidade
mais elevada de toxina no endosperma dos graos.

No entanto, os fatores que causam a variabilidade na redugcdo das
concentracdes de micotoxinas ndo foram completamente determinados.®! A alta
concentracdo de micotoxinas no farelo pode indicar a presenca de toxinas na parte
externa do grdo.?*’ Tecidos periféricos, tais como o pericarpo, sdo as partes do gréo
primeiramente colonizadas pelos fungos e, muitas vezes contaminadas por micro-
organismos>>?

Nowicki e colaboradores®®

afirmaram que a distribuicdo de DON nas fracdes
de grdos de trigo moido € dependente do grau de penetracdo fldngica no
endosperma do grdo e que esta suscetibilidade é dependente da variedade da
planta. Os autores verificaram que quando a penetracdo era baixa, maiores niveis
de infeccdo e DON eram encontrados na superficie do grdo e consequentemente
baixas concentracdes de DON na farinha.

Tal como na limpeza, no processo de moagem nao existe etapa que degrade
as micotoxinas. No entanto, estas toxinas podem ser redistribuidas e concentradas
em determinadas fracbes de moagem.

A moagem reduz a concentracdo das micotoxinas nas fragdes utilizadas para
consumo humano mas, concentra-se em fragbes comumente usadas como ragao
animal. No entanto, estas fragdes podem representar promissores ingredientes

alimentares como fonte de fibras, comumente utilizados em dietas.

5.2.4 Avaliacao de farinhas de trigo coletadas em supermercados

Todas as amostras de farinha de trigo, tanto as adquiridas na cidade de Cruz
Alta quanto aquelas adquiridas na cidade de Santa Maria apresentaram
contaminacao por DON e ZEN (Figura 45, Apéndice 11 e Apéndice 12).
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Figura 45. Comparacdo de médias pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade de
erro para presenca da micotoxina DON em amostras de farinha de trigo. Letras
maiusculas indicam diferenca estatistica entre locais de coleta, enquanto que letras
minusculas indicam diferenca estatistica entre amostras oriundas do mesmo local. A

barra de erro representa o desvio padrdo médio da médio entre as repeticoes.

Concentracdes de DON de 53 a 1754 ug kg™ foram encontradas nas
amostras coletadas na cidade de Cruz Alta, assim como ZEN foi detectada em todas
amostras. Diferenca estatistica entre as concentracdes de DON foi verificada entre
0s meses de coleta. A média das concentragBes de DON foi superior nas amostras
coletadas nos meses de abril e junho, formando um grupo homogéneo pelo teste
Scott Knott a 5% de probabilidade de erro. As menores concentracdes de DON
foram evidenciadas nos meses de agosto, outubro e dezembro de 2013, sendo que
as médias de concentracdo néo apresentaram diferenca estatistica. Porém, no més
de agosto houve menor variagdo nas concentracdes da micotoxina DON comparado
as concentracdes determinadas no més de dezembro. O més de agosto, apresentou
média de concentracdo de DON superior aos demais meses (816 ug kg™).

Ja, na cidade de Santa Maria, as amostras coletadas apresentaram
contaminac&o por DON que variaram de 134 pg kg™ a 1834 ug kg™. Foi evidenciado

diferenca estatistica para as médias de concentracdo de DON entre os meses de
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coleta. Os meses de abril, junho e agosto formaram o primeiro grupo homogéneo
formado pelo teste estatistico Scott Knott. A presenca da micotoxina ZEN também
foi detectadas em todas as amostras de farinha, em concentracfes inferiores ao
LOQm (50 ug kg™).

Houve diferenca estatistica nas concentracbes de DON entre os locais de
coleta. A média das concentracbes de DON nas amostras coletadas nos meses de
junho e dezembro de 2013 néo diferirem estatisticamente entre os locais de coleta.
J4, os meses de abril, agosto e outubro, a média das concentracdes nas farinhas
coletadas na cidade de Cruz Alta, foram estatisticamente inferiores comparadas
aquelas coletadas na cidade de Santa Maria. Estas informacdes podem ser
visualizadas mais detalhadamente na Figura 45. A coleta realizada no més de
dezembro de 2013 se caracterizou por apresentar as menores concentracdes de
DON, tanto nas amostras provenientes da cidade de Cruz Alta quanto naquelas de
Santa Maria.

A legislacdo brasileira prevé que em 2017 as concentragcdes maximas de
DON em farinha de trigo sejam de 750 pg kg™*.******> Considerando os valores de
referéncia da legislacdo vigentes no periodo de desenvolvimento desta pesquisa
(1750 pg kg™ de DON para farinha de trigo), apenas duas amostras n&o estavam em
conformidade com a legislacdo brasileira. Porém, ao comparar os dados obtidos
com os valores estabelecidos para 2017, o nUmero de amostras ndo conformes
aumenta para 8 amostras.

A contaminacéo por DON depende das condi¢cbes meteoroldgicas, da cultivar,
da aplicacdo ou ndo de fungicidas, do local de cultivo, dentre outros, conforme
discutido em tdpicos anteriores. A variacdo destes parametros, podem propiciar
condicbes mais ou menos favoraveis a produgcdo de micotoxinas.
Consequentemente, podem causar variagdes nas concentracbes de DON a cada
lote, a cada safra, o que justifica as diferencas observadas neste estudo entre
amostras de farinha, assim como entre as coletas destas.

Um aumento de positividade bem como das concentracdes de DON tem sido

observado em trigo brasileiro nos Gltimos anos.*+#%+2>*

| 255

Em analise realizada por
Mallmann et. a em 297 amostras de farinhas de trigo provenientes da regiao sul,
destinadas ao consumo humano, 74 (24,91%) estavam contaminadas com DON,

com concentracdo de 603 pg kg e maximo de 8504 pg kg™. Baraj e Furlong®®
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avaliaram 112 amostras de farinha de trigo comercializadas na cidade de Rio
Grande (RS) e verificaram que apenas 2 amostras (1,8%) estavam contaminadas
com DON em concentracdes de 128 e 323 pg kg™. J4&, o estudo de Aradijo et al.?®’
em 78 de amostras de trigo provenientes de fabricas e armazéns de todo Brasil
apresentaram contaminacdo por DON em 27 (34,61%) com concentracdo média e
maxima de 284 pg kg™ e 794 pg kg*, respectivamente.

O percentual de amostras contaminadas nos estudos citados anteriormente
foi menor do que os obtidos neste trabalho, o qual evidenciou contaminacdo de
100% das amostras. No entanto, além do fato da contaminacdo por DON ser
dependente de diversos fatores, pode-se destacar que em alguns casos, o limite de
deteccdo era de 200 ug kg™ para DON, ou seja, quatro vezes maior que o limite de
deteccdo do método empregado neste estudo. Isto ressalta a necessidade da

utilizacdo de métodos analiticos com maior detectabilidade e confianga.

