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RESUMO 

MICOTOXINAS EM MATRIZES DE MILHO E TRIGO:  

 VALIDAÇÃO DE MÉTODO ANALÍTICO 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 analítico multimicotoxinas empregando 
UPLC-MS/MS para determinação simultânea de 12 micotoxinas em matrizes de trigo e 
milho. Os parâmetros avaliados para validação do método foram: curva analítica e 
linearidade, limite de detecção (LOD), limite de quantificação (LOQ), exatidão 
(recuperação%), precisão (RSD%) e efeito matriz. A extração das micotoxinas foi realizada 
empregando o método QuEChERS modificado, no qual foram utilizados 12,5 g de slurry 
(suspensão entre amostra e água), 4,5 g MgSO4 anidro e 10 mL de acetonitrila acidificada a 
1% com ácido acético. Após a validação do método, o mesmo foi empregado para 
pesquisar, quantitativamente, a ocorrência de micotoxinas em 646 amostras, sendo 476 
amostras de trigo (ensaios a campo, grãos tipo exportação e importação, grãos para 
processamento e respectivas frações (farinha e farelo) e farinhas comercializados em 
supermercados) e 170 amostras de milho (grãos tipo exportação, farinhas coletadas em 
supermercados, grãos e quirera destinados à fabricação de ração animal). Os resultados 
obtidos foram satisfatórios para todos os parâmetros avaliados, mostrando desta forma, que 
o 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 calibração por 
superposição da matriz. Este método pode então ser utilizado para avaliação das amostras, 
em que todas apresentaram contaminação 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 genótipo, ambiente e 
tratamento fungicidas tiveram influência sobre as concentrações de DON. Grãos de trigo tipo 
exportação e importados da Argentina apresentaram contaminação por DON em todas as 
amostras. Em trigo tipo exportação, também foi determinado contaminação por FB1, FB2, 
ZEN e OTA. Há evidências de que este seja o primeiro trabalho a relatar a presença de 
fumonisinas em trigo brasileiro, visto que não foi encontrado outros relatos na literatura. Nos 
subprodutos derivados da moagem foi verificado  redistribuição de DON, com redução das 
concentrações na farinha branca e  incremento na fração farelo, quando comparados a 
concentração inicial no grão, evidenciando que tal processo não é eficaz para eliminação 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 
exportação foi evidenciada contaminação concomitante por DON, ZEN, FB1 e FB2 e AFLA 
B1.  Nas amostras de farinha de milho coletadas em supermercados todas estavam 
contaminadas por fumonisinas. Além de fumonisinas foi evidenciado a presença de DON, 
ZEN e AFLA B1 em algumas amostras. Em amostras destinadas a fabricação de ração 
animal foi determinada aflatoxinas (B1, B2, G1, G2), fumonisinas (B1 e B2), DON e ZEN, 
sendo que em alguns casos, as concentrações foram superiores aos limites tolerados pela 
legislação brasileira. O método de extração, aliado com a técnica cromatográfica para 
determinação dos analitos mostraram-se eficientes para a análise de micotoxinas em trigo e 
milho. Mesmo em concentrações abaixo dos limites legais, a exposição humana a 
micotoxinas pode ocorrer constantemente. O monitoramento de micotoxinas em alimentos é 
de extrema importância para a saúde pública, visando a disponibilização de produtos de 
qualidade 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 MgSO4 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 FB1, FB2, 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, FB1 and FB2 and AFLA B1. In maize flour  samples 
collected from supermarkets all samples were contaminated with fumonisins. Besides 
fumonisins evidenced the presence of DON, ZEN and AFLA B1 in some samples. Samples 
destined for the production of animal feed were determineted with aflatoxins (B1, B2, G1, G2), 
fumonisins (B1 and B2), 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 INTRODUÇÃO 

 

Os cereais são considerados alimento básico de aproximadamente um terço 

da população mundial, em virtude da sua diversidade de utilização, suas 

características nutricionais e sua facilidade de armazenamento.1 São fonte de 

nutrientes e fibras e, tecnologicamente, possuem múltiplas formas de consumo.1,2 

Seus subprodutos constituem uma parte importante da dieta diária de humanos e 

animais,3 sendo as mais importantes fontes de alimentos.4,5 

Cerca de dois bilhões de toneladas de cereais são produzidos anualmente.6 

Dentre os cereais, o trigo é um dos mais consumidos, juntamente com o milho e o 

arroz.7 O trigo contribui com aproximadamente 30% da produção global de grãos.8 É 

o segundo alimento mais produzido,1 superado apenas pelo milho.9 Na safra de 

2012/2013, a produção mundial de trigo e milho foram de  655,110  e  862,845 

milhões de toneladas, respectivamente.10 

Os produtos agrícolas estão constantemente sujeitos à contaminação 

fúngica.11 A infecção por fungos pode ocorrer em diversos estágios da cadeia 

alimentar: inicia nas lavouras e continua durante a maturação, colheita, secagem, 

armazenamento, transporte e processamento, inclusive na armazenagem do produto 

já transformado, isto é, industrializado e em nível doméstico.12 

A infecção da cultura/alimento por fungos toxigênicos pode acarretar na 

formação de micotoxinas, que são substâncias tóxicas produzidas por certas 

espécies de fungos.13,14 Em grãos, a presença destes contaminantes é imperceptível 

visualmente no produto final, tornando-se um grande desafio para produção de 

alimentos seguros.15 

Anualmente, no mundo inteiro, grandes quantidades de grãos são perdidas. A 

necessidade crescente de produtos para suprir a demanda mundial de alimentos, 

tendo em vista o crescimento populacional, exige que a qualidade do grão colhido na 

lavoura seja mantida com o mínimo de perdas até o consumidor final.16 
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A garantia da segurança dos alimentos para que os mesmos estejam isentos, 

ou com concentrações permitidas de contaminantes biológicos, físicos e químicos no 

momento do consumo humano ou animal, é questão central em todas as cadeias 

produtivas.15 A contaminação de alimentos pelo uso intencional de substâncias 

químicas, como pesticidas, bifenilas policloradas (PCB) e medicamentos 

veterinários, é uma preocupação de saúde pública mundial, bem como a 

contaminação, devido a substâncias tóxicas naturais, como as micotoxinas.17 

Como essas substâncias tóxicas são contaminantes naturais e não podem ser 

completamente removidas dos alimentos, muitos países têm imposto limites 

máximos de tolerância.18 A segurança do alimento se tornou um importante atributo 

de qualidade. Isto implica em que todos os aspectos da produção de alimentos e, 

portanto, da cadeia de abastecimento alimentar devem ser considerados para 

garantir a segurança da alimentação.4 

No Brasil, no ano de 2011, uma legislação mais abrangente e rígida foi 

implantada em função da ocorrência destes compostos. No entanto, têm-se poucos 

dados sobre a extensão da contaminação em alimentos por micotoxinas. O controle 

de resíduos e contaminantes exerce papel fundamental para garantir a qualidade e 

segurança das matérias-primas destinadas ao consumo direto ou processos 

industriais. 

O fato da maioria das micotoxinas serem tóxicas em concentrações muito 

baixas, requerem métodos sensíveis e confiáveis para a sua determinação.19 A 

determinação de micotoxinas é sempre um desafio,17,20 devido à diversidade de 

matrizes e da variedade de espécies moleculares que precisam ser determinados.20 

Assim, é de grande importância o desenvolvimento de métodos analíticos que 

possam fornecer dados confiáveis quanto à presença de micotoxinas em milho e 

trigo, provenientes de vários pontos da cadeia produtiva, desde a lavoura, passando 

pela etapa de processamento até a comercialização (importação e exportação) e a 

exposição 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 analítico multirresíduo por cromatografia líquida 

hifenada a espectrometria de massas (LC-MS/MS), para determinação simultânea 

de doze micotoxinas em trigo, milho e produtos derivados destes, a fim de avaliar o 

grau de contaminação por micotoxinas nestas matrizes alimentares em vários 

pontos da cadeia produtiva e comercial, obtendo-se desta forma dados que possam 

dimensionar a contaminação desde o cultivo até a chegada do produto final na mesa 

do consumidor. 

  

2.1.1 Objetivos específicos 
 

 Determinar a ocorrência de doze micotoxinas: Aflatoxina B1 (AFLA B1), 

Aflatoxina B2 (AFLA B2), Aflatoxina G1 (AFLA G1), Aflatoxina G2 (AFLA G2), 

Desoxinivalenol (DON), Diacetoxiscirpenol (DAS), Toxina T-2 (T-2), Toxina 

HT-2 (HT-2), Ocratoxina A (OTA), Zearalenona (ZEN), Fumonisina B1 (FB1) e 

Fumonisina B2 (FB2). 

 Realizar ensaios a campo no Rio Grande do Sul, em localidades distintas de 

semeadura (Santa Rosa, Cruz Alta e São Luiz Gonzaga), para caracterização 

de diferentes genótipos de trigo em relação ao acúmulo de micotoxinas nos 

grãos nos distintos locais. 

 

Avaliar: 

 A resposta de diferentes genótipos de trigo, com e sem tratamento fúngico, 

em relação aos níveis de micotoxinas nos grãos e o efeito de uma ou duas 

aplicações de fungicidas no florescimento da cultura. 



  Objetivos  4 

 

 

  

 A resposta de um único genótipo de trigo frente a diferentes fungicidas, 

comparado com uma testemunha não tratada.  

 O grau de contaminação por micotoxinas em trigo e milho destinados à 

exportação, oriundos das diversas regiões do estado do Rio Grande do Sul, 

assim como, os grãos que são importados e chegam ao Brasil através do 

porto de Rio Grande. 

 O grau de contaminação por micotoxinas em grão de trigo de distintos lotes 

destinados aos moinhos. 

 A distribuição das micotoxinas em diferentes frações do grão de trigo (grão, 

farelo e farinha). 

 A qualidade micotoxicológica de grãos e quirera de milho destinados a ração 

animal.  

 A qualidade micotoxicológica em farinhas de milho e trigo disponíveis em 

prateleiras de supermercados da cidade de Santa Maria (região central do 

estado), assim como naquelas adquiridas em supermercados da cidade de 

Cruz Alta (região noroeste do RS).  

 



   

3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

Abordar-se-á inicialmente o conceito de micotoxinas, os fungos produtores de 

micotoxinas e os problemas acarretados por estas, assim como aspectos gerais das 

12 micotoxinas em estudo e a legislação brasileira vigente. Sucintamente, serão 

descritas algumas patologias causadas pelo desenvolvimento de determinados 

fungos em cereais, assim como a utilização de fungicidas para o controle destas. 

Por fim, uma breve revisão acerca da determinação de micotoxinas e das técnicas 

cromatográficas empregadas para este propósito.  
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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 substâncias químicas denominadas metabólitos primários, como por 

exemplo, ácidos nucléicos, proteínas, carboidratos e lipídios. O uso de metabólitos 

primários está associado com a fase de crescimento rápido. Já, os metabólitos 

secundários, são uma série de compostos que não são essenciais para o 

crescimento vegetativo em cultivo puro.21,22 

As micotoxinas são metabólitos secundários produzidos por várias espécies 

de fungos,5,21,23,24 ou seja, metabólitos não essenciais para o funcionamento normal 

das células, tóxicos para humanos, animais e plantas.25 O termo micotoxinas deriva 

da palavra grega Mykes, que significa fungo, e da palavra latina Toxicum, que 

significa veneno, portanto, micotoxinas são toxinas produzidas por fungos,5,23,26,27 

sendo que todas são produtos naturais de baixo peso molecular.28 

Aparentemente, as micotoxinas não têm significado bioquímico sobre o 

crescimento de fungos, e podem ser produzidas para proporcionar um sistema de 

defesa contra os insetos, micro-organismos, animais e seres humanos.24 São 

tipicamente formadas no final da fase exponencial e no  princípio da fase 

estacionária do crescimento dos fungos, estando associadas a fase de diferenciação 

e esporulação (Figura 1).21,29 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Fases de crescimento fúngico e localização da síntese de micotoxinas.  

(Fonte: Castillo, 2007)21 
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Os fungos são ubíquos e são um problema mundial na produção de cereais.30 

Os efeitos do crescimento fúngico incluem diminuição do poder de germinação, 

emboloramento visível, descoloração, formação de odor desagradável, perda de 

matéria seca, aquecimento, mudanças químicas e nutricionais, perda de qualidade e 

produção de micotoxinas.31,32 Esta contaminação pode fazer com que os grãos se 

tornem impróprios para o consumo humano e animal, resultando em grandes perdas 

econômicas.16 

As micotoxinas são compreendidas dentro do grupo dos contaminantes mais 

importantes em alimentos devido ao seu impacto negativo sobre a saúde pública, 

segurança alimentar e economia de muitos países, particularmente os países em 

desenvolvimento. Afetam uma ampla gama de produtos agrícolas, incluindo cereais, 

frutas secas e oleaginosas.33 

A presença destas toxinas nos alimentos tem uma enorme importância para a 

saúde pública, devido aos efeitos nefrotóxicos, imunotóxicos, teratogênicos, 

mutagênicos e carcinogênicos. Também podem estar associadas a disfunções 

hormonais graves, além do aumento da suscetibilidade a doenças e a redução da 

expectativa de vida. São capazes de provocar efeitos tanto agudos quanto crônicos 

no homem e nos animais, assim como desordem dos sistemas nervoso central, 

cardiovascular, pulmonar e trato intestinal, podendo causar a morte.26,34 

A preocupação com a segurança na produção de alimentos também tem 

aumentado.35 Minimizar a contaminação por micotoxinas começa com a qualidade 

da matéria-prima. A produção primária está no início da cadeia sendo a base de 

qualquer programa para reduzir o risco de contaminação por micotoxinas.36 

As condições climáticas de um país determinam, em grande parte, as classes 

de fungos que irão crescer e os tipos de micotoxinas que poderão produzir. No 

Brasil, existem condições propícias para o crescimento de diversos fungos 

produtores de micotoxinas.37 

A produção de micotoxinas depende do crescimento fúngico, portanto pode 

ocorrer em qualquer época do cultivo, colheita ou estocagem dos alimentos, 

podendo permanecer no grão mesmo depois que os fungos responsáveis pela 

produção não estejam mais presentes. Contudo, o crescimento de fungos e a 

produção de toxinas não são sinônimos, porque nem sempre as melhores condições 

de crescimento fúngico coincidem com as condições para síntese de toxinas.38 
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Desta forma, pode haver flutuações nos níveis de micotoxinas nos alimentos 

de ano para ano, dependendo de muitos fatores, tais como condições adversas de 

clima, que favorecem invasão de fungos e seu desenvolvimento. Embora existam 

diferenças geográficas e climáticas na produção e ocorrência de micotoxinas, a 

exposição a estas toxinas é mundial, com grande parte da oferta de alimentos 

contaminados de alguma forma.18 A maioria das micotoxinas são quimicamente 

estáveis, não sendo degradadas durante o armazenamento e processamento, tais 

como cozimento e panificação, permanecendo assim no alimento.39–42 

É um desafio garantir produtividade e biosseguridade do produto, sem 

prejudicar a segurança do alimento.  Alimento seguro significa saúde e qualidade de 

vida. A garantia de alimento livre de contaminantes é essencial para prevenção de 

doenças, principalmente num país como o Brasil, onde parte considerável da 

população enfrenta sérios problemas de carência nutricional e de acesso ao sistema 

público de saúde.16 

 

 

3.1.1 Produção de micotoxinas 
 

A produção de micotoxinas é altamente suscetível a umidade, atividade de 

água (Aw), pH e concentração de oxigênio no substrato. Umidade e temperatura são 

dois fatores ambientais que exercem efeito decisivo sobre a proliferação de fungos e 

biossíntese de toxina. A incidência e o nível de contaminação por micotoxinas estão 

intimamente relacionados à posição geográfica e de fatores sazonais, bem como às 

condições de cultivo, colheita, estocagem e transporte.17,24,43 Além destes, fatores 

como disponibilidade de nutrientes, danos mecânicos, interação microbiana e a 

presença de compostos antimicrobianos devem ser considerados.44 

O parâmetro mais importante quando se considera a umidade em relação ao 

crescimento de fungos não é o conteúdo de água de um substrato, mas a Aw deste. 

A atividade da água é a quantidade de água livre presente, isto é, não está ligada 

química ou fisicamente à substância, e é, portanto, imediatamente disponível para o 

metabolismo do fungo. Assim, o crescimento de fungos está diretamente relacionado 

com a Aw de um alimento. O limite de crescimento para os fungos que são mais 

resistentes as condições de seca é de cerca de 0,7 de Aw.
18 As condições de Aw e de 
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temperatura para o desenvolvimento de certas espécies de fungos estão 

apresentadas de maneira simplificada na Figura 2. 