5.2.5 Amostras de milho para exportacao

A co-ocorréncia de micotoxinas afeta a toxicidade dos grdos contaminados

resultando em efeitos sinergéticos. Figueira et al.?*®

ressaltam que a incidéncia de
micotoxinas em milho, tanto no Brasil como em outras partes do mundo, costuma
ser alta e variada, pois este é um produto muito suscetivel a contaminacao fungica.
Co-ocorréncia de micotoxinas foi evidenciada. DON, ZEN, FB; e FB, e AFLA
B, foram encontradas nas amostras de milho analisadas (Figura 46 e Apéndice 13).
Do total de 30 amostras avaliadas neste estudo, em 21 amostras DON foi detectada
em concentracgdes inferiores ao LOQy, (50 pg kg™) enquanto nas outras 9 amostras,
a média da concentragdo DON foi de 92 pg kg’ ZEN foi detectada em
concentracdes inferiores ao LOQy, (50 pg kg?) e fumonisinas em valores que
variaram de 142 a 1468 ug kg™ para FB; e 84 a 878 pug kg™ para FB,. Estes valores
sdo inferiores aos estabelecidos pela legislacdo brasileira quanto a presenca de

DON, ZEN e fumonisinas em milho.
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Figura 46. Ocorréncia de micotoxinas em amostras de grdos de milho destinadas a

exportacao, coletadas no ano de 2013.
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AFLA B; foi detectada em todas as amostras de grédos de milho, em
concentracdes de até 722 ug kg. AFLA B, foi detectada em 9 amostras em
concentracdes de até 82 pg kgt e AFLA G; em 7 amostras variando de
concentracdes de 2,4 a 1334 pg kg™ (Apéndice 13). Em 5 amostras, a soma das
concentracOes de aflatoxinas foi superior aos valores estabelecidos pela legislacéo
brasileira (20 pg kg™ para milho em gréos), sendo elas: amostra 5 (54 pg kg?),
amostra 8 (2137 pg kgt), amostra 21 (23 pg kg™) e amostra 30 (20 pg kg?). A
amostra 8 apresentou valores cerca de 100 vezes maiores que aquelas permitidas
guanto a presenca de aflatoxinas em graos de milho.

De acordo com IARC"?, existe evidéncia suficiente de que a mistura de todas
as aflatoxinas produzidas naturalmente (AFB1, AFB,, AFG; e AFG,) é carcinogénica
para os seres humanos. A co-ocorréncia de DON e aflatoxina pode aumentar a
carcinogenicidade da aflatoxina, apesar de DON ndo apresentar risco a inducéo de
cancer. Estima-se que cerca de 35% dos casos de cancer em seres humanos
estejam diretamente relacionados a dieta, e a presenca de aflatoxinas em alimentos
é considerada um fator importante na produc@o de cancer hepatico, principalmente
em paises tropicais.?*

A ocorréncia de micotoxinas em milho e produtos a base de milho no Brasil
tem sido reportada por varios autores, principalmente em se tratando de aflatoxinas
e fumonisinas.?***** Comparado com outros gréos, a contaminag&o por fumonisinas
em milho ndo é apenas mais frequente, como também apresenta esta toxina em
maiores concentracdes.’®>2%’ Tal afirmacéo corrobora com os dados obtidos neste
estudo, em que foi determinada a presenca de fumonisinas em todas as amostras
de milho, em concentracdes que variaram de 142 a 1568 pg kg™ para FB; e 83 a
878 ug kg™ para FB.. A legislacdo brasileira estabelece o limite maximo toleravel de
5000 pg kg™ de fumonisinas em gréos de milho para posterior processamento. Desta
forma, todos as amostras de grdos de milho avaliadas estdo em conformidade
guanto a presenca de fumonisinas.

I 264

A pesquisa de Kawashima et a também evidencia a alta incidéncia de

fumonisinas e aflatoxinas. Os autores evidenciaram FB:1 em 94,6% das amostras em

concentracdes variando de 20 a 8600 pg kg™t. Co-ocorréncia com AFLA B; em

268

concentracdo méaxima de 20 ug kgt. Caldas e Silva®® também evidenciaram



Discussao dos Resultados 115

contaminagao por FB: e FB2 em 80,7 e 71,6% de 208 amostras avaliadas,
respectivamente.

Aflatoxinas foram determinadas no estudo de Machinski et al.,*®® cujas
concentracdes encontradas variaram de 6 a 1600 pg kg™. Assim no presente estudo,
amostras de milho excederam os limites maximos tolerados pela legislacao brasileira
para a cultura (20 pg kg™). No mesmo estudo, os autores determinaram OTA em 2
amostras (206 e 128 pg kg™?) e zearalenona em uma amostra (4640 ug kg™). Neste
trabalho estas micotoxinas também foram monitoradas, mas ndo foram detectadas
em nenhuma das amostras em estudo.

A presenca de fumonisinas em amostras de milho também tém sido relatada

em inGmeros trabalhos, como nos desenvolvidos por Yamagushi et al.?®

| 270

em
amostras do Parand, Hirooka et a em amostras oriundas de Goids, Parana e
Mato Grosso do Sul, Orsi et al.?’* em amostras de S&o Paulo, Mallmann et al.?’? em
amostras no Rio Grande do Sul. Estes trabalhos determinaram fumonisinas em
concentracfes superiores aos estabelecidos pela legislacdo brasileira para esta
micotoxina em gréo de milho, sendo encontrada concentracées de 12600 pg kg™ de
FB; e 10400 pg kg™t de FB,, como relatados por Yamagushi e colaboradores.?®
Esses valores sdo superiores ao dobro da concentracdo maxima tolerada pela
legislacédo brasileira.

Aflatoxinas também tém sido determinadas com frequéncia em amostras de
milho oriundas diversas regifes do Brasil, assim como de paises vizinhos, como nos

| 259

estudos realizados por Caldas et a em amostras no Distrito Federal, Farias et

al.?”® em amostras do Parana, Goias, Mato Grosso do Sul, Argentina e Paraguai,

Hennigen e Dick?’* em amostras do Rio Grande do Sul, Ramos et al.?”® em

276

amostras de Goias, Salay e Mercadante“™® em amostras do Rio Grande do Sul,

Parana, Mato Grosso do Sul e Goias. Concentracdes de aflatoxinas na ordem de 50
vezes superiores aos estabelecidos pela legislacéo brasileira (906 pg kg™) foram
relatados por Hennigen e Dick.?"*

A micotoxina DON, assim como relatada neste trabalho, foi evidenciada no

estudo realizado por Prado et al,?’’

onde cerca de 6% de milho apresentou
contaminac&o variando de 102 a 542 pg kg™. Esses valores sdo superiores aos aqui

reportados.
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5.2.6 Amostras destinadas a racdo animal

Co-ocorréncia de micotoxinas foram evidenciadas em todas as amostras de
gréos de milho (Figura 47 e Apéndice 14) e de quirera de milho (Figura 48 e
Apéndice 17).
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Figura 47. Concentracdo de micotoxinas presentes em amostras de grdos de milho

utilizadas como matéria prima para fabricagéo de ragdo animal.
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utilizadas como matéria prima para fabricagéo de ragdo animal.
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Foram determinadas aflatoxinas (B1+B,+G;+G;) e fumonisinas (B1+By) em
todas as amostras de graos e quirera de milho. DON foi determinada em 100% das
amostras de graos de milho e em 75% das amostras de quirera de milho, enquanto
ZEN foi determinada em 65% e 85% de amostras de grédo e quirera de milho,
respectivamente.

Em grdos de milho destinados a racdo animal, as concentracdes de FB;
variaram entre 92 e 1517 pg kg™t com concentracdo média de 612 pg kgt. As
concentracdes de FB, variaram de 64 a 927 pg kg™ com concentracdo média de
356 ug kg*. Nas amostras de quirera de milho as concentraces encontradas de FB;
variaram de 92 a 1096 ug kg™, com concentracdo média de 510 ug kg™ e de FB, 64
a 619 pg kg™, com concentracdo média de 327 ug kg™. Todos estes valores s&o
inferiores aos estabelecidos pela legislagdo brasileira quanto a presenca de
fumonisinas em gréos de milho para posterior processamento.

Conforme relatado por Soriano e Dragacci,>’® Silva et al.,*®® e Rodriguez-
Amaya e Sabino,?”® a distribuicdo de fumonisinas é generalizada. Em comparacéo
com outros graos, a contaminacdo do milho por fumonisinas ndo € sé a mais
frequente, mas também apresentam as maiores concentragcbes de toxina.
Geralmente as concentracfes de FB; sé@o superiores as concentracdes FB, e FBs.
As concentracdes de fumonisinas determinadas no estudo estdo em acordo com tal
afirmacao.

Os resultados obtidos nesta pesquisa com relacdo a frequéncia e faixa de
contaminacdes de FB; e FB, em milho, sdo comparaveis aos estudos realizados por

I 280

Moreno et a com amostras de milho no Brasil, no qual os autores evidenciaram

contaminagao por fumonisinas em 100% das amostras oriundas da safra de 2003 e

1281 relataram uma

em 98,9% das amostras da safra de 2004. Sydenham et a
incidéncia de fumonisinas em varios produtos a base de milho nos EUA, na Africa do
Sul, em Gana, na Argentina e em Honduras.

Aflatoxinas foram determinadas em todas as amostras de graos e quirera de
milho neste estudo. Em graos de milho, contaminacdo por AFLA B, AFLA B,, AFLA
G, e AFLA G, foram determinadas respectivamente em 100%, 30%, 10% e 45% das
amostras analisadas. Em amostras de quirera de milho, a contaminagéo por AFLA
Bi, AFLA B,, AFLA G; e AFLA G, foram verificadas em 100%, 45%, 20% e 35%

das amostras, respectivamente.
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Duas amostras de grdos e uma amostra de quirera de milho excederam os
limites maximos estabelecidos pela ANVISA, apresentando concentracfes totais de
aflatoxinas (B1+ B, + G; + G>) de 26; 35 e 62 ug kg™ respectivamente.

Sassahara et al.?®* também avaliaram a presenca de aflatoxinas em 272
amostras a base de milho destinadas a nutricdo animal coletadas no Parana.
Destas, 17 amostras apresentaram contaminacao por aflatoxina, sendo que destas,
8 amostras estavam em concentracdes acima dos limites permitidos pela legislacéo
brasileira.

Resultados de Santurio®®®

no Rio Grande do Sul, com cerca de 15600
amostras de alimentos destinados principalmente ao consumo animal, evidenciaram
contaminacao por aflatoxinas em 41,9% das amostras de milho e em 36,9% das
amostras de racéo destinadas ao consumo animal.

A ingestdo de ragdes contaminadas com AFLA B; e AFLA B, por mamiferos,
pode ocasionar 0 aparecimento no leite de metabdlitos hidroxilados e também
téxicos, a aflatoxina M; e a aflatoxina M, (micotoxinas do leite).?®* Assim, quando o
gado leiteiro consome racdo contaminada com aflatoxinas precursoras, ha
degradacdo parcial destas no rimem e o animal pode se intoxicar ou transmitir as
micotoxinas através do leite.?8>2%’

O presente estudo também avaliou a presenca de outras toxinas de Fusarium,
em que DON foi encontrada em todas as amostras de grdos de milho em
concentracdes de até 668 ug kg™ e em 65% das amostras de quirera de milho em
concentracdes de até 564 pg kg™. Tais concentracdes de DON ndo excederam 0s
limites maximos estabelecidos pela ANVISA.

A presenca de ZEN foi evidenciada em 55% das amostras de milho com
concentracdo méaxima de 493 ug kg™, assim como em 65% das amostras de quirera
de milho com concentracdo méaxima de 424 ug kg™. Os valores estabelecidos pela
legislacdo brasileira quanto a presenca da micotoxina ZEN ainda n&do estdo em
vigor.*®® Porém, duas amostras de grdos de milho (405 e 495 pg kg?) e uma
amostra de quirera de milho (424 ug kg™) apresentaram valores superiores ao qual a
legislacdo brasileira restringira, que é de 400 pg kg’ para grdos de milho para
posterior processamento.
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Souza et a avaliaram 119 amostras de milho e ragdo animal quanto a co-

ocorréncia de micotoxinas, dentre as quais, destaca-se os analitos que também
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foram monitorados e detectados neste estudo: aflatoxinas (Bi, B,, Gi, G),
fumonisinas (B1 e B,), ZEN e DON. A maioria das amostras, assim como no
presente trabalho, apresentaram contaminacdo com mais do que uma micotoxina,
sendo que todas as amostras apresentaram contaminagao com fumonisinas. Ono et
al.?®¥ também evidenciaram a co-ocorréncia natural de fumonisinas e aflatoxinas em
150 amostras de graos de milho do Parana.

Scudamore et al.>®

em estudo com 330 amostras de ingredientes para
racoes, onde o milho apresentou maior co-ocorréncia de micotoxinas, semelhante
aos dados obtidos neste estudo. Concomitédncia de micotoxinas foi relatada no
estudo de Vargas et al.”®* em 214 amostras de milho de diferentes regides do Brasil.
O autor reporta a ocorréncia de AFLA B, ZEN e FB; em 38,3%, 30,4% e 99,1% das
amostras, respectivamente.

Outros estudos também relataram a co-ocorréncia de micotoxinas em
produtos destinados a alimentacdo animal, como relatados por Labuda et al.,?*?
Griessler et al.,?*® Almeida et al.,?** Driehuis et al.,?*> Monbaliu et al.,?*® Scudamore
et al.?®" e Rafai et al.?® A frequente co-ocorréncia de micotoxinas reforca a

importancia da realizacdo de monitoramentos utilizando métodos multimicotoxinas.

5.2.7 Amostras de farinhas de milho coletadas em supermercados

Co-ocorréncia por micotoxinas foi evidenciada tanto nas amostras de farinha
de milho coletadas na cidade de Cruz Alta (Figura 49 e Apéndice 16) quanto aquelas
coletadas na cidade de Santa Maria (Figura 50 e Apéndice 17). DON, ZEN, FB, FB;
foram encontradas em amostras de ambos 0s locais, enquanto contaminagao por

AFLA B foi encontrada somente em amostras coletadas na cidade de Santa Maria.
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Figura 49. Co-ocorréncia de micotoxinas em amostras de farinha de milho coletadas na
cidade de Cruz Alta — RS. Letras minusculas indicam diferenca estatistica entre os meses
de coleta para ocorréncia de determinada micotoxina. A barra de erro representa o desvio

padrdo médio da média entre as coletas realizadas no més.
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Figura 50. Co-ocorréncia de micotoxinas em amostras de farinha de milho coletadas na
cidade de Santa Maria — RS. Letras minusculas indicam diferenca estatistica entre os meses
de coleta para ocorréncia de determinada micotoxina. A barra de erro representa o desvio
padrao médio da média entre as coletas realizadas no més.



Discussao dos Resultados 122

Fumonisinas foram evidenciadas em todas as amostras. Diferenca estatistica
entre as concentracdes de fumonisinas nas diferentes coletas foi observada.
Concentracfes significativamente diferentes de micotoxina FB; durante todos os
meses de coleta foram observados para as amostras coletadas na cidade de Cruz
Alta. A média das concentracfes de fumonisinas foram significativamente inferiores
nas amostras coletadas no més de dezembro em ambas as cidades em estudo. Os
maiores valores foram encontrados no més de outubro na cidade de Cruz Alta e em
Santa Maria no més de abiril.

Nas amostras provenientes da cidade de Cruz Alta, a concentragdo maxima
determinada de FB.+ FB, foi de 1245,6 pg kg™. Valores superiores a estes foram
determinados nas amostras coletadas na cidade de Santa Maria, com
concentraces de até 2047 pg kg* de FBi+ FB,. A legislacdo brasileira, estabelece
concentracdes maximas de fumonisinas de até 1500 ug kg™. Estes valores entrardo
em vigor somente a partir de 2017. Desta forma, apenas uma amostra coletada na
cidade de Santa Maria ndo estaria em conformidade com este valor.

A micotoxina DON foi detectada em 52% das amostras coletadas na cidade
de Santa Maria e em 60% daquelas coletadas na cidade de Cruz alta, em
concentracdes de até de 534 pg kg™ (Santa Maria) e 298 pg kg™ (Cruz Alta).