 

 

 

Figura 2. Condições de atividade de água e temperatura para desenvolvimento dos 

fungos. (Fonte: Machado, 2006)45 

 

 

A maioria dos fungos são 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 influência do  pH e Aw 

sobre o crescimento microbiano.46 
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Figura 3. Diagrama esquemático da influência da combinação da  atividade de água 

e do pH sobre o crescimento microbiano. (Fonte: Pitt & Hocking, 2009)46 

 

 

3.1.2 Principais gêneros de fungos micotoxigênicos 
 

As micotoxinas podem ser formadas no campo, após a infecção por qualquer 

fungo micotoxigênico dentre uma grande variedade de espécies, com destaque para 

os gêneros Fusarium e Aspergillus, os mais importantes em climas tropicais e 

subtropicais.27,47 Os cereais também são suscetíveis ao ataque de fungos após a 

colheita, durante o transporte ou quando armazenadas, os principais gêneros 

micotoxigênicos  são dos gêneros  Penicillium e Aspergillus.17,27,48,49 

A relação entre a micotoxina e o fungo produtor não é única. Uma dada 

micotoxina pode ser produzida por diferentes espécies de fungos, e um dado fungo 

pode produzir mais de uma micotoxina.27 

A presença de um fungo produtor de toxina não significa necessariamente 

que a toxina associada também esteja presente, pois muitos fatores estão 

envolvidos na sua formação. Da mesma maneira, a ausência de qualquer evidência 

visível do fungo filamentoso não 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, poderá 

permanecer no alimento.19 

 

 

3.1.2.1 Aspergillus 

 

Os fungos do gênero Aspergillus pertencem a flora de armazenamento. 

Geralmente, temperaturas acima de 10 a 12 ºC e Aw mínima de 0,75 – 0,83 são 

necessárias  para sua multiplicação e produção de micotoxinas.29 

Durante o seu ciclo de vida, várias espécies de Aspergillus são capazes de 

produzir uma vasta gama de micotoxinas nocivas para os seres humanos e 

animais.50 Os produtos que podem ser colonizados por Aspergillus incluem milho, 

trigo, arroz, amendoim, nozes e semente de algodão. Esta colonização pode ocorrer 

antes ou depois da colheita, dependendo das condições ambientais ou de 

armazenamento. Fungos do gênero Aspergillus, como Aspergillus flavus, A. 

parasiticus, A. ochraceus e A. fumigatus produzem micotoxinas de grande 

preocupação econômica e  sanitária (Tabela 1).51  

 

Tabela 1. Principais micotoxinas produzidas por Aspergillus ssp. 

Espécie fúngica Micotoxina Produzida 

A. flavus Aflatoxinas, esterigmatocistina, ácido ciclopiazônico 

A. niger Ocratoxina A, fumonisina B2, B4 

A. ochraceus Ocratoxina A, ácido penicílico 

A. parasitticus Aflatoxina B1, B2, G1, G2, ácido aspergílico 

A. terreus Citreoveridina 

A. clavatus Ascladiol, patulina, clavatol 

A. carbonarius Ocratoxina A 

A. nomius Aflatoxina B1, B2, G1, G2  

(Fonte: Samson et al., 2010)52 

 

Solos secos e quentes favorecem a ocorrência de Aspergillus. Em termos de 

localização geográfica, a incidência de A. flavus está relacionada com as 

temperaturas mínimas elevadas e inversamente correlacionada com a latitude. Além 
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do clima quente e seco, o nível de atividade de insetos e roedores em uma área 

também pode favorecer substancialmente a colonização e a produção de 

micotoxinas. Fertilidade de plantas, densidade e ocorrência de doenças também 

influem no nível de contaminação por micotoxinas.51 

 

 

3.1.2.2 Penicillium 
 

Penicillium é um gênero amplo, com mais de 150 espécies reconhecidas, das 

quais, aproximadamente 50 são de ocorrência comum. Espécies de Penicillium são 

frequentemente associadas com a deterioração de alimentos e rações, e, portanto, 

de grande importância econômica. Podem ser facilmente isoladas a partir do solo, 

onde participam na decomposição de matérias orgânicas. Mas também estão entre 

os fungos mais comuns aerotransportados, capazes de induzir reações alérgicas em 

pessoas sensíveis. Várias espécies de Penicillium estão entre os agentes mais 

comuns de doenças pós-colheita em vegetais e podem produzir uma variedade de 

micotoxinas (Tabela 2).50 

 

Tabela 2. Principais micotoxinas produzidas por Penicillium ssp. 

Espécie fúngica Micotoxina Produzida 

P. aurantiogriseum Ácido penicílico, verrucosidina 

P. carneum Patulina, roquefortina 

P. expansum Patulina 

P. chrysogenum Toxina PR 

P. griseofulvum Griseofulvina, patulina, roquefortina, ác. ciclopiazônico  

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 Ácido penicílico 

(Fonte: Samson et al., 2010)52 
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3.1.2.3 Fusarium 
 

Fusarium é um dos gêneros de fungos com maior capacidade genética para a 

produção de micotoxinas quando as condições físicas, químicas e biológicas são 

adequadas.  Faz parte da flora de campo (substratos fitopatogênicos, plantas vivas) 

e da flora intermédia (substratos recém-colhidos, cereais ainda úmidos). Estes 

fungos crescem em temperaturas entre 6 e 40 °C. A temperatura ótima de 

crescimento se situa entre 18 e 30 ºC.29 Contudo, a produção 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 alternância das 

temperaturas, principalmente a diurna e a noturna.53 

Fungos do gênero Fusarium são aeróbios e geralmente necessitam de Aw 

superior a 0,88, a fim de crescer e proliferar, e atividade de água de 0,91, para 

produção de micotoxinas. São 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.29 

As condições climáticas de alta umidade atmosférica e elevada precipitação 

do sul do Brasil favorecem o desenvolvimento do fungo Fusarium graminearum. 

Esse patógeno é o principal responsável pela produção da micotoxina DON. Na 

Tabela 3 é listado algumas micotoxinas produzidas por Fusarium.54 

 

Tabela 3. Principais micotoxinas produzidas por Fusarium ssp. 

Espécie fúngica Micotoxina Produzida 

F. culmorum 
Desoxinivalenol, 3-acetildesoxinivalenol, 15-acetil-

desoxinivalenol, nivalenol, zearalenona, fusarenona X  

F. graminearum 
Desoxinivalenol, 15-acetildesoxinivalenol, nivalenol, 

zearalenona, fusarenona X 

F. sporotrichioides 
Toxina T-2, Toxina HT-2, neosolaniol, diacetoxiscirpenol, 

zearalenona, fusarenona X 

F. poae 
Toxina T-2, Toxina HT-2, neosolaniol, diacetoxiscirpenol, 

zearalenona, fusarenona X 

F. verticilloides Fumonisinas, moniliformin, fusarina C 

F. langsethiae Toxina T-2, Toxina HT-2, diacetoxiscirpenol 

F. proliferatum Fumonisinas, ácido fusárico 

F. subglutinans Fumonisinas, ácido fusárico 

(Fonte: Magan et al., 2002)54 
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3.1.2.3.1 Principais patologias causadas por Fusarium em milho e trigo 
 

Fungos do gênero Fusarium estão entre os patógenos mais destrutivos de 

cereais em todo o mundo, sendo que mais de uma espécie é frequentemente 

encontrada em uma única safra. Várias espécies deste gênero são agentes 

infecciosos, conhecidos por causar uma série de doenças em cereais, como 

infecções da raiz, caule e espiga, que resultam em perdas significativas para a 

indústria de cereais.36,55 

Uma das doenças mais importantes em trigo, aveia, cevada e outros cereais, 

produzidas por Fusarium spp. é a giberela (do inglês Fusarium head blight – FHB).56 

É causada por várias espécies de Fusarium, principalmente Fusarium graminearum 

Schwabe [teleomorfo Gibberella zeae (Schweinitz) Petch].57 Outras espécies como 

Fusarium avenaceum (teleomorfo, Gibberella avenacea), F. culmorum (teleomorfo, 

G. zeae), F. poae e Microdochium nivale (teleomorfo, Monographella nivalis) 

também estão associadas a doença.58,59 Destas, apenas M. nivale é descrito como 

um não-típico produtor de micotoxina.60 

Na última década, a giberela se tornou uma das mais graves doenças 

fúngicas devido as mudanças climáticas e adoção de práticas agrícolas modernas 

(plantio direto), causando perdas econômicas enormes em todo o mundo.56 Isto 

resulta em diminuição da produtividade e redução da qualidade de grãos.61 Pelo 

efeito da doença, os grãos passam a ter tamanho reduzido, cor normalmente 

rosada, aspecto danificado e chocho.62 No entanto, o principal problema envolvendo 

a giberela está nos danos indiretos, oriundos do acúmulo de micotoxinas, que não 

só desvalorizam o grão junto ao mercado, mas os tornam impróprios para o 

consumo, por colocarem em risco a saúde humana e animal.51,62,63 Dentre as 

micotoxinas produzidas, DON é a de maior relevância, por ser amplamente 

distribuída e encontrada em altos níveis.62 

Fusarium verticillioides (também conhecido como F. moniliforme) está 

associado com a ocorrência de doenças em todas as fases de desenvolvimento da 

planta de milho, infectando as raízes, caule e sementes.64 Esse patógeno é o 

principal responsável pela produção de micotoxinas em grãos de milho e nos 

subprodutos oriundos desse cereal, com destaque para aquelas do grupo das 

fumonisinas.65 Os fatores que contribuem para a ocorrência são temperatura, 
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estresse hídrico, danos causados por insetos, outras doenças fúngicas e genótipo 

de milho.51 

Para o controle de doenças em cereais são indicadas três estratégias, que 

devem ser empregadas de maneira integrada: resistência genética, uso de cultivares 

com maior número de genes que conferem resistência à doença; manejo cultural, 

por meio de práticas como rotação de culturas, época e escalonamento da 

semeadura; e controle químico, pela aplicação de fungicidas.66 A aplicação de 

fungicidas é uma medida que visa a redução do risco, no entanto, os resultados não 

têm sido 100% eficazes ou consistentes, já que há dificuldade de se atingir as 

anteras (sítios de infecção).57 

Porém, na região sul do Brasil, a rotação de culturas é uma medida de 

controle ineficiente para Fusarium/Gibberella em virtude da grande abundância de 

inóculo no ambiente, além da ampla gama de hospedeiros desse patógeno. 

Contudo, a rotação de culturas se tornou muito importante para controlar outras 

doenças na cultura do trigo, como podridões radiculares e manchas foliares.67 

 

 

3.1.3 Micotoxinas Selecionadas 
 

3.1.3.1 Aflatoxinas 
 

As aflatoxinas foram descobertas na década de 1960, após desencadearem a 

morte de cerca de 100 mil perus no Reino Unido em função da até então 

desconhecida “Doença X”. Cuidadosas investigações revelaram que a doença 

estava ligada à ingestão de farelo de amendoim, contaminado por Aspergillus flavus, 

um fungo produtor de aflatoxina.5,25,51,68 Outras espécies de ocorrência frequente de 

Aspergillus conhecidas por produzir aflatoxinas são A. parasiticus e A. nomius.51 O 

nome  aflatoxina deriva da primeira letra em Aspergillus, e as primeiras três letras 

em flavus.24 

As aflatoxinas são compostos altamente oxigenados, heterocíclicos, com 

estrutura química muito semelhante.68  Atualmente, são conhecidos 17 compostos 

similares de aflatoxinas, porém as aflatoxinas  B1, B2, G1 e G2 são as de maior 

incidência em culturas agrícolas.27,69 A representação das estruturas estão ilustradas 

na Figura 4.51 
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Aflatoxinas Tipo de 
ligação (S/D) 

R  Aflatoxinas Tipo de 
ligação (S/D) 

R 

AFLA B1 Dupla H  AFLA G1 Dupla H 
AFLA B2 Simples H  AFLA G2 Simples H 

 

Figura 4. Estruturas químicas das Aflatoxinas: (a) AFLA B1 e B2; (b) AFLA G1 e G2. 

(Fonte: Köppen et al., 2010)70 

 

As aflatoxinas são bastante estáveis em muitos alimentos e são relativamente 

resistentes a degradação.27 Estas micotoxinas são contaminantes naturais de vários 

produtos agrícolas, tais como: nozes, amendoim, milho, trigo e outros alimentos 

derivados.17,29 São as substâncias de ocorrência natural com maior potencial 

carcinogênico,24,28,71 sendo que a  AFLA B1 é a mais potente,71–74 seguida de AFLA 

G1, B2 e G2.
27,75 São compostos altamente tóxicos, teratogênicos,  mutagênicos e 

carcinogênicos.24,72–74 O grande efeito produzido pelas aflatoxinas é hepatotoxicose, 

mas também podem interferir no sistema imunológico.29,71 

 

 

3.1.3.2 Tricotecenos 
 

Micotoxinas pertencentes a classe dos tricotecenos foram isoladas pela 

primeira vez a partir de Trichothecium roseum.24 O termo tricoteceno é derivado de 

tricotecina, o primeiro membro da família identificado.76 Eles são um grupo de mais 

de 150 micotoxinas estruturalmente relacionadas,17,68,77 que compartilham um núcleo 

tricíclico chamado tricoteceno (Figura 5), caracterizado por uma ligação dupla no C9 

e C10 e um anel epóxido em C12 e C13.78 

Possuem uma estrutura básica sesquiterpenóide (15 carbonos) denominada 

de farnesil-pirofosfato. Com base no seu padrão de substituição de grupos 
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funcionais específicos, são divididos em classes do tipo A, B, C e D, dependendo da 

presença ou ausência de grupos funcionais característicos, com toxicidade variada, 

que está relacionada com a sua estrutura.29,79 

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 C8,77 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 posição C-

8 do anel sesquiterpenóide e estão mais relacionados com efeitos tóxicos crônicos. 

Tricotecenos do tipo C são caracterizadas por poucas espécies como crotocina. Há 

a presença de um segundo grupo epóxi na posição C-7,8 ou C-9,10 enquanto 

tricotecenos tipo D (verrucarina, satratoxina) contêm um anel macrocíclico entre os  

carbonos 4 e 5 com duas ligações éster (Figura 5).78  

 

 

 

 

 

 

 

P 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Estrutura principal dos tricotecenos e estruturas gerais dos tricotecenos do 

Tipo A, B, C e D.  (Fonte: McCormick et al., 2011)80 

 

Tipo A 
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Dos tricotecenos identificados, DON e T-2 são toxicologicamente os mais 

relevantes e amplamente estudados.81 As micotoxinas HT-2 e T-2 são dois dos 

tricotecenos mais potentes, capazes de inibir a síntese de proteínas em eucariotas.55  

O valor da DL50 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 macrocíclicas.27 Os tricotecenos são as micotoxinas que afetam o 

maior número das funções biológicas como: sistema nervoso, aparelho digestivo, 

regiões produtoras de componentes sanguíneos e pele.82 

Como os tricotecenos são lipofílicos, podem ser facilmente absorvidos através 

da pele.83 São compostos muito estáveis, tanto durante o armazenamento e 

moagem, bem como no cozimento de alimentos, não sendo degradados pelas altas 

temperaturas.84 

 

 

3.1.3.2.1 Desoxinivalenol 
 

É a micotoxina produzida por Fusarium mais estudada e mais comumente 

detectada,24 embora seja a menos tóxica dos tricotecenos.85 É causadora dos 

maiores problemas na produção animal.34 Estruturalmente, é um composto orgânico 

polar, que pertence aos tricotecenos do Tipo B.  Sua molécula  contém três grupos 

hidroxilas livres (-OH), que estão associados com a sua toxicidade.24,81,86 

Uma das propriedades físico-químicas mais importantes da micotoxina DON é 

a sua capacidade de resistir a altas temperaturas, o que aumenta os riscos da sua 

ocorrência em alimentos. Essa micotoxina é muito estável em condições de 

temperatura dentro do intervalo de 170 °C a 350 °C. Também não é observada sua 

redução durante a fritura de alimentos em óleo.  No entanto, os níveis de DON são 

reduzidos em massa cozida e macarrão em razão de sua lixiviação para a água de 

cozimento devido a sua hidrossolubilidade.81 

A micotoxina DON pode ocorrer em trigo, cevada, aveia e milho, como 

consequência da infestação pelo fungo Fusarium.86–88 Os organismos sobrevivem 

em resíduos deixados no campo da colheita da temporada anterior, proporcionando 

uma fonte de inóculo para a nova safra.72 
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É popularmente conhecida como "vomitoxina" 24,72,87,89 por induzir vômitos e 

rejeição de alimentos em várias espécies animais.29,86 A toxicidade de DON é 

caracterizada por um conjunto de sintomas, incluindo a diarreia, vômitos, anorexia, 

ganho de peso reduzido, alterações neuroendócrinas e imunológicas, leucocitose, 

hemorragia, problemas de reprodução, e em última instância, pode levar à 

morte.86,87 

 

 

3.1.3.3 Fumonisinas 
 

As fumonisinas são um grupo de micotoxinas não fluorescentes. Elas foram 

descobertas e caracterizadas em 1988.24 São produzidas por Fusarium verticillioides 

(antigamente = F. moniliforme), F. proliferatum e outras espécies de Fusarium.90,91 

De ocorrência mundial, são frequentemente encontradas em cereais, 

principalmente em milho e subprodutos.29,90 Também podem ser encontradas em 

sorgo e arroz.88 As toxinas podem ocorrer especialmente quando o milho é cultivado 

sob condições quentes e secas.90 São tóxicas para o fígado, sendo que seu principal 

modo de ação  é a interferência no metabolismo dos esfingolipídios.72,92   

Estes compostos têm recebido especial atenção devido a sua associação 

com o câncer.74 A presença desta toxina está relacionada com a alta incidência de 

câncer de esôfago nos seres humanos da África do Sul e da China.88  Além disso, 

estudos recentes comprovaram a atividade neurotóxica, imunossupressora e 

carcinogênica desta toxina, especialmente afetando órgãos como rim e fígado.18  

Cerca de 15 diferentes fumonisinas já foram descritas.68 Estas foram 

agrupadas em quatro categorias principais (A, B, C e P).92,93 As estruturas estão 

representadas na Figura 6. 