ZEN foi determinada em 38% das amostras coletadas em Santa Maria em
concentracdes de até 630 pg kg* J& na cidade de Cruz Alta, 36% das amostras
apresentaram contaminacdo pela micotoxina ZEN e os valores determinados foram
de até 72 ug kg™. Em 2017 entrard em vigor o valor maximo tolerado para produtos
e subprodutos & base de milho, que sera de 150 pg kg*. Considerando estes
valores, duas amostras coletadas na cidade de Santa Maria apresentaram valores
superiores a estes (208 e 630 ug kg™?), enquanto as amostras coletadas na cidade
de Cruz Alta se apresentaram em conformidade com tal legislagdo quanto a
presenca de ZEN.

A presenca de aflatoxinas foi determinada em trés amostras coletadas na
cidade de Santa Maria, com valor médio de 1,4 pg kg™*. O valor maximo permitido
pela legislacdo brasileira para aflatoxinas e farinhas de milho é de 20 pg kg™
Portanto, tais amostras estdo em conformidade com a legislagao em vigor.

Pesquisa em 74 amostras de produtos a base de milho adquiridas no

comércio da cidade de Recife-PE, durante o periodo de 1999 a 2001, encontrou
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contaminagdo por FB; em 71 das 74 amostras analisadas em concentragdes,
variando de 20 a 8600 pg kg*.?®** Em levantamento realizado na cidade de
Campinas — SP?® e S&o Paulo - SP*® os niveis de FB; encontrados também foram
elevados. Os valores reportados foram de 2290 pg kgt e 5200 pg kg?,
respectivamente.

Estudo no Parand, conduzido por Aimeida-Ferreira et. al.**, foram coletadas
amostras comerciais de milho (gritz), trigo e pipoca, entre 2007 e 2008, sendo que
foi observado contaminacdo por ZEN apenas em amostras de gritz de milho (64 ug
kg™). Resultado similar quanto as concentragées de ZEN foi encontrado na Bulgéria
por Manova e Mladenova.>**> No mesmo estudo, os autores relataram contaminacao
por fumonisinas em 94,7% das amostras de milho analisadas.

Tendo como objetivo conhecer o grau de contaminacdo de alimentos
consumidos pela populacdo de Pirassununga e S&o Paulo, Bordin et al.>®
coletaram nas casas de moradores, 120 amostras de farinha de milho e produtos
derivados. FB; foi encontrada em amostras de farinha de milho em uma
concentracdo média de 475 pg kg™*. Essa concentracdo é semelhante a relatada
neste estudo, e também esta em conformidade com as normas que entrardo em
vigéncia a partir de 2017.

Outros estudos obtiveram resultados semelhantes. O grupo de Rocha,***
pesquisou a contaminacdo por fumonisinas e aflatoxinas em amostras de milho
oriundas de 4 regides brasileiras. A contaminacdo com FB; foi observado em 98%
da amostras de milho recém colhidas (196 amostras) e contaminacdo com FB; + FB,
em 74,5% (149 amostras). Das amostras oriundas do Rio Grande do Sul, 100%
destas apresentaram contaminagéo por FB;.

Ferreira et al.**® analisaram produtos de milho consumidos em Minas Gerais
verificaram que todas as marcas de fuba analisadas apresentaram contaminac&o,
com valores que variaram entre 0,04 ug kg™ e 1,6 ug kg™ para aflatoxinas e entre
55 e 985 pg kg’ para fumonisinas. Estes valores sdo préximos aos valores
encontrados neste estudo.

Machinsky e Soares®® avaliaram 81 alimentos a base de milho
comercializados na cidade de Campinas, SP, e detectaram contaminacdo com as
FB; em 40 e FB, em 44 amostras. Por outro lado, Scaff e Scussel**’ analisaram a

incidéncia de FB; e FB, em farinha de milho, em milho de pipoca e em canijica,
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comercializados em Santa Catarina, e verificaram fumonisinas 92,68% das amostras

1308 analisaram 104

analisadas. Em estudo mais recente (2014), Peluque et a
amostras de misturas de cereais. Oitenta e oito amostras (83,8%) estavam
contaminadas com FB;.

1.3%° avaliaram 78

No que tange a presenca de tricotecenos, Milanez et a
amostras e evidenciaram tragcos de DON em uma amostra. No presente estudo tal
micotoxinas foi detectada em praticamente metade das amostras analisadas em
concentracgdes inferiores ao permitido pela legislacéo.

Segundo Cruz**, os produtos de milho como a farinha, s&o obtidos a partir
do processo de moagem do milho a seco, no qual o endosperma, 0 pericarpo € 0
gérmen do milho sdo separados por meio mecanizado e o pericarpo se transforma
em um residuo farindceo, utilizado principalmente para alimentacdo animal. O
pericarpo é a parte mais externa do grdo e, por possuir estrutura mais rigida,
constitui barreira fisica contra a entrada de fungos no endosperma, podendo
contribuir para reducdo das concentracbes de micotoxinas nos produtos
processados em relacdo aos graos inteiros. Essa pode ser uma possivel explicacdo
para as baixas concentracdes das micotoxinas detectadas nos produtos analisados
no presente trabalho. Corroborando com esse argumento, Scudamore e Patel**
observaram que uma limpeza inicial das amostras de milho realizada ap6s moagem
dos gréos permitiu reducdo de 40% na concentracdo de aflatoxinas e de 32% de

fumonisinas em relagéo aos valores iniciais observados nessas mesmas amostras.



6 CONCLUSAO

E de grande importancia o desenvolvimento de métodos analiticos confiaveis
para determinagdo de contaminantes naturais em alimentos, como a determinagao
de micotoxinas em milho e trigo provenientes de varios pontos da cadeia produtiva.

Neste trabalho foi validado in house um método analitico multirresidual para
determinacdo de 12 micotoxinas em matrizes de milho e trigo. Todas as figuras de
meérito avaliadas durante a validacdo do método (linearidade, curva analitica, efeito
matriz, limites de deteccdo e de quantificacdo, e estudos de exatiddo e precisdo)
apresentaram valores dentro dos limites desejaveis, em concordancia com o0s
o0rgaos governamentais que regulamentam métodos para analise de contaminantes.

No método validado para a matriz trigo, as 12 micotoxinas em estudo
apresentaram coeficiente de determinacdo (r’) acima de 0,98 e destas, 10
apresentaram coeficiente de determinacdo maior que 0,99. A Toxina T-2 néo
apresentou sinal analitico nas concentra¢ées de 5 a 50 ng mL™ quando em extrato
de trigo e por este motivo foi adicionada ao método para screening das amostras.
Ja para a matriz milho, todos os coeficientes de determinacdo obtidos para as 12
micotoxinas em estudo foram superiores a 0,99.

Considerando o efeito matriz, 50% das micotoxinas estudadas para a matriz
trigo apresentaram valores de efeito matriz situados na faixa entre +20% e -20%. Ja
para a matriz milho, 83,4% das micotoxinas em estudo apresentaram valores de
efeito matriz situados nesta faixa. O efeito matriz pronunciado para alguns analitos
foi compensado pela calibragéo por superposicao da matriz.

Os limites de quantificacdo para todas as micotoxinas estudadas atendem
tanto aos limites estabelecidos pela legislacdo brasileira, bem como aqueles
estabelecidos pela Unido Europeia para as matrizes em estudo. Para as micotoxinas
Toxina T-2, Toxina HT-2 e DAS néo ha legislacdo vigente no Brasil. Porém, estas

foram incluidas no escopo dos métodos validados devido a sua alta toxicidade.



Conclusao 126

Os valores de RSD%, para todas as micotoxinas estudadas, situaram-se
dentro da faixa aceitavel (< 20%) para a matriz milho e para 11 das micotoxinas em
estudo para trigo. Isso demostra a satisfatoria precisdo do meétodo analitico
multirresiduo.

O método analitico multimicotoxinas validado e usado neste estudo se
constituiu numa alternativa viavel para analise de micotoxinas mostrando boa
sensibilidade, rapidez e aplicabilidade em matrizes complexas como milho e trigo. A
grande vantagem deste método, € permitir a analise simultdnea de 12 micotoxinas
de diferentes classes quimicas e em curto tempo (~12 min), sem purificacdo do
extrato da amostra ou necessidade de reacao de derivatizacdo, além da confirmacéo
segura do analito através da espectrometria de massas.

O monitoramento de amostras de trigo evidenciou a presenca de micotoxinas
desde o cultivo no campo até o produto final disponibilizado nas prateleiras de
supermercados. Nas amostras de trigo, 100% destas apresentaram contaminacao
por DON, enquanto, contaminacao por Fumonisinas foi determinada em 100% das
amostras de milho.

Diferenca significativa foi observada nas concentragbes de DON entre
distintos gend6tipos no mesmo local de cultivo assim como entre os diferentes locais
de cultivo para um mesmo genaétipo. Linhagens, ambientes e interacéo linhagens x
ambientes apresentaram efeitos significativos sobre as concentracdes de DON.

Da mesma forma, quando avaliados distintos genétipos de trigo com
diferentes reacfes de resisténcia a giberela quando receberam um, dois ou nenhum
tratamento fungicida, a micotoxina DON foi determinada em todas as amostras. Uma
aplicacdo fungicida causou reducédo significativa em 4 cultivares de trigo, porém em
uma das cultivares em estudo foi notado um incremento nas concentragées de DON.
A complexidade do patossistema exige maior investigagdo, a ponto de se obter um
melhor manejo da doenga, assim como menores niveis de acimulo de micotoxinas.
Medidas de controle, como o uso de fungicidas tém sido preconizadas, entretanto, a
dificuldade reside em se conhecer a necessidade e 0 momento ideal de aplicacéo e
na tecnologia empregada para obtencdo de bons resultados, além das interacbes
gue podem ocorrer.

Apesar de varios fungicidas reduzirem a gravidade da doenca, a

contaminagdo por micotoxinas nao esta necessariamente relacionada com o0s
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sintomas visiveis da doenca. A utilizacdo de fungicidas triazois, benzimidazéis, e
misturas de trizois + estrobilurina, assim como triazdis, estrobilurina + benzimidazois
reduziram as concentracbes de DON comparado ao ensaio que ndo recebeu
nenhum tratamento fungicida. Porém, a aplicacdo de fungicidas do grupo quimico
estrobilurina em mistura com fungicida carboxamida nao diferiram significativamente
do tratamento testemunha. Pouco se sabe sobre os fatores complexos que
influenciam a regulacdo da biossintese de micotoxinas em graos infectados.
Portanto, devem ser tomados cuidados para garantir a seguran¢a das culturas de
cereais tratadas com fungicidas.

Assim como no campo, foi determinada a micotoxina DON em 100% dos
graos de trigo para comércio de importacdo e exportacdo. Destaca-se a presenca
fumonisinas em amostras de trigo tipo exportacdo. Este vem a ser o primeiro relato
da ocorréncia desta micotoxina em trigo brasileiro. Além destas, outras micotoxinas
como ZEN e OTA foram determinadas em amostras de trigo para exportacao.

Nos grdos de trigo para posterior processamento, DON também foi a
micotoxina presente em todas as amostras. Na fracdo da farinha branca, pode ser
notada uma reducdo nas concentragcdes de DON, enquanto na fracdo farelo, foi
observado o oposto, ou seja, as concentraces de DON foram superiores aquelas
encontradas no gréo. O que ocorre de fato € uma redistribuicdo das micotoxinas nas
distintas frac6es. Porém, todas as fracbes apresentaram contaminacdo por
micotoxinas, e como consequéncia do processamento de moagem nao eliminar
esses compostos toxicos, foi determinado DON em todas as amostras de farinha de
trigo coletadas em supermercados das cidades de Cruz Alta e Santa Maria no Rio
Grande do Sul. Apesar das diferencas observadas entre os meses de coleta, a
presenca de DON foi determinada em todas as amostras coletadas.

Os graos de milho avaliados apresentaram 100% de contaminagao por
fumonisinas. Os grdos de milho destinados a exportagdo apresentaram co-
ocorréncia de micotoxinas em todas as amostras de milho analisadas. Além de
Fumonisinas, foram determinadas as micotoxinas DON, ZEN, FB; e FB, e AFLA B;.
Nas amostras de farinha de milho adquiridas em supermercados na cidade de Cruz
Alta, DON, ZEN, FB; e FB, foram determinadas. O mesmo foi verificado nas
amostras coletadas em Santa Maria, em que estas micotoxinas também foram

determinadas, assim como também a ocorréncia de AFLA B; Por fim, foram
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determinadas aflatoxinas (Bi, B2, G1, G»), fumonisinas (B; e B,), DON e ZEN nas
amostras destinadas a alimentac&o animal.

Pode-se evidenciar que nenhuma das amostras estava isenta de micotoxinas,
independente da origem. Este estudo mostrou que mesmo em concentragdes abaixo
dos limites legais, a exposicdo humana a estas toxinas podem ocorrer
constantemente.

O monitoramento de micotoxinas em alimentos é de extrema importancia para
a saude publica, visando a obtencdo de produtos de qualidade desde o campo, visto
gue O0S processamentos convencionais ndo sdo capazes de degradar as
micotoxinas.

Por outro lado, a falta de estudos e de informacfes a respeito do grau de
contaminacdo em todas as etapas envolvidas € um fator de preocupacao, visto que
para que se obterem menores niveis de micotoxinas, h& necessidade do
envolvimento conjunto de toda cadeia produtiva de grdos, desde o campo até a
mesa do consumidor.

Uma avaliagdo completa da ocorréncia de micotoxinas em determinado
produto somente pode ser estabelecida apés a realizacdo de levantamentos em
diferentes anos/safras de producédo. Por isto, os dados obtidos neste estudo servem
como indicativo. No entanto, ha necessidade de que haja a continuidade do
monitoramento, assim como se faz necessario que 0s ensaios de campo sejam
realizados em distintos anos agricolas devido as diversidades climaticas entre os

anos.
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Apéndice 1. Célculo do fator de correcéo do espectrofotometro UV-Vis

Leitura da absorbancia das solugdes de K,Cr,07

0.7 -
06 - y = 0.0107x - 0.0034
R2=1
05 -
204 -
£
203 -
Q0
<
02 -
01 -
O T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
mg L1
Concentracao Absorbéancia (n=5)
(mmol L)
0,06798 0,2111
0,13597 0,4264
0,23950 0,6406
o Ax1000 _ 3105+3136,7+3142,9
Concentragio em mM Emedio = 3
Emedio = 3128,2
5 = 0211X1000 3105
0,06798
0,4267 x 1000
S Ml = 3160
2= o13s7 731307 FC=
Emédio
FC =1010
g, = 06406X1000 . _31459 L
0,2395




Apéndices 160

Apéndice 2. Cédlculo para correcdo da concentracdo da solucdo analitica de

Aflatoxina B;

Para demonstracdo do calculo, tomou-se como exemplo o calculo da solucéo

da micotoxina Aflatoxina B,

C- Ax FCxPM x1000x FD
g

C- 0,7301x 1,010 x312 x1000 x5
21500

C =5350 pg mL™de Aflatoxina B,



Apéndices 161

Apéndice 3. Preparo das solugbes analiticas de micotoxina utilizadas para

confecc¢do da curva analitica.