A fumonisina que se encontra em maior abundância é a FB1, seguida pela 

FB2 e FB3.
68 A FB3 é considerada a mais tóxica.93  As fumonisinas não são 

destruídas pelos processamentos comumente utilizados em alimentos.9 São 

relativamente estáveis ao calor, e o conteúdo de toxina é significativamente reduzido  

durante os processos em que a temperatura é superior a 150 ºC. Há pouca 

degradação das fumonisinas durante a fermentação.84 

 



  Revisão da Literatura  20 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 6. Estrutura química geral e substituintes das principais fumonisinas.  

(Fonte: Soriano e Dragacci, 2004)94 

 

 

3.1.3.4 Ocratoxina 
 

Esta micotoxina é muitas vezes referida como ocratoxina A. Apesar da 

existência de outras ocratoxinas, estas são de importância limitada em termos de 

toxicidade. A ocratoxina A é um composto naturalmente fluorescente.73 Na Figura 7 

estão representadas as estruturas químicas das ocratoxinas.95 

A ocratoxina A (OTA) foi descoberta em 1965 na África do Sul. Foi isolada 

como um metabolito tóxico de Aspergillus ochraceus (atualmente Aspergillus 

westerdijkiae) a partir de farinha de milho inoculada artificialmente com o 

fungo.24,28,83  Pouco depois, foi reconhecida como um potente agente nefrotóxico.83 

OTA é uma das micotoxinas mais relevantes, com grande importância 

agroeconômica. Seus efeitos tóxicos conhecidos são: imunossupressor,29 

teratogênico, inibição de fertilidade, efeitos mutagênicos e carcinogênicos.96 Ela é a 

mais tóxica das ocratoxinas.84 A IARC classificou OTA como um possível agente 

cancerígeno (grupo 2B).74 

FB: fumonisinas do grupo B  
FC: fumonisinas do grupo C 
AP: aminopentol. 

 

TCA: Ácido Tricarbalílico 
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Figura 7. Estrutura química geral e principais substituintes das ocratoxinas.  

(Fonte: Xiao et al., 1996)95 

 

 

A OTA é produzida por vários gêneros de Aspergillus e Penicillium.19 É 

considerada a segunda micotoxina mais importante83 e está comumente presente 

nos cereais, uvas, café e cacau. OTA é estável termicamente29,97 assim como a 

maioria dos processamentos,18,84 e por consequência pode ser encontrada em 

alimentos, mesmo após o processamento. Devido a estabilidade de OTA, pode 

ocorrer o acúmulo no sistema circulatório do fígado e de outros tecidos, tais como o 

tecido adiposo e muscular, e consequentemente, a sua presença nos alimentos de 

origem animal. Esta micotoxina exibe toxicocinética incomum, com meia-vida de 

35,5 dias no homem após a ingestão oral (a mais longa conhecida em 

mamíferos).19,98,99 

 

 

3.1.3.5 Zearalenona 
 

O nome do composto zearalenona foi derivado de Gibberella zeae.30 

Anteriormente conhecido como F-2 toxina. A ZEN é uma micotoxina produzida por 
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uma variedade de fungos do gênero Fusarium, dentre eles os  F. graminearum, F. 

culmorum, F. cerealis, F. equiseti, F. crookwellense e F. semitectum. 100   

O principal efeito tóxico da  ZEN é estrogênico.29 Isto se deve à sua 

capacidade para acoplar com o receptor estrogênico, resultando em efeitos graves 

no sistema reprodutivo.30 Pode causar aborto e infertilidade, estando associada com 

o câncer do colo do útero.83 Em suínos machos, induz feminilização e supressão de 

libido. Em vacas, tem sido constatada infertilidade, produção reduzida de leite e 

hiperestrogenismo.100 Além disso, a ZEN também mostra propriedades hepato-, 

hemato-, imuno- e genotóxicas.30,100 Na Figura 8, encontram-se ilustradas as 

estruturas química da ZEN e compostos derivados.101 

Na maioria das vezes esta micotoxina é encontrada em milho. No entanto, é 

encontrada também em outras culturas importantes, tais como trigo, cevada, sorgo e 

centeio. 30,88,100 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 8. Estrutura química da zearalenona e seus compostos relacionados.  

(Fonte: Köppen et al., 2010)70 

 

 

 
Zearalenona e derivados 

R1 R2 R3 

Zearalenona - =O OH 
α-Zearalenol OH (R) H OH 
β-Zearalenol OH (S) H OH 

Zearalenona-4-sulfato H H OSO3H 
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3.1.4  Co-ocorrência de micotoxinas: efeitos aditivos, sinérgicos 
 

A maioria das pesquisas de micotoxinas se concentra sobre a ocorrência de 

toxinas individuais em alimentos. Porém, várias micotoxinas podem ocorrer 

simultaneamente, quer a partir do mesmo ou a partir de diferentes espécies de 

fungos. No entanto, há relativamente pouca informação sobre a interação entre 

concomitância de micotoxinas e as consequências em termos de toxicidade.102 

A presença de múltiplas micotoxinas em um único alimento pode levar a 

efeitos sinérgicos, aditivos e antagonistas. Interações complexas e sinérgicas tóxicas 

entre diferentes micotoxinas, muitas das quais isoladamente apresentam toxicidade 

relativamente baixa. Os efeitos sinérgicos ocorrem quando o efeito da combinação 

de várias micotoxinas são maiores do que os efeitos individuais da soma das 

micotoxinas presentes no alimento. Já, o efeito aditivo ocorre quando a resposta à 

exposição a várias micotoxinas é a mesma que a resposta da soma de cada toxina 

individualmente. Por fim, o efeito antagonista, ocorre mais raramente, quando o 

efeito tóxico de várias micotoxinas é inferior ao efeito previsto a partir da resposta da 

soma das toxinas individualmente.103 

A toxicidade combinada é muito difícil prever porque é influenciada por vários 

fatores, incluindo a química do mecanismo de ação, toxicodinâmica e toxicocinética, 

planejamento experimental, bem como os aspectos estatísticos.104  

Devido aos efeitos sinérgicos, as combinações de micotoxinas têm maior 

impacto sobre a saúde do que as toxinas isoladas. Por isso, níveis aparentemente 

baixos de toxinas individuais tornam-se importantes quando combinados.  

 

 

3.2 CONTROLE  QUÍMICO DE DOENÇAS FÚNGICAS 

 

É importante não apenas produzir, mas também é necessário garantir a 

qualidade dos alimentos produzidos, com custos reduzidos e com perdas e impacto 

ambiental minimizados. O controle químico de doenças é, em muitos casos, a única 

medida eficiente e economicamente viável para garantir a alta produtividade e 

qualidade de produção.105 
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Os fungicidas são uma classe de agrotóxicos utilizados para matar ou inibir o 

crescimento de fungos. Eles são largamente utilizados na indústria farmacêutica, na 

agricultura, na proteção das sementes durante o armazenamento e para prevenir o 

crescimento de fungos que produzem toxinas.106 

Desempenham um papel importante no controle da presença de fungos nas 

culturas agrícolas. Estes têm de ser considerados seguros para o meio ambiente e 

seres humanos antes de autorizada a sua utilização no campo.48  Os fungicidas são 

aplicados para controlar a giberela quando as condições favoráveis para 

desenvolvimento da doença estão previstos.107 

Os fungicidas mais utilizados são da classe dos triazóis. Incluem 

metconazole, protioconazole, tebuconazole, protioconazole + tebuconazole, e 

propiconazole.107 Contudo, o uso de fungicidas, pode, em determinadas condições, 

estimular a produção de micotoxinas.48 Fungicidas da classe química das 

estrobilurinas, geralmente não são recomendadas para o controle da giberela 

porque alguns estudos demonstraram que podem estar associadas com níveis 

elevados de DON em cereais.107,108 Para garantir menor grau de  contaminação por 

micotoxinas em grãos de trigo, recomenda-se a aplicação destes fungicidas apenas 

em mistura com triazóis.107,109–111 

Têm sido usados com sucesso para controlar muitas doenças desde a sua 

introdução no final do século XIX. No entanto, sua eficácia contra giberela tem sido 

inconsistente. Em muitos casos, esta inconsistência pode ser atribuída a uma 

aplicação incorreta do fungicida. No entanto, mesmo quando aplicados 

corretamente, os melhores produtos disponíveis são apenas 60-70% eficazes.18 Isto 

ocorre pela dificuldade de se atingirem os sítios de infecção (anteras). Toda 

tecnologia de aplicação foi desenvolvida para doenças foliares (que estão na 

horizontal). Como as espigas estão em posição vertical, acabam sendo um alvo 

mais difícil de ser atingido por completo.62 

 A giberela é uma doença complexa em termos de agentes patogênicos 

envolvidos, fontes de inóculo e toxinas produzidas e, como tal, é uma doença 

complexa para controlar com fungicidas.18 Embora as boas práticas agrícolas, 

certamente, ajudam a reduzir o risco de epidemias associadas a Fusarium, a 

aplicação de fungicidas permanece a medida mais importante para reduzir os 

sintomas de Fusarium. O controle químico dessa complexa doença patogênica 
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continua a ser um problema sério. O curto período vulnerável do patógeno 

(florescimento), o fato de ser um patógeno de espiga, e devido ao fato de infectar 

principalmente em condições de umidade adequada, vem a dificultar um controle 

eficiente.106 

Fungicidas visando o controle da giberela são normalmente aplicados na fase 

de floração porque as anteras extrusadasi são os locais de infecção primária (Figura 

9), embora a janela de vulnerabilidade durante a infecção pode se estender desde a 

floração até as fases de enchimento de grão, dependendo da cultivar em questão.112 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

Anteras totalmente exclusas. (Fonte: Reis,  Casa e Tonin, 2011)113 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                            
i
 Quanto a localização das anteras no antécio, elas podem ser: (a) Anteras inclusas ou 

internas não expostas, que permanecem aderidas ao estigma, no interior do antécio; não se 
dissociando a flor, ficam invisíveis;  (b) Antera parcialmente exclusa ou presas; e (c) Totalmente  
exclusas.

113
                                                                                             

(a) (b) (c) 
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3.3 LEGISLAÇÃO BRASILEIRA PARA MICOTOXINAS 

 

A legislação sobre  alimentos serve para proteger a saúde dos consumidores 

e os interesses econômicos dos produtores de alimentos.18 Devido aos riscos para 

saúde, organizações nacionais e internacionais estabeleceram limites máximos de 

micotoxinas em alimentos, a fim de garantir a segurança dos alimentos.17  

No Brasil, recentemente foi implementada uma legislação específica para 

micotoxinas em grãos de diversos cereais, incluindo trigo e milho, a qual determina o 

limite máximo tolerável (LMT) em grãos e diversos subprodutos.114 

A legislação sobre micotoxinas varia de acordo com o país, sendo que o 

limite tolerável varia conforme o tipo de alimento. No Brasil, os limites máximos de 

micotoxinas estabelecidos pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) 

estão na Resolução nº 7, de 18 de fevereiro de 2011.114  A Resolução nº 59 da 

ANVISA, publicada em 30/12/2013 no Diário Oficial da União,115 prorrogou de janeiro 

de 2016 para 1º de janeiro de 2017 as mudanças que estabelecem novos limites de 

micotoxinas tolerados para o trigo, milho, arroz, cevada e seus derivados.   

Dessa forma, a resolução atendeu uma proposta de prorrogação 

encaminhada para a ANVISA, em setembro de 2013, pela Câmara Setorial de 

Culturas de Inverno, do Ministério da Agricultura. Essa medida foi necessária para 

que, até o ano de 2016, sejam realizados estudos para verificar quais limites se 

aplicam a realidade brasileira e estabelecer novas regras, prevalecendo até lá a 

tabela de limites em vigor desde janeiro de 2012.116 Na Tabela 4, encontram-se os 

valores dos limites máximos tolerados nos diferentes produtos alimentícios. 

 

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

os prazos estabelecidos para aplicação da legislação brasileira. 

Micotoxina Produtos 
Limite Máximo Tolerado 

 (μg/kg) 
Imediata 2012 2014* 2016* 

Aflatoxinas 

(B1, B2, G1, G2) 

Cereais e produtos de cereais, 
exceto milho e derivados, 
incluindo cevada malteada 

5    

Alimentos à base de cereais para 
alimentação infantil (lactentes e 
crianças de primeira infância) 

1    

Milho, milho em grão (inteiro, 
partido, amassado, moído), 
farinhas ou sêmolas de milho 

20    
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Desoxinivalenol 
 (DON) 

Alimentos a base de cereais para 
alimentação infantil (lactentes e 
crianças de primeira infância) 

200    

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

 2000 1500 1000 

Farinha de trigo, massas, 
crackers, biscoitos de água e sal, 
e produtos de panificação, 
cereais e produtos de cereais 
exceto trigo e incluindo cevada 
malteada 

 1750 1250 750 

Trigo e milho em grãos para 
posterior processamento 

  3000  

Ocratoxina A 

Cereais e produtos de cereais, 
incluindo cevada malteada 
cevada malteada 

10    

Alimentos a base de cereais para 
alimentação infantil (lactentes e 
crianças de primeira infância) 

2    

Cereais para posterior 
processamento, incluindo grão de 
cevada 

  20  

Zearalenona 

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

 200  100 

Alimentos a base de cereais para 
alimentação infantil (lactentes e 
crianças de primeira infância) 

20    

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

 300  150 

Trigo integral, farinha de trigo 
integral, farelo de trigo 

 400  200 

Milho em grão e trigo para 
posterior processamento 

  400  

Fumonisinas  
(B1, B2) 

Milho de pipoca 2000    

Alimentos a base de milho para 
alimentação infantil (lactentes e 
crianças de primeira infância) 

200    

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

 2500  1500 

Amido de milho e outros produtos 
à base de milho 

 2000  1000 

Milho em grão para posterior 
processamento 

  5000  

Adaptado ANVISA 2011.114 

*Prazos alterados pela resolução RDC nº 59/2013.
115
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3.4 DETERMINAÇÃO DE MICOTOXINAS 

 

Normalmente, os contaminantes são divididos em dois grupos, as substâncias 

uniformemente distribuídas (pesticidas, aditivos, metais pesados, PCB, dioxinas, 

resíduos de medicamentos, entre outros) e não uniformemente distribuídas (toxinas 

naturais, organismos geneticamente modificados, salmonelas, entre outros). O tipo 

de distribuição dos contaminantes em alimentos e rações tem implicações 

importantes na determinação destes nas diversas matrizes.3 

O desenvolvimento de métodos analíticos para a determinação de 

micotoxinas não é uma tarefa simples.25 Exigências como baixos limites de 

detecção, alta sensibilidade e a necessidade de laboratórios especializados, criam 

desafios para análises de rotina.19 

Além de fatores como precisão e reprodutibilidade, procedimentos analíticos 

são caracterizados por três critérios práticos: (a) a velocidade com que a análise 

pode ser realizada, (b) o nível de habilidade técnica necessária para efetuar o 

ensaio, e (c) se o ensaio proporciona um resultado qualitativo ou quantitativo.88 

Necessitam-se métodos rápidos, de fácil execução e quantitativos.117 Além disso, é 

importante ser capaz de detectar e quantificar pequenas concentrações, para que se 

atendam as normatizações da legislação.18 

É difícil determinar com precisão a concentração de micotoxinas em um lote 

de grande volume, devido à variabilidade associada com todos os procedimentos 

desde a amostragem até a determinação instrumental.73,88 Porém, é de suma 

importância que os resultados obtidos estejam em conformidade. Resultados falsos 

positivos podem acarretar na rejeição desnecessária do produto, gerando prejuízos 

econômicos. Por outro lado, lotes com concentrações acima dos limites 

estabelecidos podem ser aceitos como lotes com qualidade, podendo acarretar na 

aceitação de um produto sem qualidade que poderá causar danos à saúde do 

consumidor.118 

Um procedimento de determinação de micotoxinas consiste geralmente em 

três etapas: amostragem, preparo da amostra e determinação instrumental 

(quantificação).17,20,25,88 
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3.4.1 Amostragem 
 

A etapa de amostragem aborda questões tais como, quando, onde e quanto 

de amostra é necessário coletar. Especifica como a amostra será selecionada ou 

retirada do lote, o número de amostras, e o tamanho das mesmas.18,20,118 

A amostragem desempenha um papel crucial na determinação de micotoxinas 

devido à distribuição heterogênea destes contaminantes.119 A seleção de uma 

amostra representativa para análise é de fundamental importância, uma vez que 

resultados errôneos podem levar a remessas inaceitáveis sendo aceitas ou cargas 

satisfatórias sendo rejeitadas de forma desnecessária.17,19 

Assim, esta etapa é responsável pela maior parte da incerteza associada com 

a variabilidade total de um procedimento de determinação de micotoxinas.120 Cerca 

de 90% do erro associado nas determinações de micotoxinas pode ser atribuído à 

forma com que a amostra original é coletada.19 

A amostragem, a subamostragem e a determinação analítica são 

responsáveis pelas variações de 75,6%, 15,9% e 8,5% na determinação  de 

micotoxinas, respectivamente (Figura 10).18 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Variabilidade associada com o procedimento para determinação de 

micotoxinas.(Fonte: Magan e Olsen, 2004; Trucksess e Pohlan, 2001)18,25 

 

Alguns núcleos do lote de um produto podem conter elevadas concentrações 

de toxinas, enquanto outros não contêm toxinas, o que resulta numa distribuição 

desigual da micotoxina. Isto é devido ao fato de que os fungos não crescem 
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uniformemente, e as toxinas produzidas são depositadas em alguns grãos de 

cereais, e não em outros (Figura 11). Portanto, micotoxinas tendem a se concentrar 

em determinados pontos.20,73,121 

Quanto maior o grau de contaminação, maior a probabilidade de uniformidade 

na distribuição e de que os resultados das determinações sejam mais exatos. 