Concentracéao Concentracéo Volume de Volume final Balédo
Grupo | Grupo I solucéo com metanol
(ng mL™) (ng mL™) mistura (L) (mL)

0,2 10 10 25
0,4 20 20 25
1 50 20 10
2 100 40 10
4 200 80 10
10 500 200 10
20 1000 400 10

Volume adicionado Volume adicionado Concentracdo Concentracdo Fator*

da solucéo de acetonitrila ou  antesinjecdo  antes injecéo
preparada em extrato da matriz Grupo | Grupo Il
baldo volumétrico (mL) (ng mL™) (ng mL™)
(mL)
0,5 0,5 0,1 5 4
0,5 0,5 0,2 10 4
0,5 0,5 0,5 25 4
0,5 0,5 1 50 4
0,5 0,5 2 100 4
0,5 0,5 5 250 4
0,5 0,5 10 500 4

*Fator = Nivel de fotificacdo/concentracdo da micotoxina antes da injecao
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Apéndice 4. Concentracdes de DON em linhagens cultivadas nas cidades de Cruz

Alta, Santa Rosa e Sao Luiz Gonzaga.

Linhagem Repeticdo Cruz Alta Santa Rosa Sao Luiz Gonzaga
DON (ug kg™)

1 838 80 77

2 2 305 79 64
3 510 80 102

Média 551 80 81

1 118 101 286

3 2 11 90 267
3 12 87 232

Média 117 93 262

1 158 102 347

4 2 160 64 168
3 89 80 266

Média 136 82 260

1 153 59 309

5 2 248 115 435
3 196 80 290

Média 199 85 345

1 195 66 252

6 2 164 72 279
3 157 72 290

Média 172 70 274

1 369 109 154

7 2 397 51 289
3 330 91 190

Média 365 84 211

1 142 73 170

9 2 209 80 156
3 130 56 133

Média 160 70 153

1 311 51 108

11 2 315 54 90
3 238 56 163

Média 288 53 120

1 2142 248 257

14 2 868 187 322
3 1440 368 111

Média 1483 267 230
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Continuacéao

Linhagem Repeticdo Cruz Alta Santa Rosa Séo Luiz Gonzaga
DON (ug kg™)
1 554 120 83
15 2 752 117 109
3 370 95 85
Média 559 111 92
1 500 105 265
16 2 740 105 232
3 644 103 150
Média 628 104 215
1 730 165 113
17 2 826 285 71
3 771 254 168
Média 776 234 117
1 140 122 236
21 2 131 97 240
3 130 93 238
Média 134 104 238
1 186 79 241
Testemunha 2 352 121 100
3 202 83 115
Média 247 94 152
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Apéndice 5. Concentracdes da micotoxina DON em genotipos de trigo sem e com

diferentes manejos de fungicida no florescimento de graos.

Gendtipo

Tratamentos

DON
ug kg™

Uma aplicagao
(25-50% floracao)

239
457
218
269
233

Média

283

Duas aplicacdes
(25-50% floracdo + 10 dias ap0s aplicagdo anterior)

240
174
118
124
148

Média

160

Testemunha

647
598
523
616
598

Média

596

Uma aplicagéo
(25-50% floracao)

250
297
420
349
317

Média

327

Duas aplicacdes
(25-50% floragdo + 10 dias apos aplicagdo anterior)

176
247
276
266
221

Média

237

Testemunha

676
605
829
914
952

Média

795
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Continuacao

DON

Genobtipo Tratamentos )
P ug kg™

122
146
192
207
198
Média 173
74
68
62
53
56
Média 62
65
54
Testemunha 55
53
58
Média 57
361
281
294
376
292
Média 321
361
304
395
204
354
Média 324
1046
875
Testemunha 1054
1010
846
Média 966

Uma aplicacéo
(25-50% floracao)

Duas aplicacdes
(25-50% floragéo + 10 dias apdés aplicacdo anterior)

Uma aplicagéo
(25-50% floracao)

Duas aplicacdes
(25-50% floracdo + 10 dias ap0s aplicacao anterior)
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Continuacao

- DON
Gendtipo Tratamentos 1

Hg kg

292

. 253

Umaoapllcagaf) 235

(25-50% floracao) 172

180

Média 226

202

. 253

5 ~Duas.apllca,(;oes o . 264

(25-50% floracéo + dias apds aplicacao anterior) 151

208

Média 216

1020

838

Testemunha 793

676

1435

Média 952
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Apéndice 6. Rendimento de graos e indice de giberela em gendtipos de trigo sem e

com diferentes manejos de fungicida no florescimento de gréos.

Genotipo Tratamento Rendimento indice de
(kg ha™) giberela
Uma aplicacdo (25-50% floragéo) 3908,97 a* 0,51b
1 Duas aplicacfes (25-50% floracdo + 10 AA**) 3731,25b 0,28 ¢
Testemunha 3587,69 b 1,24 a
Uma aplicacdo (25-50% floracéo) 2588,88 a 1,24b
2 Duas aplicagbes (25-50% floracdo + 10 AA) 254492 a 0,54 c
Testemunha 2341,68 a 2,33a
Uma aplicacdo (25-50% floragéo) 3987,89 a 0,094 a
3 Duas aplicagfes (25-50% floracdo + 10 AA) 4264,15 a 0,013 b
Testemunha 4051,69 a 0,079 a
Uma aplicacdo (25-50% floragé&o) 3977,31b 0,67 b
4 Duas aplicagfes (25-50% floracdo + 10 AA) 4348,93 a 0,46 ¢
Testemunha 3935,54 b 155 a
Uma aplicacdo (25-50% floragéo) 3804,02 a 0,12b
5 Duas aplicagfes (25-50% floracdo + 10 AA) 3748,13 a 0,09b
Testemunha 3613,24 a 0,47 a

*Médias com letras minUsculas iguais na coluna n&o diferem pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
** AA = dias ap06s aplicacdo anterior.
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Apéndice 7. Tratamento fungicida aplicado na cultivar de trigo selecionada para o

controle de giberela e concentractes de DON.

Tratamento Grupo Quimico Dose DON
(L ha) ug kg™

209

1848

1 Sem tratamento 157

190

218

Média 192
<LOQ
<LOQ
0,75 <LOQ
<LOQ
<LOQ
Média <LOQ
<LOQ
<LOQ
0,50 <LOQ
<LOQ
<LOQ
Média <LOQ
62

52

0,60 64
53

51

Média 57
62

82

5 Triazol (F) 0,75 59
63

95

Média 72
<LOQ
<LOQ
6 Benzimidazol (G) 0,80 <LOQ
<LOQ
<LOQ
Média <LOQ

Triazol (A) +
Estrobilurina (B)

Estrobilurina (B) +
Triazol (C)

Estrobilurina (D) +
Triazol (E)
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Tratamento

Grupo Quimico Dose
(L ha)

DON
ug kg™

Estrobilurina (D) +

Triazol (E) 0.75

<LOQ
<LOQ
< LOQ
< LOQ
< LOQ

Média

<LOQ

Benzimidazol (G) 1,00

<LOQ
< LOQ
< LOQ
< LOQ
< LOQ

Meédia

<LOQ

Estrobilurina (D) +
Triazol (E) + 0,75
Benzimidazol (G)

<LOQ
<LOQ
< LOQ
< LOQ
< LOQ

Média

<LOQ

10

Estrobilurina (H) +

Carboxamida (1) 0.30

177
288
219
210
170

Média

212

11

Estrobilurina (H) +

Carboxamida (1) 035

170
150
233
103
270

Média

186

12

Estrobilurina (H) +

Triazol (J) 0.75

<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ

Média

<LOQ
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Apéndice 8. Concentracbes de DON em amostras de trigo importadas da

Argentina através do Porto de Bahia Blanca.

Amostra DON
ug kg™
366
412
289
554
496

gabh wWwN PR
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Apéndice 9. Contaminagdo por micotoxinas em 30 amostras de trigo tipo

exportacao oriundas do sul do Brasil.

Amostra DON FB, FB> OTA ZEN
ug kg™ ug kg™ ug kg™ ug kg™ ug kg™
1 1314 67 n.d. n.d. 123
2 1235 66 n.d. n.d. 111
3 848 65 n.d. 2 66
4 1743 71 69 n.d. 138
5 791 n.d. n.d. n.d. 70
6 693 n.d n.d. n.d. n.d.
7 934 n.d n.d. n.d. 89
8 1567 68 66 n.d. 166
9 974 n.d. 67 n.d. n.d.
10 886 n.d. 100 n.d. n.d.
11 873 n.d. 78 n.d. n.d.
12 844 n.d. 101 n.d. n.d.
13 870 n.d. 115 n.d. n.d.
14 1213 n.d. 52 n.d. n.d.
15 1243 n.d. 99 n.d. n.d.
16 1215 n.d. 72 n.d. n.d.
17 1400 n.d. n.d. n.d. 72
18 1450 n.d. n.d. n.d. 109
19 1633 n.d. n.d. n.d. 89
20 1485 n.d. n.d. n.d. 78
21 694 n.d. n.d. n.d. 50
22 718 n.d. n.d. n.d. 63
23 735 72,26 67 n.d. 67
24 1120 n.d. <LOQ n.d. 71
25 1011 n.d. n.d. n.d. 78
26 1261 n.d. n.d. n.d. 106
27 688 n.d. <LOQ n.d. 51
28 663 n.d. n.d. n.d. 59
29 783 68 66 n.d. 87
30 902 70 67 n.d. 64

n.d. = menor que o limite de detec¢do do método (ndo detectado)

<LOQ = menor que o limite de quantificacdo do metodo
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Apéndice 10. Concentracbes de DON em gréaos de trigo antes de uma etapa de

limpeza, apdés a etapa de limpeza e em seus sub-produtos da moagem (farelo e

farinha)
Graos antes da Graos apos da
Amostra etapa de etapa de Farelo Farinha
limpeza limpeza
DON (ug kg™)
1 990 783 1832 388
2 287 322 1186 421
3 838 841 1441 523
4 709 714 766 300
5 381 333 1097 214
6 434 487 769 201
7 388 314 1442 217
8 376 273 573 185
9 509 311 963 219
10 314 166 637 135
11 712 518 831 182
12 366 357 923 210
13 394 235 664 147
14 384 281 732 169
15 815 716 863 251
16 418 208 659 37
17 165 128 258 45
18 167 156 289 45
19 360 425 576 95
20 407 432 539 92




Apéndices 173

Apéndice 11. Concentragdes de DON em farinhas de trigo coletadas em

supermercados na cidade de Cruz Alta — RS, no ano de 2013.

Amostra Abril Junho Agosto Outubro  Dezembro
DON (ug kg™)
1 113 53 284 617 306
2 1144 485 331 492 243
3 331 2453 367 242 804
4 477 335 466 313 139
5 172 1405 193 230 481
6 551 284 333 611 119
7 408 184 358 217 139
8 398 134 329 319 121
9 1754 1672 308 245 232

10 594 1152 344 195 66
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Apéndice 12. Concentracdoes de DON em farinhas de trigo coletadas em

supermercados na cidade de Santa Maria — RS, no ano de 2013.

Amostra Abril Junho Agosto Outubro Dezembro
DON (ug kg™)
1 1180 199 522 926 404
2 649 482 1261 410 217
3 546 245 300 486 96
4 1757 514 598 471 299
5 676 676 1019 870 187
6 1834 1058 950 495 541
7 134 1214 882 918 78
8 288 1054 571 259 466
9 1565 1507 406 375 426
10 1789 212 750 560 658
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Apéndice 13. Concentragdo de micotoxinas em milho tipo exportacao.

Micotoxina (ug kg™)

Amostra DON AFLAB; AFLAB; A(FBIIA FB: FB. ZEN
1 <LOQ <LOQ n.d. n.d. 252 143 n.d.
2 <LOQ 8.7 n.d. n.d. 190 114 n.d.
3 <LOQ 1.7 n.d. n.d. 853 516 <LOQ
4 <LOQ 6.6 n.d. n.d. 486 236 n.d.
5 81 11.6 <LOQ 42.0 443 220 n.d.
6 <LOQ 1.3 n.d. n.d. 672 335 <LOQ
7 <LOQ 66.8 4.1 30.3 930 531 n.d.
8 <LOQ 722.2 81.6 1333.4 693 379 n.d.
9 <LOQ 6.3 <LOQ 4.8 280 161 <LOQ
10 <LOQ <LOQ n.d. n.d. 394 244 n.d.
11 <LOQ 3.7 n.d. n.d. 157 94 <LOQ
12 <LOQ 3.3 n.d. 2.9 325 221 n.d.
13 <LOQ 1.1 n.d. 2.4 466 248 <LOQ
14 <LOQ 5.3 n.d. n.d. 268 167 n.d.
15 <LOQ 9.0 n.d. n.d. 224 141 <LOQ
16 50 <LOQ n.d. n.d. 142 83 n.d.
17 <LOQ <LOQ n.d. n.d. 1010 513 <LOQ
18 56 <LOQ n.d. n.d. 173 106 <LOQ
19 66 15.29 1.34 n.d. 308 175 <LOQ
20 82 12.27 1.32 n.d. 342 179 <LOQ
21 52 16.24 1.44 5.2 513 292 <LOQ
22 <LOQ <LOQ n.d. n.d. 268 146 n.d.
23 76 7.99 <LOQ n.d. 143 92 <LOQ
24 181 <LOQ n.d. n.d. 652 376 <LOQ
25 <LOQ <LOQ n.d. n.d. 446 233 <LOQ
26 <LOQ 11.85 1.02 n.d. 281 147 n.d.
27 <LOQ 1.65 n.d. n.d. 632 370 n.d.
28 183 <LOQ n.d. n.d. 280 178 53
29 <LOQ 4.72 n.d. n.d. 357 193 n.d.
30 <LOQ 18.81 1.50 n.d. 1469 878 n.d.

n.d. = menor que o limite de deteccdo do método (néo detectado)

<LOQ = menor que o limite de quantificacdo do método
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Apéndice 14. Concentragdo de

fabricacdo de racao animal.

micotoxinas em graos de milho utilizados para

FB, FB, DON ZEN AFLAB; AFLAB, AFLAG; AFLAG,
Amostra
Micotoxinas (ug kg™)
1 92 64 <LOQ n.d. <LOQ n.d. n.d. n.d.
2 535 355 79 76 <LOQ n.d. n.d. n.d.
3 286 172 <LOQ n.d. 2.4 n.d. n.d. 1.5
4 753 414 <LOQ <LOQ 2.0 n.d. n.d. n.d.
5 573 311 <LOQ n.d. 9.2 1.2 n.d. n.d.
6 456 259 83 <LOQ 4.2 n.d. n.d. 1.1
7 489 291 88 <LOQ 5.7 <LOQ n.d. 13
8 349 217 89 <LOQ 13.1 1.0 n.d. n.d.
9 298 171 <LOQ <LOQ 3.6 n.d. n.d. 1.1
10 517 265 <L0Q  <LOQ 5.4 <LOQ n.d. 13
11 480 298 221 <LOQ 4.5 n.d. 21.1 n.d.
12 567 419 274 110 <LOQ n.d. n.d. 1.3
13 470 280 271 405 8.2 n.d. n.d. 15
14 1517 927 <LOQ 51 32.3 15 n.d. 1.3
15 787 472 <LOQ n.d. 3.6 n.d. 7.4 2.0
16 827 442 <LOQ n.d. 1.4 <LOQ n.d. n.d.
17 1058 572 <LOQ n.d. 1.1 n.d. n.d. n.d.
18 956 505 <LOQ n.d. <LOQ n.d. n.d. n.d.
19 688 402 668 156 1.3 n.d. n.d. n.d.
20 544 280 607 493 <LOQ n.d. n.d. n.d.

n.d. = menor que o limite de detec¢cdo do método (ndo detectado)

<LOQ = menor que o limite de quantificacdo do método
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Apéndice 15. Concentragdo de micotoxinas em quirera de milho utilizada para

fabricacdo de racao animal.