Inversamente, quando a concentração global de uma toxina em um lote de grão é 

baixa, a distribuição desigual é acentuada.121 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Distribuição dos analitos em um lote. (a) Distribuição não homogênea (b) 

distribuição homogênea. (Fonte: Krska et al., 2012)73 

 

 

Uma amostragem adequada é crucial para diminuir a variabilidade dos 

resultados na determinação de micotoxinas.88 

 

 

3.4.2 Preparo da amostra 
 

No preparo das amostras para análise cromatográfica, o custo e o tempo, 

bem como as fontes de erros durante a análise são considerados. O preparo da 

amostra representa cerca de 60% do tempo e do custo da análise.20 

Uma vez que uma amostra foi tomada a partir de um lote, esta é triturada,25 

podendo ser por via seca ou via úmida. É muito importante triturar a totalidade da 

amostra.88,118 Após moagem, a amostra deve ser homogeneizada, e dela ser retirada 

uma subamostra para a extração e quantificação das micotoxinas.88 

(a) (b) 
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A amostra pode ser triturada com um líquido apropriado, tal como água, 

formando uma suspensão entre as partículas da amostra e a água, chamada de 

slurry. Uma pequena porção desta mistura é utilizada para a extração. A utilização 

do slurry ao invés da amostra seca, pode diminuir a quantidade necessária de 

solventes para a extração, e com isso, os problemas de eliminação de resíduos são 

minimizados.88 

Na maioria dos casos, o preparo da amostra em si compreende vários 

processos. Eles podem influenciar fortemente a recuperação dos analitos, podendo 

afetar portanto, a exatidão e precisão de todo o método analítico.20 

Uma vez que a micotoxina foi extraída da matriz, o extrato líquido pode ser 

purificado para remover impurezas que possam dificultar a detecção e a 

quantificação da micotoxina. A purificação é um requisito para alguns, mas não 

todos os métodos analíticos.88 Além de remover impurezas da amostra, em alguns 

casos esta etapa consiste também em uma etapa de pré-concentração do analito.17 

As micotoxinas são compostos com diferentes propriedades físico-químicas. 

Por isso, normalmente, os procedimentos específicos de extração e purificação eram 

otimizados apenas para uma micotoxina alvo. Nos últimos anos a tendência é que 

se busque desenvolver métodos de extração diferenciados, capazes de realizar a 

extração simultânea de várias micotoxinas ou de um grupo de micotoxinas que 

apresentem características químicas semelhantes.17,20 

Quanto maior for o número de micotoxinas, mais difícil é encontrar um 

procedimento de purificação adequado, que permita recuperações quantitativas para 

todos os analitos. Por esta razão, a maior parte dos métodos multimicotoxinas omite 

a etapa de purificação. Esta estratégia, muitas vezes resulta em problemas de 

sensibilidade, seja em função a um maior efeito matriz ou a falta de pré-

concentração da amostra.122 

Outra opção, recentemente introduzida na análise multimicotoxinas, é o uso 

das várias modificações do método QuEChERS (rápido, fácil, barato, eficaz, robusto 

e seguro), hoje amplamente utilizado na análise multirresíduo, por promover rápida 

extração e purificação. O princípio fundamental do método QuEChERS é a partição 

do analito entre a acetonitrila e a água, induzida pela adição de sais inorgânicos. 

Enquanto que os analitos são transferidos para uma fase orgânica, as impurezas 

mais polares da matriz são deixadas numa camada aquosa.75 É um dos métodos 
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preferidos para a análise de alimentos, porque combina várias etapas e abrange 

uma grande gama de analitos que podem ser determinados em relação às técnicas 

de extração mais antigas. Pizzutti e colaboradores 123 adaptaram este método para 

extração simultânea de pesticidas e micotoxinas. 

 

 

3.4.3 Determinação instrumental 
 

Métodos analíticos têm sido desenvolvidos para determinação de micotoxinas 

em diversas matrizes. Técnicas analíticas para determinação e quantificação 

incluem técnicas imunológicas, cromatografia de camada delgada (TLC), 

cromatografia líquida (LC) e cromatografia gasosa (GC).47 

A LC tem sido a técnica analítica mais amplamente utilizada para 

determinação de micotoxinas, considerando seu desempenho satisfatório em termos 

de exatidão, precisão, sensibilidade e reprodutibilidade.19,117,124 A cromatografia 

líquida de alta eficiência (HPLC), com diferentes detectores é frequentemente 

utilizada tanto para as análises de rotina assim como para a realização de 

pesquisas.125 Porém a cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas 

está ganhando cada vez mais espaço (Figura 12).19 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Tendências na análise de micotoxinas a partir da perspectiva do tempo 

(1960–2010) (Fonte: Hajslova, Zachariasova e Cajka, 2011)126 
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Embora os fatores limitantes na utilização da cromatografia líquida hifenada à 

espectrometria de massas (LC-MS) sejam devido ao alto custo dos equipamentos, 

aos requisitos de laboratório relativamente avançados e as limitações no tipo dos 

solventes utilizados na extração e separação,17 nos últimos anos esta técnica se 

tornou muito utilizada. A LC-MS tem avançado nos últimos dez anos para o status 

de técnica de referência no campo de determinação de micotoxinas.125 Além de 

simplificar o preparo de amostras,127 fornece dados seletivos e quantitativos para 

várias micotoxinas a partir de uma única análise, mas pode sofrer os efeitos da 

matrizii.128,129  

Técnicas de MS são essenciais para pesquisas avançadas em segurança dos 

alimentos e monitoramento ambiental. Estas áreas são importantes para garantir a 

saúde dos seres humanos e animais.  

A necessidade de métodos empregando LC-MS/MS é ainda maior porque a 

identificação inequívoca do analito e a quantificação exata são pré-requisitos em 

análise de alimentos, de acordo com recentes leis e regulamentos nacionais e 

internacionais. Além disso, a espectrometria de massas em tandem (MS/MS), prevê 

um grau avançado de segurança na identificação do analito devido ao seu elevado 

grau de seletividade. As técnicas de LC-MS ou LC-MS/MS permitem a determinação 

simultânea de compostos em concentrações relativamente baixas. Vários métodos 

por LC-MS/MS tem sido publicados para determinação de diferentes grupos de 

micotoxinas.130 A Tabela 5 mostra alguns métodos recentemente publicados. 

                                            
ii O efeito matriz é causado por substâncias co-extrativas, que além de produzir a supressão 

de íons na interface de ionização, causa também a perda ou acréscimo do sinal  cromatográfico, 
influenciando a quantificação dos compostos de interesse. Este efeito pode ocorrer ao longo de todo 
o tempo da análise cromatográfica.

129
 



   

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

Analitos Matriz Extração 
Solvente /Purificação 

Referência 

10 Tricotecenos Grãos e produtos derivados de centeio 
orgânico e convencional 

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

Blajet-Kosicka131 

29 micotoxinas, dentre elas 
Aflatoxinas, Tricotecenos 

Plantas de trigo Foi testado diferentes solventes 
de extração. 

Schenzel132 

AFLA B1, B2, G1 e G2; OTA, 
DON, ZEN, T-2 e HT-2 

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

Acetonitrila/Água (84:16, v/v) SPE 
- polimérica 

Lattanzio et al122 

AFLA B1, B2, G1, G2 e M1; OTA, 
ZEN e Fumonisinas 

Pistaches, avelãs, pimentão, cacau, café, 
milho e flocos de milho. Cereais, pão, leite, 
queijo, óleo de gergelim 

Coluna de imunoafinidade Şenyuva et al.133 

17 micotoxinas, incluindo 
tricotecenos, aflatoxinas 

Alimentos, incluindo alimentos infantis e 
animais. 

Acetonitrila/Água (84:16, v/v) SPE  Ren et. al.134 

Tricotecenos Massas (seca e fresca) Acetonitrila Serrano et al135 
69 micotoxinas, dentre elas 
tricotecenos, aflatoxinas, 
fumonisinas e ocratoxinas. 

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

Acetonitrila/Água/ácido acético 
glacial (79:20:1, v/v/v) 

Abia et al.136 

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

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

Acetonitrila/Água (84:16, v/v) Juan et al.137 

AFLA B1, B2, G1 e G2; OTA, 
DON, ZEN, T-2 E HT-2, 
Fumonisinas B1 e B2 

Trigo, cevada, sorgo e produtos derivados de 
cereais 

Acetonitrila/Água (80:20, v/v) Oueslati et al.138 

Desoxinivalenol -3-glucoside 
(DON-3G) 

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

Acetonitrila/Água (80:20, v/v) 
coluna de imunoafinidade 

Suman et al.139 



   

4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

Serão descritos os materiais e os métodos utilizados na validação do método 

analítico, assim como para a coleta e análise das amostras. Os ensaios a campo 

realizados em cooperação com empresas parceiras, não são descritos neste item, 

pois a parte agronômica não 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 análise das amostras. 
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4.1 MATERIAIS 

 

Este trabalho foi realizado através da cooperação entre o Centro de Pesquisa 

e Análise de Resíduos e Contaminantes (CEPARC) da Universidade Federal de 

Santa Maria (UFSM), um terminal portuário da cidade de Rio Grande – RS, uma 

cooperativa, um moinho e uma fábrica de ração animal. Todas as análises 

laboratoriais foram realizadas no CEPARC, o qual está em processo de acreditação 

pelo INMETRO. Desta forma, todo trabalho foi realizado de acordo com norma NBR 

ISO/IEC 17025, requisito geral para competência de laboratórios de ensaio e 

calibração.  

 

 

4.1.1 Instrumentos e acessórios 
 

 Cromatógrafo a líquido, sistema UPLC-MS/MS (Waters, EUA) composto por: 

□ Amostrador automático, bomba quaternária, forno para coluna e 

sistema de desgaseificação; 

□ Coluna cromatográfica Bech C18, 100 mm de comprimento; 2,1 mm de 

diâmetro interno e 1,7 µm de tamanho de partícula (Waters, EUA); 

□ Detector MS Triplo Quadrupolo, Xevo TQ-S (Waters,EUA), utilizando o 

modo de ionização por eletronebulização (ESI), com interface (Z-

spray), operando no modo positivo;  

□ Sistema de aquisição de dados através do software MassLynx e 

Targetlynx 4.1 (Waters, EUA); 

□ Gerador de Nitrogênio (Peak Scientific, EUA); 

 Sistema de purificação de água Milli-Q®- resistividade 18,2 MΩ cm (MilliPore®, 

EUA); 

 Balança analítica de precisão com 4 casas decimais (Sartorius, Alemanha); 

 Balança analítica de precisão com 2 casas decimais (Sartorius, Alemanha); 

 Pipetador automático Handy Step (Brand, Alemanha); 

 Pipetador semiautomático (Eppendorf, Alemanha); 

 Centrífuga 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); 

 Espectrofotômetro UV-Vis Cary 50 (Varian, USA). 

 

 

4.1.2 Reagentes e soluções 
 

 Metanol, Tolueno, Ácido Acético Glacial, Acetonitila, todos com pureza grau 

pesticida (J. T. Baker Chemicals, EUA ou Mallinckrodt, EUA); 

 Água ultrapura, purificada em sistema Mili-Q® (resistividade de 18,2 MΩ Cm); 

 Ácido Fórmico (Sigma – Aldrich, Alemanha); 

 Sulfato de Magnésio Anidro 99,5% de pureza (UCT – Inglaterra);  

 Soluções de Dicromato de Potássio em Ácido Perclórico, padrão NIST 

(SpecSol®, Brasil); 

 
 

4.1.3 Gases 
 

 Argônio 99,999% de pureza (Air Products, Brasil) (gás de colisão do UPLC-

MS/MS); 

 Nitrogênio 99,999% de pureza (Proveniente do gerador de Nitrogênio 

acoplado ao LC-MS/MS) (gás de dessolvatação do UPLC-MS/MS); 

 

 

4.1.4 Insumos 
 

 Tubo de polipropileno de fundo cônico, com tampa rosqueável, capacidade de 

50 mL (Nalgene, EUA); 

 Vial (Waters, EUA); 

 Balão volumétrico certificado de diversos volumes (Blau Brand, Alemanha ou 

Restek, EUA); 

 Frasco de vidro âmbar para armazenamento de soluções; 



  Materiais e Métodos  38 

 

 

  

4.1.5 Micotoxinas selecionadas 
 

Para este estudo, foram selecionadas 12 micotoxinas. A escolha dos analitos 

se deve a relevância dos mesmos na contaminação em milho e trigo e por serem os 

de incidência mais comumente relatados nestas matrizes alimentares. As 

micotoxinas em estudo foram: Aflatoxinas (B1, B2, G1, G2), Ocratoxina A, 

Fumonisinas (B1 e B2), Desoxinivalenol, Diacetoxiscirpenol e Zearalenona  (Sigma 

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

 

 

4.2 MÉTODOS 

 

4.2.1 Preparo das soluções analíticas 
 

4.2.1.1 Preparo das soluções estoque 
 

A micotoxina pura na forma de cristal (sal), especialmente as aflatoxinas, pela 

sua natureza eletrostática, tende a se dispersar na área do laboratório. Precauções 

especiais são necessárias para se evitar a contaminação do ar, bancadas, paredes 

e frascos.82 

O preparo das soluções analíticas 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 referência. Desta forma, 

inicialmente, não se removeu as tampas originais e septos dos frascos contendo os 

materiais de referência, evitando, desta forma, a disseminação de partículas das 

micotoxinas. Foi apenas removida a proteção central de alumínio do frasco com o 

conteúdo. O septo foi perfurado com uma agulha descartável e adicionado no frasco 

o solvente/ou solução adequado utilizando uma seringa de vidro Hamilton. Desta 

forma, o material de referência contido no interior do frasco foi solubilizado, para 

então, o frasco ser aberto e o conteúdo deste transferido para um balão volumétrico 

certificado, completando o volume com o mesmo solvente utilizado para a 

solubilização do conteúdo do interior do frasco (Tabela 6). 
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Tabela 6. Preparo das soluções estoque das 12 micotoxinas em estudo. 

Micotoxina Massa do 
material de 
referência 

(mg) 

Fornecedor 

Solvente Volume 
de 

solvente 
(mL) 

Concen-
tração  

(µg mL
-1

) 

Aflatoxina B1 5 Sigma Aldrich Metanol 100 50 

Aflatoxina B2 5 Sigma Aldrich Metanol 100 50 

Aflatoxina G1 5 Sigma Aldrich Metanol 100 50 

Aflatoxina G2 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 

Fumonisina B1 5 Sigma Aldrich 
Acetonitrila/ água  

(50:50, v/v) 
50 100 

Fumonisina B2 5 Fermentek 
Acetonitrila/ água  

(50:50, v/v) 
50 100 

Ocratoxina A 5 Fermentek 
Tolueno/Ácido 

Acético (99:1, v/v) 
250 20 

 

Para as micotoxinas Toxina T-2, Toxina HT-2, DAS, Fumonisina B1, 

Fumonisina B2, considerou-se o grau de pureza especificado pelo fabricante para  o 

preparo da solução e cálculo da concentração final obtida. Para os padrões das 

demais micotoxinas, que não apresentam pureza especificada (por não serem 

obtidos sinteticamente e sim a partir de micro-organismos), fez-se necessário a 

confirmação da concentração de suas soluções através de outra técnica analítica. 

Essas soluções de micotoxinas foram padronizadas em espectrofotômetro UV-Vis 

segundo o Método Oficial 971.22 da AOAC modificado.140 

Soluções de dicromato de potássio (K2Cr2O7) nas concentrações de 0,25; 

0,125 e 0,0625 mmol L-1, preparadas em solução de ácido perclórico (HClO4) a 0,01 

mmol L-1 foram utilizadas para a determinação do fator de correção (FC) do 

Espectrofotômetro  UV-Vis e esse foi empregado no cálculo para correção das 

concentrações das soluções analíticas. 

Realizou-se a leitura da medida de absorbância das soluções de K2Cr2O7 nas 

três concentrações já citadas, no comprimento de onda de absorção máxima (350 

nm), usando a solução de ácido perclórico como branco. Calculou-se a absortividade 

molar específica (ε) para cada uma das soluções usando a Equação 1. 
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Equação 1 

 

 

Onde: 

ε = absortividade molar de cada solução de K2Cr2O7; 

A = absorbância de cada solução de K2Cr2O7. 

 

Após calcular a absortividade molar de cada solução de K2Cr2O7 (0,25; 0,125 

e 0,0625 mmol L-1), foi realizada a média dos três valores de ε, para determinar o 

fator de correção através da Equação 2. Exemplo detalhado  no Apêndice 1: 

 

 

Equação 2 

 

 

Onde: 

FC = Fator de correção do espectrofotômetro; 

ε médio =média dos 3 valores de ε, 

 obtidos de cada solução de K2Cr2O7 

.   

 

O intervalo de aceitabilidade do fator de correção do espectrofotômetro deve 

ser: 1,05 > FC > 0,95.  

As soluções estoque de AFLA B1, B2, G1 e G2; ZEN, DON e OTA foram 

diluídas em solvente adequado e foi realizado as leituras de absorbância no 

comprimento de onda indicado para cada micotoxina conforme, Tabela 7. 

 

 

 

 

mMemãoConcentraç

xA 1000


médio
FC



3160

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Tabela 7. Informações para correção da concentração de soluções analíticas de 

micotoxinas por espectrofotometria UV-Vis. 

Micotoxina Solvente Diluição 
Comprimento 

de Onda  
(nm) 

Coeficiente de 
Absortividade 

molar (ε) 

Peso  
Molecular 

(g) 

Aflatoxina B1 Metanol 1:5 362 21500 312 

Aflatoxina B2 Metanol 1:5 362 21400 314 

Aflatoxina G1 Metanol 1:5 362 17700 328 

Aflatoxina G2 Metanol 1:5 362 19200 330 

Zearalenona Acetonitrila 1:5 274 12622 318 

Desoxinivalenol Acetonitrila 0,1:5 217 6618 296,3 

Ocratoxina A Tolueno/Ácido 

Acético (99:1, v/v) 

- 333 5440 403,5 

 

A concentração final das soluções analíticas estoque de cada micotoxina foi 

calculada utilizando a Equação 3. Exemplo detalhado do cálculo no Apêndice 2: 

 

 

Equação 3  

 

 

Onde:  

C= concentração da solução de micotoxina (µg de micotoxina mL-1) 

A = absorbância medida no espectrofotômetro UV-Vis; 

FC = fator de correção do equipamento; 

FD = fator de diluição; 

PM = peso molecular da micotoxina; 

ε = absortividade molar da micotoxina. 

 

 

4.2.1.2 Preparo da solução mistura e das soluções analíticas 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 máximos toleráveis para cada micotoxina, foi necessário que cada 

um desses grupos fossem estudados em concentrações diferentes. Por essa razão, 



FDxxPMxFCxA
C

1000

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a solução mistura é composta pelas 12 micotoxinas estudadas, divididas em dois 

grupos, com concentrações distintas. 

Preparou-se 200 mL de uma mistura de todas as micotoxinas analisadas por 

UPLC-MS/MS em acetonitrila. A concentração de cada micotoxina na solução 

mistura encontra-se descrita na Tabela 8. Essa solução foi armazenada em 

diferentes frascos de cor âmbar (tampa contendo septo de teflon®), com capacidade 

de 30 mL. Este fracionamento foi realizado a fim de evitar possíveis contaminações 

e/ou evaporações provenientes da manipulação constante do volume total da 

solução. 

 

Tabela 8. Fornecedores dos materiais de referência, solventes utilizados no preparo 

das soluções analíticas estoque e concentrações das micotoxinas nas soluções 

estoques e na solução mistura. 

Micotoxina Grupo Solvente 
Concentração da 
solução estoque  

(µg mL
-1

) 

Concentração da 
solução mistura 

(µg mL
-1

) 

Aflatoxina B1 1 Metanol 53,5 0,5 

Aflatoxina B2 1 Metanol 23,0 0,5 

Aflatoxina G1 1 Metanol 52,8 0,5 

Aflatoxina G2 1 Metanol 45,0 0,5 

Ocratoxina A 1 
Tolueno/ Ácido 

Acético (99:1, v/v) 
23,9 0,5 

Fumonisina B1 2 
Acetonitrila/água 

(1:1, v/v) 
98,0 25 

Fumonisina B2 2 
Acetonitrila/água 

(1:1, v/v) 
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 soluções analíticas foram armazenadas em freezer a -18 ºC. Antes 

do uso, tais soluções foram retiradas com antecedência do congelador e deixadas 

em repouso até atingirem a temperatura aproximada de 20 ºC (laboratório com 

temperatura controlada).  

Para a confecção das curvas analíticas usadas para os estudos de 

linearidade e de efeito matriz, prepararam-se as soluções analíticas de trabalho a 
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partir da solução mistura. Adicionaram-se volumes definidos dessa solução mistura 

em sete balões volumétricos certificados e completou-se o volume conforme 

Apêndice 3. Em seguida, transferiu-se 500 μL de cada uma das sete soluções  

analíticas de trabalho  para vials separados e a cada um deles adicionou-se 500 μL 

do solvente de extração (acetonitrila contendo 1% de ácido acético e padrão interno 

para controle do instrumento) (Tabela 9). 

 

Tabela 9. Concentração final das micotoxinas nas soluções das curvas analíticas. 

Micotoxina 
Concentração das soluções utilizadas para  
confecção das curvas analíticas (ng mL

-1
) 

 1 2 3 4 5 6 7 

Aflatoxina B1 

0,1 0,2 0,5 1,0 2,0 5,0 10,0 

Aflatoxina B2 

Aflatoxina G1 

Aflatoxina G2 

Ocratoxina A 

Fumonisina B1 

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

Fumonisina B2 

Desoxinivalenol 

Diacetoxiscirpenol  

Zearalenona 

Toxina T-2 

Toxina HT-2 

 

A fim de propiciar uma avaliação capaz de confirmar a eficiência e a 

qualidade geral do procedimento de extração e da análise cromatográfica, houve a 

introdução de padrões internosiii.  A quantificação foi realizada por padronização 

externa, ou seja, levando-se em consideração apenas as áreas dos picos das 

micotoxinas em estudo. 

 O padrão interno do instrumento foi propoxur na concentração de 10,0 µg L-1. 

Para confecção das curvas analíticas em extrato da matriz, transferiu-se 500 μL de 

cada uma das sete soluções analíticas de trabalho preparadas em solvente orgânico 

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

                                            
iii
 Padrão interno é uma substância química adicionada a uma porção da amostra ou ao 

extrato da amostra em uma quantidade conhecida, em uma etapa específica da análise, a fim de 
avaliar a execução correta do procedimento analítico (ou parte dele). O padrão interno deve ser 
quimicamente estável e deve demonstrar o mesmo comportamento dos analitos.

148
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500 μL do extrato branco das matrizes em estudo, para aplicação do método para 

análise de trigo e milho. Assim, tanto as curvas analíticas obtidas através das 

soluções preparadas em solvente orgânico quanto àquelas obtidas através das 

soluções preparadas em extrato branco de cada matriz, apresentaram as mesmas 

concentrações finais de cada micotoxina. Para os ensaios de fortificação, utilizou-se 

também a solução mistura preparada em acetonitrila, conforme concentrações 

mostradas na Tabela 8.  

 

 

4.2.2 Avaliação de amostras “branco” 
 

Na ausência de matriz branco  (material de referência 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 máxima 

controlada a 12 ºC. 

 

 
4.2.3 Método analítico multirresíduo para determinação de micotoxinas 

 

O método analítico foi baseado no método preconizado por Pizzutti e 

colaboradores123 para determinação simultânea de pesticidas e micotoxinas em 

arroz. Este método foi adaptado para determinação de 12 micotoxinas nas matrizes 

de trigo e milho, sendo que as condições cromatográficas utilizadas nesse estudo 

foram estabelecidas tendo como base os estudos de Spanjer e colaboradores,141 

com algumas adaptações. O método com suas modificações, foi validado in house 

(intralaboratorial), visto que a validação de métodos analíticos é um requisito 

fundamental para demonstração da competência técnica analítica de laboratórios. 
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4.2.3.1 Preparo da amostra e procedimento de extração 
 

As amostras de trigo e milho foram trituradas por moagem via úmida. Os 

grãos foram homogeneizados juntamente com água, a fim de se obter uma 

suspensão homogênea (slurry). A proporção entre grãos e água para obtenção do 

slurry foi determinada a partir de experimentos, nos quais foram avaliado as 

proporções 1:1, 1:1,5 e 1:2, para grãos e água, respectivamente. Este estudo foi 

realizado tanto para milho quanto para trigo. 

O procedimento de extração foi realizado conforme descrito por Pizzutti e 

colaboradores123 com adaptações. Consistiu na pesagem de 12,5 g de slurry 

seguida da adição de 10 mL de acetonitrila contendo 1% de ácido acético e o padrão 

interno do procedimento (P.I.P) (quinalfós, na concentração de 12,5 μg L-1), em cada 

tubo.  Após fechá-los, efetuou-se agitação em mesa agitadora por cerca de um 

minuto. Em seguida, acrescentou-se 4,5 g de sulfato de magnésio anidro e repetiu-

se a agitação novamente por um minuto. Posteriormente, efetuou-se uma etapa de 

centrifugação por três minutos a 3600 rpm (rotação por minuto).  Finalmente, 

transferiu-se 0,5 mL deste extrato para vial e adicionou-se 0,5 mL de metanol 

contendo o padrão interno do instrumento (P.I.I.) (propoxur, na concentração de 10 

μg L-1), seguindo, diretamente para análise por UPLC-MS/MS.  O esquema do 

procedimento de extração está representado na Figura 13. 

 

Figura 13. Representação do método de extração utilizado para determinação de 

micotoxinas em milho e trigo.  
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4.2.3.2 Condições cromatográficas 
 

As condições cromatográficas utilizadas nesse estudo foram estabelecidas de 

acordo com os estudos de Spanjer e colaboradores.141 As condições instrumentais 

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

 Para o cromatógrafo à líquido: 

□ Volume de injeção de 2 µL, no modo partial loop with needle overfill;  

□ Temperatura do forno da coluna: 60 °C;  

□ Eluente A: Água (0,1% de ácido fórmico);  

□ Eluente B: Acetonitrila (0,1% de ácido fórmico);  

□ Gradiente da fase móvel: 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 

condição foi mantida constante durante dois minutos. A coluna foi 

reequilibrada no último minuto para a composição inicial da fase móvel;  

□ Vazão da fase móvel constante em 0,45 mL min-1; 

□ Tempo total de corrida: 13 minutos. 

 Para o espectrômetro de massas: 

□ Ionização à pressão atmosférica por ESI no modo positivo; 

□ Parâmetros da fonte de ionização: voltagem do capilar de 2,0 kV, 

temperatura 120 ºC; 

□ Temperatura do gás de dessolvatação: 400 °C; 

□ Vazão do gás nitrogênio para dessolvatação: 100 L h-1; 

□ Vazão do gás no cone da amostragem: 7,0 L h-1; 

□ Vazão do gás de colisão (Argônio): 0,15 mL min-1; 

□ A energia de colisão e a voltagem no cone de amostragem foram 

otimizadas somente para Fumonisina B1, que após injeção não foi 

detectada de forma satisfatória. Foi realizada então, a infusão das 

soluções analíticas diretamente no MS, na vazão de 10 μL min-1. Duas 

transições MRM (monitoramento de reações múltiplas) foram 

monitoradas para cada um dos analitos, sendo a primeira empregada 
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para a quantificação do analito e a segunda para a confirmação do 

mesmo. Estas informações se encontram na Tabela 10. 

 

Tabela 10. Condições instrumentais para determinação de micotoxinas empregando UPLC-

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

Micotoxina 
tR 

(min) 
Íon 

precursor 

Voltagem 
do cone 

(V) 

Transições 

Quantificação Confirmação 

Íon 
Produto 

Energia de 
colisão (eV) 

Íon 
Produto 

Energia de 
colisão (eV) 

Aflatoxina B1 7,2 313,1 50 285 23 241 37 

Aflatoxina B2 6,94 315,1 50 287,1 26 259,1 30 

Aflatoxina G1 6,90 329,1 40 243,1 25 214,3 25 

Aflatoxina G2 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 B1 7,38 722,4 58 352,4 37 334,4 42 

Fumonisina B2 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 

Quinalfós** 9,82 299,0 25 96,9 25 162,9 35 

*Padrão interno do instrumento (P.I.I.), / **Padrão interno do procedimento (P.I.P.) – não são 
micotoxinas. 

 

 

4.2.3.3 Validação 
 

Se um método existente for modificado para atender a requisitos específicos, 

ou um método totalmente novo for desenvolvido, o laboratório deve assegurar que 

as características de desempenho do método atendam aos requisitos para as 

operações analíticas pretendidas.142 

Na prática, a adequação à finalidade de métodos analíticos aplicados na 

rotina é mais comumente avaliada através de estudos de validação.143 A validação é 

uma avaliação que garante que as informações geradas por um método analítico 

sejam confiáveis e interpretáveis sobre a amostra a que se refere.144  
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Os parâmetros de validação avaliados neste trabalho foram: linearidade, 

efeito matriz, limite de detecção e limite de quantificação, exatidão e precisão 

(ensaio de fortificação e recuperação).   

O método multirresíduo para determinação de micotoxinas foi validado 

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

 

4.2.3.3.1 Curva analítica e linearidade 
 

A linearidade de um método quantitativo pode ser definida pela sua 

capacidade em demonstrar que os resultados obtidos são diretamente proporcionais 

a concentração do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado de 

concentração.142 

Avaliou-se a linearidade das curvas analíticas a partir das soluções analíticas, 

preparadas tanto em solvente orgânico quanto no extrato da matriz (extrato “branco” 

de milho e extrato “branco” de trigo). 

Primeiramente, injetou-se o extrato “branco” dos reagentes (procedimento de 

extração realizado sem a matriz e sem os analitos, para verificação da pureza dos 

reagentes) e extrato “branco” da matriz (extração da matriz sem a adição dos 

analitos, para confirmar se realmente a matriz não contém os analitos em estudo). 

Em seguida, procedeu-se a injeção das soluções analíticas preparadas em solvente 

orgânico e em extrato da matriz, conforme item 4.2.1. As soluções foram injetadas 

em ordem crescente de concentração, onde as soluções em solvente foram 

injetadas e na sequência, as soluções em extrato de matriz de mesma 

concentração, evitando assim o fenômeno de carry overiv,145 da coluna 

cromatográfica.  Esta sequência de injeção foi repetida por sete vezes. 

A partir dos dados obtidos, realizaram-se os cálculos da média das áreas dos 

analitos e do valor de RSD%. Para obtenção das curvas analíticas (y= ax + b), a 

concentração de cada micotoxina estudada foi plotada no eixo das abscissas e a 

respectiva área obtida foi plotada no eixo das ordenadas. Para aquelas micotoxinas 

em que a matriz “branco” continha o analito, a média das áreas do analito no extrato 

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

                                            
iv
 Carry over pode ser definido como um aumento na área do pico cromatográfico do analito, 

proveniente de resquícios do mesmo de análise  anterior, possivelmente existentes no interior do 
injetor, coluna e/ou detector.

145
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soluções da curva analítica. A partir da plotagem desses dados, obteve-se o 

coeficiente de determinação (r2), o coeficiente angular (a) e o coeficiente linear (b) 

das curvas analíticas, bem como a equação da reta para cada micotoxina. 

 

 

4.2.3.3.2 Avaliação do efeito matriz 
 

Efeito matriz é o estudo de seletividade que objetiva assegurar possíveis 

interferências causadas pelas substâncias que compõe a matriz amostral, gerando 

basicamente, fenômenos de diminuição ou ampliação do sinal instrumental.146  

O efeito matriz representa uma das maiores fontes de erro nas determinações 

analíticas em nível de traços, especialmente de micotoxinas.147 Para realizar a 

avaliação da magnitude da interferência deste efeito nos resultados deste estudo, 

aplicou-se dois métodos. 

O primeiro deles, baseia-se na comparação entre as áreas obtidas das 

soluções analíticas em solvente orgânico e daquelas obtidas com soluções 

analíticas preparadas no extrato de cada matriz estudada (milho e trigo). O cálculo 

foi efetuado através da Equação 4. 

 

 

 Equação 4 

 

Onde:  

A1 = média das áreas da solução em extrato da matriz, em uma determinada 

concentração; 

 A2=média das áreas da solução em solvente orgânico, em uma. determinada 

concentração. 

 

A outra forma de avaliação do efeito matriz, foi realizada com base na 

comparação das inclinações das curvas analíticas obtidas a partir das soluções 

analíticas preparadas em solvente orgânico com aquelas obtidas a partir das 

soluções analíticas preparadas em extrato da matriz. 

100
2

21
(%) x

A

AA
MatrizEfeito



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O cálculo para a avaliação do efeito matriz a partir das inclinações das curvas 

analíticas, foi realizado de acordo com a Equação 5. 

 

 

Equação 5 

 

 

Onde:  

Sm = inclinação da curva analítica preparada em extrato “branco” da matriz; 

Ss = inclinação da curva analítica preparada em solvente orgânico. 

 

Através dessas equações, é possível determinar se a matriz exerce efeito 

positivo (acréscimo na intensidade do sinal) ou negativo (supressão do sinal) sobre o 

resultado da análise. Conforme o SANCO,148 resultados com efeito matriz entre 

+20% e -20% são considerados aceitáveis para análises de contaminantes em 

alimentos em nível de traços.  

 

 

4.2.3.3.3 Limite de detecção e limite de quantificação 
 

Nas determinações de analitos presentes nas amostras em concentrações 

muito baixas (traço), a determinação da menor concentração em que o analito pode 

ser detectado com confiabilidade é muito importante para evitar resultados 

errôneos114. 

O limite de detecção (LOD, do idioma inglês Limit of Detection) de um método 

é definido como a concentração mínima do analito medida e declarada com 95 ou 

99% de confiança, em que a concentração do analito é maior do que zero.149 

Com base nos dados obtidos no estudo de linearidade das curvas analíticas 

de cada uma das 12 micotoxinas estudadas, foi determinado a estimativa do limite 

de detecção do instrumento (LODi) e do método (LODm), bem como do limite de 

quantificação do instrumento (LOQi) e do método (LOQm). 