FB; FB, DON ZEN AFLAB; AFLAB, AFLAG; AFLAG;,
Amostra ) ) 1
Micotoxinas (ug kg™)
1 589 349 n.d. <LOQ 11.7 11 n.d. 1.6
2 406 255 n.d. n.d. 2.4 n.d. n.d. n.d.
3 777 514 302 184 2.0 n.d. n.d. 14
4 1096 619 358 146 3.2 <LOQ n.d. n.d.
5 802 412 492 194 1.1 n.d. n.d. 14
6 532 349 564 231 1.3 n.d. n.d. 15
7 584 366 50 50 7.2 <LOQ n.d. n.d.
8 324 207 92 52 2.3 n.d. n.d. 2.3
9 688 459 287 111 0.9 n.d. n.d. n.d.
10 524 306 <LOQ <LOQ 9.8 1.2 5.0 n.d.
11 672 455 58 <LOQ 10.1 1.0 n.d. n.d.
12 424 284 n.d. <LOQ 8.5 1.0 n.d. 1.9
13 648 425 n.d. <LOQ 38.3 3.6 20.3 n.d.
14 431 308 102 <LOQ 9.7 1.1 n.d. n.d.
15 489 330 92 60 55 <LOQ n.d. 2.0
16 570 394 92 62 3.6 n.d. n.d. n.d.
17 235 157 72 <LOQ 7.9 n.d. 3.5 n.d.
18 387 303 556 424 3.9 n.d. n.d. n.d.
19 357 253 195 n.d. 25 n.d. 3.0 n.d.
20 92 64 n.d. n.d. <LOQ n.d. n.d. n.d.

n.d. = menor que o limite de deteccédo do método (ndo detectado)

<LOQ = menor que o limite de quantificacdo do método
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Apéndice 16. Concentragdo de micotoxinas em farinha de milho coletadas em

supermercados na cidade de Cruz Alta — RS, no ano de 2013.

Coleta Amostra Desoxinivalenol Fumonisina By Fumonisina B, Zearalenona

ug kg™ ug kg™ ug kg™ ug kgt
1 <LOQ 114 83 <LOQ
2 n.d. 71 65 n.d.
3 n.d. 120 88 n.d.
4 n.d. 93 75 n.d.
Abril 5 n.d. 459 302 n.d.
6 53 778 8 <LOQ
7 <LOQ 135 978 <LOQ
8 <LOQ 90 72 <LOQ
9 <LOQ 61 58 n.d.
10 n,d, 90 71 n.d.
1 n.d. 210 150 n.d.
2 <LOQ 190 133 n.d.
3 n.d. 78 70 n.d.
4 n.d. 79 70 n.d.
Junho 5 n.d. 210 122 n.d.
6 n.d. 83 74 n.d.
7 128 340 199 <LOQ
8 n.d. 339 188 n.d.
9 80 82 70 <LOQ
10 298 170 122 <LOQ
1 n.d. 153 107 n.d.
2 n.d. 471 270 n.d.
3 88 241 161 <LOQ
4 104 68 62 <LOQ
Agosto 5 28 121 81 n.d.
6 n.d. 274 160 n.d.
7 n.d. 77 68 n.d.
8 n.d. 150 113 n.d.
9 64 783 462 <LOQ
10 245 105 81 <LOQ
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Continuacao
Coleta Amostra Desoxinivalenol Fumonisina B; Fumonisina B, Zearalenona

ug kg™ ug kg ug kg™ ug kg™

1 n.d. 452 250 n.d.
2 102 714 421 <LOQ

3 n.d. 263 150 n.d.
4 n.d. 193 121 <LOQ

Outubro 5 138 795 457 60
6 111 182 122 LOQ
7 194 107 85 <LOQ

8 <LOQ 74 85 n.d.

9 n.d. 64 61 n.d.

10 <LOQ 104 100 n.d.

1 <LOQ <LOQ <LOQ n.d.

2 <LOQ 96 75 n.d.

3 <LOQ <LOQ <LOQ n.d.

4 <LOQ <LOQ 50 n.d.

5 <LOQ <LOQ <LOQ n.d.

Dezembro| o <LOQ 116 75 n.d.
7 <LOQ <LOQ <LOQ n.d.

8 <LOQ <LOQ 60 n.d.

9 <LOQ <LOQ 56 67

10 <LOQ 116 85 71

n.d. = menor que o limite de detec¢cdo do método (ndo detectado)
<LOQ = menor que o limite de quantificacdo do método
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Apéndice 17. Concentragdo de micotoxinas em farinha de milho coletadas em

supermercados na cidade de Santa Maria — RS, no ano de 2013.

Amostra Desoxinivalenol Fumonisina B; Fumonisina B, Zearalenona

ug kg™ ug kg™ ug kg™ ug kg
1 n.d. 1239 808 n.d.
2 n.d. 160 114 n.d.
3 n.d. 148 104 n.d.
4 n.d. 83 72 n.d.
. 5 n.d. 66 61 n.d.
Abril 6 n.d. 117 94 n.d.
7 118 84 70 53
8 94 100 82 <LOQ
9 n.d. 118 93 n.d.
10 n.d. 226 157 n.d.
1 n.d. 188 125 n.d.
2 n.d. 206 137 n.d.
3 n.d. 724 459 n.d.
4 n.d. 210 120 n.d.
Junho 5 n.d. 149 122 n.d.
6 54 561 353 <LOQ
7 237 133 103 <LOQ
8 n.d. 264 150 <LOQ
9 72 73 68 <LOQ
10 65 270 115 <LOQ
1 534 243 159 55
2 n.d. 241 148 n.d.
3 <LOQ 279 165 n.d.
4 n.d. 739 369 n.d.
Agosto 5 n.d. 160 113 n.d.
6 n.d. 148 110 n.d.
7 <LOQ 358 213 <LOQ
8 n.d. 319 176 n.d.
9 n.d. 343 213 n.d.
10 290 314 185 n.d.
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Continuacao
Amostra Desoxinivalenol Fumonisina B; Fumonisina B, Zearalenona

ug kg™ ug kg ug kg™ ug kg
1 55 196 127 <LOQ

2 n.d. 605 348 n.d.

3 378 138 99 208

4 n.d. 264 155 n.d.
5 247 260 173 <LOQ
Outubro ¢ 63 388 258 <LOQ
7 93 198 131 <LOQ

8 <LOQ 69 62 n.d.

9 <LOQ 308 181 n.d.

10 n.d. 183 121 n.d.

1 <LOQ <LOQ <LOQ n.d.

2 <LOQ <LOQ <LOQ n.d.

3 <LOQ <LOQ <LOQ n.d.

4 <LOQ <LOQ <LOQ n.d.

5 <LOQ <LOQ <LOQ n.d.

Dezembro o <LOQ <LOQ <LOQ n.d.
7 <LOQ 50 <LOQ <LOQ

8 <LOQ 53 <LOQ 630

9 <LOQ 159 101 n.d.

10 <LOQ 51 <LOQ n.d.

n.d. = menor que o limite de deteccdo do método (ndo detectado)
<LOQ = menor que o limite de quantificacdo do método