Ss

Sm
xMatrizEfeito 1100(%)
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A partir das áreas e do valor de RSD% (7 réplicas) de cada micotoxina 

presente nas sete soluções analíticas estudadas, aplicou-se a Equação 6 e obteve-

se a estimativa do LODi (µg L-1) 

 

Equação 6 

 

Onde:  
RSD: desvio padrão relativo das áreas obtidas 

C: concentração da solução analítica 

 

Multiplicando-se o valor estimado do LODi pelo fator obtido para o método de 

extração – fator 4 (Apêndice 3), obtém-se a estimativa do LODm (μg kg-1).  

A partir do LODi, aplicando-se a Equação 7, obtém-se o LOQi. 

 

Equação 7 

 

Através da multiplicação do LOQi pelo fator do método, é possível obter o 

LOQm estimado calculado. No entanto, considera-se como valor real do LOQm (μg 

kg-1) a menor concentração que ao ser fortificada na matriz, apresenta recuperações 

entre 70 e 120%, com  valores de RSD% menor ou igual a 20%.149 

 

 

4.2.3.3.4 Procedimento de fortificação e recuperação 
 

Para execução dos estudos de fortificação e recuperação, realizou-se a 

fortificação em 3 níveis de concentração com sete repetições para cada nível. 

Também foi realizada a extração das amostras “branco” das matrizes em estudo, 

para verificação da real ausência das micotoxinas em estudo, em cada matriz. 

Em tubos de teflon® com tampa rosqueável e capacidade de 50 mL foram 

pesados 12,5 ± 0,05 g de slurry da matriz. Logo após, efetuou-se a fortificação com 

a solução mistura das micotoxinas estudadas, nas concentrações descritas na 

Tabela 11. Adicionou-se 10, 25 e 100 µL da solução mistura à amostra. O 

procedimento de extração foi realizado conforme descrito no item 4.2.3.1. 

CxRSDxLODi 3

33,3xLODLOQ ii 
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Tabela 11. Níveis de fortificação aplicados para o estudo de recuperação. 

Micotoxina Níveis de fortificação (μg kg-1) 

 1 2 3 

Aflatoxina B1 

 
1,0 

 
2,5 10,0 

Aflatoxina B2 

Aflatoxina G1 

Aflatoxina G2 

Ocratoxina A 

Fumonisina B1 

50,0 125,0 500,0 

Fumonisina B2 

Desoxinivalenol 

Diacetoxiscirpenol  

Zearalenona 

Toxina T-2 

Toxina HT-2 

 

 
4.2.4 Amostragem para aplicação 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, 

começando no setor primário com ensaios realizados a campo, passando pelo 

processamento, até a análise de produtos disponibilizados na prateleira para o 

consumidor. 

Todas as amostras foram coletadas conforme Regulamento da Comissão 

Europeia nº 401/2006,150 que estabelece os métodos de amostragem e de análise 

para o controle oficial das concentrações de micotoxinas nos produtos alimentícios. 

 

 

4.2.4.1 Ensaios a campo 
 

Em cooperação com cooperativa gaúcha, três distintos ensaios a campo 

foram realizados. Toda parte experimental a campo foi organizada e executada pelo 

departamento técnico da instituição.  

Cada experimento foi conduzido em delineamento de blocos ao acaso. As 

unidades experimentais (parcelas) foram constituídas de, no mínimo, 12 m2. Para 

cada parcela dos ensaios com genótipos de trigo com diferentes reações de 
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resistência a giberela e com diferentes fungicidas,  foi determinado a severidade (S) 

e a incidência (I) da doença, e  calculou-se o índice de giberela (IG). Após a colheita 

do grão, este foi pesado para verificação do rendimento e enviado ao CEPARC para 

determinação de micotoxinas.  

 

 

4.2.4.1.1 Ensaio com genótipos de trigo em distintas localidades 
 

O ensaio foi conduzido na safra de inverno de 2013 em três localidades no 

estado do Rio Grande do Sul, sendo elas: Cruz Alta, São 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 suscetível à 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Regiões homogêneas de adaptação de cultivares de trigo no Rio Grande 

do Sul, com destaque para as três localidades em estudo. 
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4.2.4.1.2 Ensaio com genótipos de trigo com diferentes reações de resistência 
à giberela 

 

Foi avaliado a resposta de diferentes genótipos de trigo, com e sem 

tratamento fúngico. Para isto, selecionou-se 5 cultivares de trigo, as quais 

apresentam diferentes reações de resistência à giberela, sendo elas: 

□ Cultivar 1:  Moderadamente suscetível  

□ Cultivar 2: Moderadamente suscetível 

□ Cultivar 3: Moderadamente resistente 

□ Cultivar 4:  Moderadamente suscetível  

□ Cultivar 5: Moderadamente resistente 

 

O experimento foi conduzido na safra de inverno 2013, na cidade de Cruz 

Alta. Foram testadas uma (25-50% floração) e duas aplicações (25-50% floração + 

10 dias após a primeira aplicação) de Opera Ultra (0,75 L/ha) + Assist (0,5 L/ha) no 

florescimento, em comparação com testemunha não tratada. O delineamento foi de 

blocos ao acaso, com cinco repetições, totalizando 75 amostras em estudo. No 

estágio vegetativo, foram feitas três aplicações de Fox (0,4 L/ha) + Áureo (0,25 L/ha) 

em todos os tratamentos, incluindo a testemunha, a fim de que apenas o manejo 

para giberela variasse entre os mesmos. 

 

 

4.2.4.1.3 Ensaio com diferentes fungicidas 
 

O objetivo deste ensaio foi avaliar a eficiência de diferentes fungicidas na 

redução das concentrações de micotoxinas. Foi selecionado uma cultivar suscetível 

à giberela, e esta foi avaliada sem tratamento fúngico e em 11 tratamentos com 

princípios ativos e mistura destes para o controle de giberela, contando com 

produtos registrados e não registrados (Tabela 12). Foram realizadas cinco 

repetições do ensaio totalizando 60 amostras. O experimento foi conduzido no 

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

controle de giberela.  

Trat. Fungicidas  
(Grupo Químico) 

Dose 
(L ha-1) 

1 ----- Sem tratamento 

2 Triazol (A) + Estrobilurina (B) 0,75a 
3 Estrobilurina (B) + Triazol (C) 0,50 a

 
4 Estrobilurina (D) + Triazol (E) 0,60b 
5 Triazol (F) 0,75 . 
6 Benzimidazol (G) 0,80. 
7 Estrobilurina (D) + Triazol (E) 0,75c 

8 Benzimidazol (G) 1,00. 

9 Estrobilurina (D) + Triazol (E) + 
Benzimidazol (G) 

0,75c 

10 Estrobilurina (H) + Carboxamida (I)  0,30d 
11 Estrobilurina (H) + Carboxamida (I) 0,35d 
12 Estrobilurina (H) + Triazol (J)  0,75d 

a
Adição de adjuvante (0,25% v/v) / 

b
Mistura pronta com RET + 0,7 L ha

-1
 óleo NTX /  

c
Óleo mineral 

(0,5% v/v) + RET II /  
d
Assist (0,5 L ha

-1
) 

 

 

4.2.4.2 Amostras de trigo importadas e para exportação 
 

Em março de 2013, foram coletadas 30 amostras de grãos de trigo enviadas 

por cooperativas gaúchas e empresas de armazenamento de grãos para 

exportação, através do Porto de Rio Grande – RS. Foram coletadas também cinco 

amostras de grãos de trigo importadas da Argentina no mês de março de 2013, 

através do mesmo porto. A amostragem foi realizada por empresa terceirizada sob 

responsabilidade do Porto, e enviadas ao CEPARC para análise. 

 

 

4.2.4.3 Amostras de trigo e seus subprodutos do processo de moagem 
 

Em colaboração com um moinho de beneficiamento de farinha de trigo, 

efetuou-se coletas quinzenais, no período de abril de 2013 a janeiro de 2014, de 

amostras de grãos de trigo para processamento antes da limpeza prévia dos grãos, 

após a etapa de limpeza, da farinha e do farelo obtidos através da moagem destes 

grãos, totalizando 80 amostras. Foram coletados aproximadamente 2 kg de cada 

amostra, sendo que a amostragem foi realizada pelo próprio moinho e enviada ao 
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CEPARC para posterior análise. 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 período foram coletadas  10 amostras de farinha de trigo em 

cada mês, em ambas as cidades, totalizando 100 amostras. 

O peso global de cada amostra, de acordo com a CE150, deve ser pelo menos 

um quilograma (1 kg), composta de pelo menos três amostras elementares para 

compor a representatividade da prateleira (lote ≤ 0,05 toneladas). Desta forma, 

foram coletadas três embalagens de cada farinha a fim de compor uma amostra 

global. As amostras foram coletadas aleatoriamente na prateleira, representando as 

mercadorias que estavam à disposição do consumidor no dia da coleta. Não foi 

monitorada nenhuma marca comercial específica.  

 

 

4.2.4.5 Amostras de milho para exportação 
 

Em março de 2013, foram coletadas 30 amostras de grãos de milho, enviadas 

por cooperativas gaúchas e empresas de armazenamento de grãos para 

exportação, através 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 período foram coletadas 10 amostras de farinha de milho em 

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

farinha de trigo descrito no item 4.2.4.4. 

 

 

4.2.4.7 Amostras destinadas à alimentação animal 
 

Foram realizadas coletas de amostras de grãos e quirera de milho destinadas 

a fabricação de ração animal, no período de abril de 2013 a janeiro de 2014. A 

frequência de coleta foi quinzenal, sendo que as amostras eram a matéria prima 

recebida pela fábrica. Foram coletadas 40 amostras ao longo do período 

mencionado. Cada amostra foi composta de 2 kg, representando lotes de > 1≤ 3 

toneladas. 

 

 

4.2.5  Análises estatísticas 
 

Os resultados quanto as concentrações de micotoxinas determinadas em 

linhagens de trigo em diferentes localidades, genótipos de trigo com diferentes 

reações de resistência a giberela, grãos de trigo tratados com diferentes fungicidas, 

farinhas de trigo e milho coletadas em supermercados foram submetidos à análise 

de variância conjunta. As médias foram comparadas pelo teste de Scott & Knott, a 

5% probabilidade de erro (p=0,05). Esse teste visa à separação de médias de 

tratamentos em grupos distintos, através da minimização da variação dentro e 

maximização da variação entre grupos. Os resultados são facilmente interpretados, 

devido à ausência de ambiguidade, resultando em maior objetividade e clareza,151 

principalmente quando se realiza a comparação de vários tratamentos.  



   

5. DISCUSSÃO DOS RESULTADOS 

 

 

Os primeiros resultados discutidos foram referentes à validação do método e 

posteriormente, discutido a aplicação 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 MÉTODO ANALÍTICO 

 

O método analítico foi validado para duas matrizes: milho e trigo. A primeira 

etapa realizada foi a homogeneização das amostras (grãos, quirera e farinhas). O 

procedimento adotado para foi o de moagem por via úmida, devido aos melhores 

resultados evidenciados em estudos anteriores. Pesquisa realizada por Lippolis e 

colaboradores,152 demonstrou que o preparo da amostra através da obtenção do 

slurry é estritamente necessário para se obter amostras de laboratório 

representativas e homogêneas para determinação das micotoxinas, bem como para 

minimizar erros de classificação dos lotes aceitável/rejeitável. O grupo de pesquisa 

de Spanjer153 concluiu que os melhores resultados foram obtidos a partir da 

obtenção do slurry, por produzir partículas de menores dimensões e, 

consequentemente, amostras mais homogêneas e com menor coeficiente de 

variação. 

A proporção mais adequada para o preparo do slurry foi de uma parte de 

grãos para 1,5 de água.  Pizzutti e colaboradores123 utilizaram a proporção de 1:1 

(grãos/ água) para a matriz arroz.  Porém, para trigo e milho, com esta proporção 

não foi possível triturar e homogeneizar adequadamente as amostras. A proporção 

de 1:2 (grãos/ água) também não foi adequada devido ao aspecto demasiadamente 

líquido do slurry. 

Foi utilizado QuEChERS modificado para a etapa de extração. Inicialmente 

desenvolvido para a análise de resíduos de pesticidas, tem sido usado para 

determinação de outros tipos de resíduos e contaminantes, tais como drogas 

veterinárias e micotoxinas. 

De acordo com Maštovská et al.154 a utilização da acetonitrila acidificada 

promove recuperações satisfatórias dos analitos, principalmente aqueles que 

apresentam problemas de estabilidade. Outra grande vantagem é que a acetonitrila 

é um solvente mais adequado para ser utilizado em cromatografia líquida acoplada à 

espectrometria de massas do que solventes como acetona e acetato de etila.  

Ao solvente de extração, foi adicionado um dos padrões internos, neste caso 

o Quinalfós, que foi utilizado com padrão interno do procedimento (Figura 15). O 

segundo padrão interno, Propoxur, foi utilizado para avaliar o instrumento (Figura 

16), o qual foi adicionado no solvente para diluição do extrato antes da injeção. 
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Similarmente ao trabalho desenvolvido por Righi,147 neste trabalho, os dois padrões 

internos empregados eram pesticidas.   
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Figura 15. Cromatograma do padrão interno do procedimento Quinalfós, na 

concentração de 12, 5 μg L-1. 
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Figura 16. Cromatograma do padrão interno do instrumento Propoxur, na 

concentração de 10,0 μg L-1. 

 

Primeiramente, optou-se por estas substâncias pela disponibilidade dos 

mesmos nos laboratórios do CEPARC. Justifica-se também devido ao objetivo do 

estudo que serviu de base para este trabalho, que foi o desenvolvimento de método 

simultâneo para determinação de micotoxinas e pesticidas. Em LC-MS/MS, padrões 

internos são frequentemente usados para compensar os efeitos da matriz e as 

perdas durante a etapa de extração e de purificação. Convém destacar que os 
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padrões internos não foram utilizados para a quantificação dos analitos, mas apenas 

como padrões de controle. 

Na análise multimicotoxina, o uso do P.I. é bastante limitado. Padrões 

isotopicamente marcados tais como FB1 deuterado (FB1-d6)155 e  T-2 deuterado têm 

sido relatados.156 Porém, a utilização de padrões isotopicamente marcados possui 

custo elevado. Em alguns casos, a utilização de um determinado P.I. tem sido 

limitada aos analitos estruturalmente próximos, por exemplo, nafcilina (produto de 

hidrólise de tricotecenos macrocíclicas)157 zearalanona (ZAN, um derivado da 

ZEN),134,158 verrucarol (produto de hidrólise de tricotecenos macrocíclicas), de-epóxi-

DON (um metabólito da DON) e diclofenaco (droga anti-inflamatória). 

Anastassiades e colaboradores75 estudaram  extensivamente os efeitos de 

diferentes sais e suas combinações. O  MgSO4 anidro demonstrou ser o sal mais 

indicado devido sua maior capacidade de remoção da água. Além de reduzir o 

volume de fase aquosa, sua hidratação produz uma reação exotérmica, tendo como 

resultado o aquecimento entre 40 e 45 ºC da amostra durante as etapas de 

extração/partição, favorecendo a extração, especialmente dos compostos apolares. 

A adição de sais, como o MgSO4, promove o efeito salting out que é a 

partição dos analitos entre as duas fases líquidas presentes. Este efeito resulta em 

melhores percentuais de recuperação para analitos polares, uma vez que a adição 

de sais diminui a solubilidade destes compostos na fase aquosa, bem como a 

quantidade de água na fase orgânica e vice-versa. Este procedimento têm sido 

amplamente utilizado em métodos multirresíduos.159 

Não foi realizada nenhuma etapa de purificação a fim de evitar a perda de 

analitos durante a análise.  O procedimento de extração QuEChERS sem  esta 

etapa tem sido testado para análise multimicotoxinas  por outros grupos de 

pesquisas.160–162 O passo extração em fase sólida (SPE) tem sido evitado em 

métodos de multimicotoxinas porque o sorvente etilenodiamino-N-propil, uma amina 

primária e secundária (PSA) remove eficazmente os compostos polares, criando 

assim um risco de perda de alguns dos analitos de interesse.75 Em particular, as 

fumonisinas podem se ligar ao PSA, o que dificulta sua extração.160,161,163,164   

Porém, tem sido relatado efeito matriz em MS mais acentuado. Para 

minimizar este efeito, efetua-se uma etapa de diluição de uma parte do extrato a 

uma parte de metanol.  Plattner e Maragos165 afirmaram que a utilização da MS 
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representa uma alternativa para a detecção simultânea de micotoxinas sem a 

necessidade de uma etapa de purificação. 

A separação das micotoxinas investigadas foi realizada por cromatografia 

líquida de fase reversa, sendo que a coluna utilizada foi C18. A cromatografia líquida 

em fase reversa é considerada uma escolha adequada para a separação de 

misturas de compostos neutros e iônicos de baixo peso molecular.166 Ela tem sido 

utilizada com êxito na maior parte dos métodos desenvolvidos para determinação de 

várias micotoxinas em matrizes para alimentação humana e animal.122,141,167–169  

Fases móveis compatíveis com o MS foram escolhidas. Foram utilizadas 

misturas aquosas de acetonitrila acidificada. Solventes semelhantes têm sido 

utilizados para a separação de micotoxinas em outros trabalhos.141,160 Outras 

misturas de metanol também têm sido descritas na literatura.167,170,171  

O gradiente de eluição foi necessário para conseguir a eluição dos compostos 

mais fortemente retidos em um tempo de corrida razoável, mas ainda obter picos 

com boas formas. Um gradiente de eluição geralmente é um pré-requisito quando 

analitos com uma grande variedade de polaridade são separados.166 Tem sido 

aplicada em diversos métodos multimicotoxinas.141,167  

Em métodos multirresíduos, pelo menos, algum grau de co-eluição é 

geralmente inevitável.172 No entanto, no método desenvolvido, a resolução 

incompleta não foi um problema uma vez que diferentes íons precursores foram 

utilizados para a detecção dos analitos com picos sobrepostos. Por exemplo, AFLA 

G1 e AFLA B2 possuem praticamente o mesmo tempo de retenção, mas podem ser 

identificadas e quantificadas devido a suas diferentes razões massa/carga (m/z) 

(Figura 17).  

A ionização empregada foi por eletrospray no modo positivo. As diferenças na 

sensibilidade entre eletronebulização nos modos positivo ou negativo não foram 

sistematicamente investigadas neste estudo.  Na literatura vários estudos podem ser 

encontrados sobre este tema. Razzazi-Fazeli e colaboradores156,173 relatam que o  

modo positivo deve ser preferido para os tricotecenos tipo A (por exemplo, DAS, 

Toxina T-2 e Toxina HT-2) e o modo negativo para tricotecenos Tipo B (por exemplo, 

nivalenol e DON). Laganà et. al.,174 Biselli et al.,175 Sulyok et al.167 e Ren et al.134 

também trabalharam tanto no modo positivo quanto negativo e reportaram 

resultados similares. Spanjer e colaboradores141 ressaltam que a injeção do extrato 
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da amostra em ambos os modos (duas injeções) dobra o tempo de análise e pode 

acarretar em possíveis erros para uma dada amostra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Cromatograma das micotoxinas em estudo com o tempo de retenção de 

cada um dos analitos. 
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5.1.1 Validação de método  analítico multirresíduo para determinação  de 
micotoxinas em trigo 
 

 

5.1.1.1 Avaliação da amostra “branco” 
 

Na ausência de material de referência “branco” da matriz de trigo, amostras 

de farinha de trigo integral (grão de trigo moído) foram avaliadas pelo procedimento 

de extração representado na Figura 13 e descrito no item 5.1. 

Porém, todas as amostras de trigo avaliadas para seleção da amostra 

“branco”, apresentaram contaminação pela micotoxina DON (Figura 18). Desta 

forma, selecionou-se a amostra que apresentou os menores níveis de 

contaminação, sendo que o valor da concentração da micotoxina DON foi 

descontado. Hajslova et. al.126 afirmam que o uso da matriz absolutamente branco é 

o ideal, porém, os mesmos autores ressaltam que na prática, a obtenção é 

dificilmente alcançada, sendo que  matrizes à base de trigo contêm pelo menos 

vestígios de DON. 

A ausência de branco se deve ao fato das micotoxinas serem contaminantes 

naturais. Desta forma, não há como prever a ausência/presença destes 

contaminantes nas matrizes, diferentemente de pesticidas, que são aplicados na 

cultura. 

 

 

Figura 18. Cromatograma do extrato “branco” da matriz de trigo. 
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5.1.1.2 Curva analítica e linearidade 
 

O valor do coeficiente de determinação expressa numericamente o percentual 

da variação total do sinal analítico (y) em função da variação da concentração do 

analito (x). Esse percentual, como qualquer outro, varia de 0 a 100% e o valor de r2, 

sendo a expressão numérica do mesmo, varia de 0 a 1. Quanto mais próximos de 

um os valores de r2, melhor será a qualidade das curvas analíticas.147 

Conforme pode ser observado na Tabela 13, as curvas analíticas obtidas, 

tanto a partir de soluções analíticas preparadas em metanol, como a partir de 

soluções analíticas preparadas no extrato de trigo, apresentaram comportamento 

muito similar. Em ambos os casos, as 12 micotoxinas apresentaram coeficiente de 

determinação (r2) acima de 0,98 e destas, 10 apresentaram coeficiente de 

determinação maior que 0,99. 

 

Tabela 13. Coeficiente angular (a), coeficiente linear (b), coeficiente de 

determinação (r2) e faixa linear de trabalho, obtidos pela análise cromatográfica das 

soluções analíticas preparadas em solvente e no extrato de trigo para cada uma das 

micotoxinas. 

Micotoxina 

Soluções preparadas em solvente 
Soluções preparadas em extrato de 

matriz 

a b r
2
 

Faixa 
Linear  

(ng mL
-1

) 
a b r

2
 

Faixa 
Linear  

(ng mL
-1

) 

Aflatoxina B1 1002,2 -305,23 0,9963 0,1 - 50  1034,3 -103,81 0,9963 0,1 - 50  

Aflatoxina B2 1002,2 -305,23 0,9963 0,1 - 50  1034,3 -103,81 0,9963 0,1 - 50  

Aflatoxina G1 1191,9 -491,17 0,9984 0,1 - 50  1300 -188,82 0,9941 0,1 - 50  

Aflatoxina G2 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 0,9984 0,1 - 50  

Fumonisina B1 763,83 -37086 0,9958 5 - 2500 772,01 -20545 0,9971 5 - 2500 

Fumonisina B2 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 único caso que se distinguiu dos demais, foi o da micotoxina Toxina T-2, 

que não apresentou resposta cromatográfica (não detectado) nas três menores 

concentrações das curvas analíticas preparadas em extrato de trigo. Desta forma, a 



   Discussão dos Resultados  66 

 

 

  

faixa linear da mesma foi menor que para as demais micotoxinas do mesmo grupo, 

ficando no intervalo de 100 a 2500 ng mL-1, enquanto as demais micotoxinas do 

mesmo grupo apresentaram faixa linear de 5 – 2500 ng mL-1. 

 

 

5.1.1.3 Efeito matriz 
 

O efeito da resposta cromatográfica influenciada pela matriz ou “efeito matriz”,  

pode causar um aumento ou diminuição da resposta do detector para um 

determinado  analito presente no extrato da amostra quando comparado ao mesmo 

analito em solvente orgânico.142,148 

O efeito causado pela matriz é dependente das propriedades físico-químicas 

dos analitos e das características dos componentes endógenos da matriz (tamanho 

das moléculas, polaridade, estabilidade térmica, pressão de vapor, entre outros)176.  

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

cada micotoxina em cada concentração das soluções da curva analítica. 

 

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

estudada nas curvas analíticas para cada nível de concentração. 

Micotoxinas 
Efeito matriz calculado em cada nível de concentração (%) 

Nível 1  Nível 2 Nível 3 Nível 4 Nível 5 Nível 6 Nível 7 Média 

Aflatoxina B1 33 2 6 13 11 16 9 13 

Aflatoxina B2 85 41 36 19 13 8 3 29 

Aflatoxina G1 64 44 17 29 21 19 9 29 

Aflatoxina G2 18 52 24 18 14 20 12 22 

Ocratoxina A -5 -6 -2 -13 -7 -13 -9 -8 

Fumonisina B1 676 756 208 248 44 12 2 278 

Fumonisina B2 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 são bem conhecidos. São causados por 

componentes da matriz da amostra que  co-eluem com o analito e competem com o 

mesmo durante o processo de ionização.149  
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Na maioria dos métodos multimicotoxinas que empregam ESI, efeitos de 

matriz significativos, principalmente encontrados como a supressão de sinal, têm 

sido observado.163,167,172,177 Por exemplo, para a micotoxina ZEN, evidenciou-se 

efeito matriz de supressão, ou seja, o sinal analítico de ZEN em matriz foi menor que 

o sinal analítico em solvente orgânico (Figura 19). 
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Figura 19. Curva analítica preparada a partir das soluções analíticas da micotoxina 

Zearalenona em solvente orgânico e em extrato de matriz em 7  concentrações (5 – 

2500 ng mL-1). 

 

 

A Toxina T-2 não foi detectada nas quatro primeiras concentrações das 

soluções analíticas preparadas em extrato de trigo, sendo detectada somente a 

partir da concentração de 100 ng mL-1 (5ª ponto da curva analítica). Já nas soluções 

analíticas preparadas em solvente, tal toxina apresentou sinal analítico em todas as 

concentrações  estudadas (Figura 20). Mol et. al.164 destaca que efeitos como este 

são indesejados, pois em métodos quantitativos, a supressão dificulta a 

quantificação exata do analito, enquanto para análises qualitativas, a supressão 

resulta em altos limites de detecção. No entanto, em trabalho realizado por Juan e 

colaboradores162  foi observado um aumento do sinal da Toxina T-2 e Toxina HT-2 

quando na presença do extrato da matriz de grãos e farinhas de trigo. 
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Figura 20. Cromatograma obtido para Toxina T-2 por UPLC-MS/MS, em solução 

analítica preparada na concentração de 50 ng mL-1; (a) transição de quantificação 

em extrato de trigo e (b) transição de confirmação em extrato de trigo; (c) transição 

de quantificação em solvente orgânico; (d) transição de confirmação em solvente 

orgânico. 

 

A ausência da etapa de purificação pode possibilitar problemas analíticos, 

devido à co-eluição dos componentes da matriz, que podem afetar a eficiência de 

ionização dos analitos, levando a supressão ou incremento do sinal.170 

Já no caso da fumonisina B1, foi observado aumento no sinal analítico na 

presença da matriz trigo, sendo que este foi maior quando em baixas concentrações 

do analito. O cromatograma da injeção de solução de 25 ng mL-1 de FB1 em solvente 

(Figura 21,) e em extrato de matriz de trigo (Figura 22), evidencia as diferenças no 

sinal analítico ocasionadas pelo efeito da matriz trigo. Na medida em que a 

concentração do analito foi aumentada, o efeito matriz foi reduzido (Tabela 14). Este 

fato é explicado por Pizzutti,149 que afirma que em baixas concentrações, o efeito 

matriz tende a ser significativamente maior, pois ocorre um decréscimo na razão de 

concentração do analito em relação à concentração da matriz. 
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Figura 21. Cromatograma obtido para Fumonisina B1 por UPLC-MS/MS, na 

concentração de 25 ng mL-1, em solvente orgânico; (a) transição de quantificação e 

(b) transição de confirmação. 
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Figura 22. Cromatograma obtido para Fumonisina B1 por UPLC-MS/MS, na 

concentração de 25 ng mL-1, em extrato de trigo; (a) transição de quantificação e (b) 

de confirmação. 
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Por outro lado, a DON, micotoxina mais importante a ser determinada em 

trigo, não apresentou efeito matriz considerável (-4%). A curva analítica para DON 

confeccionada através de solução analítica preparada em solvente orgânico, possui 

praticamente a mesma inclinação, comparada com a curva analítica confeccionada 

através de solução analítica preparada em extrato de trigo (Figura 23).  Resultados 

semelhantes foram encontrados por Spanjer e colaboradores141. Sulyok e 

colaboradores167  também não evidenciaram efeito matriz para DON, assim como 

para AFLA  B1 e OTA. 
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Figura 23. Curva analítica preparada a partir das soluções analíticas da micotoxina 

Desoxinivalenol, em solvente orgânico e em extrato de matriz (5 – 2500 ng mL-1). 

 

O efeito matriz não é considerável quando seus valores estiverem dentro da 

faixa de -20% a +20%.178 Na Figura 24 estão expressos os valores de efeito matriz 

calculados a partir da inclinações das curvas analíticas, sendo expressos 

considerando as curvas analíticas completas, com as sete concentrações e também 

aquelas contendo apenas as concentrações de 5 a 100 ng mL-1. Desta maneira é 

possível evidenciar que nas menores concentrações o efeito matriz é mais 

pronunciado para alguns compostos, como por exemplo Fumonisina B1 e 

Fumonisina B2, que apresentam efeito matriz positivo de 237% e 213% 
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respectivamente. Já as micotoxinas Toxina T-2 e Toxina HT-2 apresentam efeito 

matriz de supressão do sinal, apresentando valores de -100% e -39%, 

respectivamente. Já quando a comparação é feita utilizando todas as concentrações 

da curva analítica incluindo as concentrações mais altas,  o efeito matriz não é 

pronunciado para as Fumonisinas. No entanto, para as micotoxinas Zearalenona e 

Toxina HT-2 o efeito matriz é considerável. 
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Figura 24. Percentual do efeito matriz calculado a partir das inclinações das curvas 

analíticas obtidas a partir de soluções analíticas preparadas em solvente orgânico e 

em extrato de trigo.  

 

Para algumas micotoxinas, o efeito matriz foi pronunciado. A estratégia para 

minimizar a influência dos compostos da matriz trigo na determinação de 

micotoxinas foi a utilização das curvas analíticas em extrato de trigo (matrix-matched 

calibration). Desta forma, a mesma influência sofrida durante a determinação dos 

analitos na amostra, também é sofrida pelos analitos presentes nas soluções 

analíticas. 



   Discussão dos Resultados  72 

 

 

  

5.1.1.4  Limite de detecção e limite de quantificação 
 

O limite de quantificação do método, considerado como o limite real, foi o 

menor nível de fortificação em que foi possível obter recuperações dentro da faixa 

aceitável de 70 a 120% e valores de RSD% ≤ 20%. Os limites de quantificação para 

todas as micotoxinas estudadas atendem tanto aos limites estabelecidos pela 

legislação brasileira, quanto àqueles estabelecidos pela União Europeia. Para as 

micotoxinas Toxina T-2, Toxina HT-2 e DAS não há legislação vigente no Brasil. 

Porém, foram incluídas devido a sua alta toxicidade quando comparada com DON, 

que também faz parte dos tricotecenos.  Na Tabela 15 constam os valores 

estimados dos limites de detecção e de quantificação do instrumento calculado para 

cada micotoxina deste estudo, bem como o LOQ real do método. Para a toxina T-2, 

estes valores não puderam ser calculados devido a supressão de sinal de tal 

micotoxina em extrato de trigo, nas menores concentrações. 

 

 

Tabela 15.  Estimativa dos limites de detecção e de quantificação calculados e limite 

de quantificação real do método. 

Micotoxinas 

LOD estimado LOQ estimado LOQm Real 

Instrumento Método Instrumento Método Experimental 

(ng mL-1) (µg kg-1) (ng mL-1) (µg kg-1) (µg kg-1) 

Aflatoxina B1 0,1 0,4 0,33 1,33 1 

Aflatoxina B2 0,5 2 1,67 6,66 1 

Aflatoxina G1 0,5 2 1,67 6,66 1 

Aflatoxina G2 0,5 2 1,67 6,66 1 

Ocratoxina A 0,1 0,4 0,33 1,33 1 

Fumonisina B1 5 20 16,65 66,6 50 

Fumonisina B2 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 fortificação e recuperação 
 

A determinação da exatidão de um método analítico, deve ser 

preferencialmente, feita por intermédio de ensaios de recuperação, utilizando-se 

material de referência certificado (MRC). Porém, na ausência destes, é possível 

determinar o percentual de recuperação dos analitos através dos ensaios de 

fortificação da matriz “branco”, que neste trabalho não era “branco” para a 

micotoxina DON, isto é, a matriz de trigo utilizada como “branco” continha DON. 

As micotoxinas são determinadas em níveis de traços,  portanto, quando o 

analito está em baixas concentrações, há uma faixa de aceitabilidade  dos valores 

de recuperação. A faixa de aceitação recomendada é de 70 a 120%, com RSD 

inferior a 20%.148 No entanto, de acordo com a União Européia (UE),150 para 

determinadas micotoxinas, como por exemplo, para a FB1 nos níveis de 

concentração ≤500 µg kg-1, são aceitos valores de recuperação na faixa de 60 a 

120%, com RSD ≤30%. Na Tabela 16, constam valores de recuperação das três 

concentrações de fortificação para as micotoxinas em estudo, assim como os 

valores de RSD%. 

 

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

de trigo fortificadas nos três níveis de concentração estudados. 

Micotoxinas 

Níveis de Fortificação 

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 

Rec. (%) RSD(%) Rec. (%) RSD(%) Rec. (%) RSD(%) 

Aflatoxina B1 78,9 3,8 115,9 8,1 85,4 6,9 

Aflatoxina B2 82,9 9,1 93,9 6,5 88,3 3,2 

Aflatoxina G1 85,2 10,4 87,1 9,8 91,8 7,1 

Aflatoxina G2 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 B2 74,2 6,7 73,6 9,7 76,1 4,9 

Fumonisina B1 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 5,5 

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 recuperação foram 

satisfatórios nos três níveis de concentração fortificados, evidenciando desta forma a 

exatidão satisfatória do método analítico. Apenas a Toxina T-2 não foi  recuperada 

nos dois menores níveis de concentrações. Porém, na maior concentração de 

fortificação, os valores de recuperação para esta micotoxina ficaram compreendidos 

dentro da faixa estabelecida. 

Os valores de RSD%, para todas as micotoxinas estudadas, situaram-se 

dentro da faixa aceitável (≤ 20%). Isso demostra a satisfatória precisão do método 

analítico multirresíduo. 

 

 

5.1.2 Validação de método  analítico multirresíduo para determinação de 
micotoxinas em milho 

 

5.1.2.1 Avaliação da amostra “branco” 
 

Na ausência de material de referência “branco” da matriz de milho, uma 

amostra de farinha de milho integral (grão de milho moído) foi avaliada pelo 

procedimento de extração representado na Figura 13 e descrito no item 5.1. 

Porém, todas as amostras de milho avaliadas para seleção da amostra 

“branco”, apresentaram contaminação pelas micotoxinas FB1 e FB2 (Figura 25). 

Desta forma, selecionaram-se as amostras que apresentaram as menores 

concentrações destas micotoxinas, que posteriormente foram descontadas das 

concentrações das amostras analisadas. 

 

Figura 25. Cromatograma do extrato “branco” de milho. 
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Hajslova et. al.126 explicam que assim como a obtenção de amostras “branco” 

de trigo é dificilmente alcançada, para amostras de milho também há a mesma 

dificuldade, sendo que estas contêm pelo menos vestígios de fumonisinas. 

 

 

5.1.2.2 Curva analítica e linearidade 
 

Em qualquer técnica instrumental, a relação linear simples, descrita pela 

equação y = ax + b, só é válida em um determinado intervalo de massa ou 

concentração da espécie medida. Este intervalo de massas ou concentrações, no 

qual se pode construir uma curva analítica linear, é a faixa linear dinâmica179. Na  

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

das curvas analíticas. 

 

 

Tabela 17. Coeficiente angular (a), coeficiente linear (b), coeficiente de 

determinação (r2) e faixa linear de trabalho obtidos, para cada micotoxina, pela 

análise por UPLC-MS/MS das soluções analíticas preparadas em solvente e no 

extrato de milho. 

Micotoxinas 

Curva Analítica 
Soluções em solvente 

Curva Analítica 
Soluções em extrato de milho 

a b r
2
 

Faixa 
Linear  

(ng mL
-1

) 
a b r

2
 

Faixa 
Linear  

(ng mL
-1

) 

Aflatoxina B1 1389,9 -523,74 0,9912 0,1 - 50  1309,4 43,828 0,9914 0,1 - 50  

Aflatoxina B2 968,19 -415,91 0,9973 0,1 - 50  908,56 -69,56 0,994 0,1 - 50  

Aflatoxina G1 1179,5 -388,23 0,9923 0,1 - 50  1178 -199,07 0,997 0,1 - 50  

Aflatoxina G2 523,79 -254,93 0,9955 0,1 - 50  492,8 -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 B1 525,73 -9037,8 0,9921 5 - 2500 523,92 -5077,4 0,9915 5 - 2500 

Fumonisina B2 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 0,9951 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 determinação obtidos para as 12 micotoxinas em 

estudo são superiores a 0,99, tanto para as soluções analíticas preparadas em 
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solvente quanto para aquelas preparadas em extrato de milho. O coeficiente de 

determinação  permite uma estimativa da qualidade da curva analítica obtida, pois 

quanto mais próximo de 1,0, menor a dispersão do conjunto de pontos 

experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de regressão estimados.179 

Para todas as micotoxinas foi possível trabalhar em uma ampla faixa dinâmica 

linear visto que a para as micotoxinas do grupo 1 essa faixa está no intervalo de 0,1 

a 50 ng mL-1, e para as micotoxinas do grupo 2 este intervalo está compreendido 

ente 5 – 2500 ng mL-1. 

 

 

5.1.2.3 Efeito matriz 
 

O efeito matriz pode sofrer variações 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 aplicação deste método nas 

análises 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 concentração 

estudadas. Da mesma forma que para a matriz trigo, o efeito matriz para milho 

também foi maior nas menores concentrações, quando calculados ponto a ponto. 

Na Figura 26, estão expressos os valores de efeito matriz calculados a partir 

das inclinações das curvas analíticas obtidas a partir das soluções analíticas, em 

sete diferentes concentrações, bem como a partir das soluções com as quatro 

menores concentrações. Ao contrário da situação observada com o trigo, onde o 

efeito matriz foi consideravelmente maior nas soluções de menor concentração, em 

milho este fato não foi observado, uma vez que o efeito matriz de maneira geral foi 

baixo para todas as concentrações das soluções analíticas preparadas em extrato 

desta matriz, permanecendo dentro do intervalo de -20% a + 20%. Sabe-se que 

valores de efeito matriz neste intervalo não exercem influência considerável nos 

resultados dos demais parâmetros estudados.  
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Tabela 18. Percentual de efeito matriz observado para cada concentração das soluções 

analíticas no estudo de linearidade das curvas analíticas.  

Micotoxinas 

Efeito matriz calculado em cada nível de concentração 

Nível 1 
(%) 

Nível 2 
(%) 

Nível 3 
(%) 

Nível 4 
(%) 

Nível 5 
(%) 

Nível 6 
(%) 

Nível 7 
(%) 

Média 

Aflatoxina B1 14 25 15 4 14 8 -5 11 

Aflatoxina B2 15 6 9 -1 8 8 -6 6 

Aflatoxina G1 37 29 14 5 7 5 0 14 

Aflatoxina G2 -13 12 7 -5 7 1 -6 1 

Ocratoxina A -17 4 -4 -12 -12 -10 -14 -9 

Fumonisina B1 152 83 51 10 8 3 0 44 

Fumonisina B2 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 
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Figura 26. Percentual de efeito matriz obtido através do cálculo a partir das 

inclinações das curvas analíticas confeccionadas através das soluções analíticas 

preparadas em solvente orgânico 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 analítico é mais afetado quando em 

presença de extrato de trigo (Figura 27). 

Algumas micotoxinas, como por exemplo, as aflatoxinas, tiveram o sinal 

analítico aumentado quando em extrato de trigo, enquanto em extrato de milho 

ocorreu um decréscimo no sinal, comparado aquele apresentado pelas soluções 

analíticas em solvente. 
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Figura 27. Comparação entre o efeito matriz exercido pela matriz milho e aquele 

apresentado pela matriz trigo, calculado a partir das inclinações das curvas 

analíticas obtidas a partir de soluções analíticas preparadas em solvente orgânico e 

em extrato de matriz (sete concentrações). 

 

O efeito matriz é um parâmetro que precisa ser constantemente avaliado. 

Variação da medida do efeito da matriz pode ser encontrada entre as amostras 

individuais do mesmo produto, por exemplo, milho colhido em anos diferentes.17,172 
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5.1.2.4 Limite de detecção e limite de quantificação 
 

O limite de quantificação real do método validado para análise de amostras de 

milho, foi considerado a menor concentração de fortificação em que foi possível 

obter percentuais de recuperação dentro da faixa aceitável (70-120%) e valores de 

RSD ≤ 20%. Os limites de quantificação do método de todas as micotoxinas 

atendem tanto aos limites máximos estabelecidos pela legislação brasileira, quanto 

àqueles estabelecidos pela União Europeia. Os limites de quantificação estimados e 

o obtido experimentalmente encontram-se na Tabela 19. 

 

Tabela 19. Estimativas dos limites de detecção e de quantificação calculados, para o 

instrumento e para o método, e limite de quantificação real do método. 

Micotoxinas 

LOD estimado LOQ estimado LOQm Real 

Instrumento Método Instrumento Método Experimental 

(ng mL-1) (µg kg-1) (ng mL-1) (µg kg-1) (µg kg-1) 

Aflatoxina B1 0,1 0,4 0,3 1,3 1 

Aflatoxina B2 0,1 0,4 0,3 1,3 1 

Aflatoxina G1 0,1 0,4 0,3 1,3 1 

Aflatoxina G2 0,1 0,4 0,3 1,3 1 

Ocratoxina A 0,1 0,4 0,3 1,3 1 

Fumonisina B1 25 100 83,25 333 50 

Fumonisina B2 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 fortificação e recuperação 
 

Através dos ensaios de fortificação e recuperação, foi possível avaliar o 

método quanto a sua precisão e exatidão. Na Tabela 20 constam os percentuais  de 

recuperação, nos três níveis de concentração para as 12 micotoxinas em estudo, 

assim como os valores de RSD%. 
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Tabela 20.  Média dos percentuais de recuperação e dos valores de RSD% obtidos 

através do estudo de fortificação e recuperação em milho, nas três concentrações de 

fortificação estudadas. 

Micotoxinas 

Níveis de Fortificação 

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 

Rec. (%) RSD(%) Rec. (%) RSD(%) Rec. (%) RSD(%) 

Aflatoxina B1 74,9 13,7 78,8 9,1 86,6 10,4 

Aflatoxina B2 90,4 13,5 84,8 14,3 87,7 11,2 

Aflatoxina G1 84,7 9,6 87,1 9,8 91,2 9,5 

Aflatoxina G2 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 B1 77,7 19,0 80,5 15,8 83,2 5,5 

Fumonisina B2 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 recuperação (Rec%) e do desvio padrão relativo 

(RSD%), evidencia-se que o método é preciso e exato e atende as exigências dos 

órgãos regulamentadores, podendo ser desta forma utilizado para a determinação 

das 12 micotoxinas estudadas.  

 

 

5.2 MONITORAMENTO 

  

Foi realizado o monitoramento quanto à presença e concentração de 12 

micotoxinas em  trigo, desde o campo até os produtos disponibilizados na mesa do 

consumidor através da análise de alimentos presentes nas prateleiras de 

supermercados. A avaliação no início da cadeia produtiva foi realizada através de 

três ensaios a campo. O primeiro consistiu no estudo de distintos materiais 

genéticos em diferentes localidades de semeadura. Também foram testados 

genótipos com diferentes classificações de reação de resistência à giberela 

(moderadamente suscetível e com moderada resistência). Em um terceiro ensaio a 

campo, foi selecionado uma única cultivar, a qual foi submetida a diferentes 
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tratamentos fungicidas. Ou seja, foi avaliada a interação genótipo-ambiente; 

genótipo- tratamento fungicida; genótipo- reação de resistência à giberela. 

Após a colheita, o segundo seguimento da cadeia produtiva é o comércio. Os 

grãos depois de colhidos são armazenados e podem ser comercializados no 

mercado interno ou exportados. Da mesma forma, grãos de outros países podem 

ser adquiridos para abastecer o mercado interno. Foram avaliados grãos de trigo 

tipo exportação, assim como aqueles grãos que foram importados pelo Brasil 

através do porto de Rio Grande.  

Grande parte do trigo brasileiro é processado para obtenção da farinha. O 

processamento avaliado foi o de moagem dos grãos de trigo.  Foram analisados os 

grãos recebidos para processamento antes e após uma etapa de limpeza (anterior a 

moagem), assim como, foram então avaliadas as respectivas frações (farinha branca 

e farelo de trigo). 

Após a etapa de processamento, a farinha obtida está pronta para a 

comercialização. Este produto é o que chega à mesa do consumidor. Para 

contemplar esta última etapa, avaliou-se amostras de farinha de trigo disponíveis 

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 grãos destinados à 

exportação através do Porto de Rio Grande, assim como amostras de milho e 

quirera de milho destinadas à ração animal.  Foram analisadas também, amostras 

de farinha de milho destinadas a alimentação humana disponíveis nas  prateleiras 

de supermercados das cidades de Cruz Alta e Santa Maria, no Rio Grande do Sul. 

Os resultados obtidos em cada experimento são discutidos a seguir. 

 

 

5.2.1 Ensaios a campo 

 

5.2.1.1 Ensaio com genótipos de trigo em distintas localidades 
 

Foram verificados efeitos significativos (p<0,01) para os fatores linhagens, 

ambientes e interação linhagens x ambientes (Tabela 21), indicando que a 

ocorrência de DON é dependente das condições ambientais, corroborando com os 

resultados obtidos por Silva180 e  Blandino et al.181 
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Tabela 21. Efeitos significativos (p<0,01) para os fatores ambientes, cultivares e 

interação cultivares x ambientes. 

Fontes de Variação Graus de liberdade Quadrados médios Test F 

Linhagens 13 176173** 12,2 

Ambiente 2 1047809** 72,5 

Linh X Amb 26 137239** 9,65 

**Valores 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 período de floração das linhagens de trigo de 

ciclo precoce e médio variou de 85 a 103 dias após o plantio. Já para as linhagens 

caracterizadas como trigo de ciclo tardio este período variou de 100 a 110 dias. 

As condições ambientais neste período são de suma importância, pois na 

fase do florescimento a planta fica suscetível ao fungo e no espigamento ele se 

instala. A ocorrência de giberela depende de precipitações pluviais elevadas, ou 

seja, dias consecutivos de chuva. A temperatura entre 20 e 24 ºC, típica de 

primavera, é uma porta aberta para a doença. Ocorreram alguns períodos de chuvas 

nos três locais de cultivo, com destaque na fase de florescimento da cultura (Figura 

28). Essa condição de umidade elevada, em tese, configurando ambiente favorável 

ao desenvolvimento de enfermidades, foi contrabalançada pelas temperaturas 

baixas nas cidades de São Luiz Gonzaga e Santa Rosa, fator desfavorável a 

doenças. Ainda se  destaca, como atenuante de ambiente adverso (excesso de 

precipitação pluvial), que, na maioria dos dias secos, predominou uma condição de 

temperatura mínima e máxima baixas, céu claro e insolação elevada.182 No 

munícipio de Cruz Alta a variação entre as temperaturas mínima e máxima foi maior 

nos período com chuva. Essa variação climática entre os três ambientes pode vir a 

explicar a variação para um mesmo genótipo nos distintos locais. Tibola et.al.15 

afirma que as  condições meteorológicas no período entre o início da antese e 

enchimento de grãos, têm grande influência sobre as concentrações de micotoxinas, 

o que corrobora com este estudo. 
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Figura 28. Dados de precipitação, temperatura mínima e temperatura máxima de 

Cruz Alta, São Luiz Gonzaga e Santa Rosa do período de 83 a 115 dias após a data 

de plantio. (Temperaturas  mínima e máxima não disponíveis para a cidade de Santa 

Rosa para os dias 109 a 115). Figura elaborada a partir de dados do Instituto 

Nacional de Meteorologia.182 
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Observou-se contaminação por DON em 100% das amostras em 

concentrações de 53 a 1483 µg kg-1 (Figura 29 e Apêndice 4). Foi notada diferença 

significativa para uma mesma linhagem nos três locais de cultivo. As linhagens 

cultivadas em Cruz Alta apresentaram as maiores concentrações de DON, com 

destaque para a linhagem 14 que apresentou a maior concentração de DON neste 

local (1483 µg kg-1). A  linhagem 4 foi uma exceção, sendo a única que diferiu 

estatisticamente das demais linhagens, apresentando maior concentração de DON 

em São Luiz Gonzaga (260 µg kg-1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Comparação de médias pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade de 

erro para presença da micotoxina DON em 13 linhagens de trigo cultivado em três 

ambientes. Letras maiúsculas indicam diferença estatística entre locais para um 

mesmo cultivar, enquanto que letras minúsculas indicam diferença estatística entre 

linhagens para um determinado local. A barra de erro representa o desvio padrão 

médio da média entre as repetições. 

 

Diferença significativa foi observada entre as distintas linhagens no mesmo 

local de cultivo (Figura 29). As diferenças mais acentuadas foram observadas em 

Cruz Alta, onde as linhagens apresentaram concentrações de DON que variaram de 

117 a 1483 µg kg-1. Na cidade de São Luiz Gonzaga os valores encontrados foram 
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de 81 a 345 µg kg-1 e na cidade de Santa Rosa, esses valores ficaram entre 53 e 

267 µg kg-1 de DON. 

A cultivar utilizada como testemunha não apresentou diferença significativa 

nas concentrações de DON quando comparado os três locais de cultivo. O mesmo 

pode ser observado para as linhagens 3, 4, 6, 9 e 21, cujas concentrações de DON 

encontradas nas três cidades não diferiram significativamente pelo teste Scott Knott 

a 5%. Essas linhagens se assemelham quanto ao ciclo precoce e médio, enquanto a 

cultivar 21 é a única de ciclo tardio. A testemunha é classificada como uma cultivar 

de ciclo médio.  

As linhagens 14, 15, 16 e 17 de ciclo tardio apresentaram concentrações 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 condições de 

precipitação e temperatura neste local foram mais favoráveis ao desenvolvimento do 

fungo e consequente produção de micotoxinas, quando comparada as condições 

climática de Santa Rosa e São Luiz Gonzaga onde também ocorreram 

precipitações, mas as variações entre as temperaturas máximas e mínimas foram 

menores.  

Schaafsma et. al.183 constataram que a maioria das diferenças de 

contaminação com DON (48%) são explicadas pelas variações climáticas, 

resultados que corroboram com este estudo. Na Sérvia, Stankovic et al.184 

observaram concentrações mais elevadas de DON na safra em 2005 (605 μg kg-1), 

quando comparada com a safra de 2007 (283 μg kg-1), devido a maior precipitação 

na época da floração e espigamento do trigo, observado em 2007. 

A associação positiva e significativa (0,86) entre Santa Rosa e Cruz Alta 

(Figura 30), indica que tanto as linhagens que apresentaram as maiores 

concentrações de DON como aquelas que apresentaram as menores concentrações 

de DON tendem a serem as mesmas em ambos os locais, conforme pode ser visto 

mais detalhadamente na Figura 29. 

Em contraposição, há associação negativa e significativa (-0,60) entre São 

Luiz Gonzaga e Cruz Alta (Figura 30), o que indica que as linhagens que 

apresentaram maiores valores de contaminação por DON em Cruz Alta tendem a 

apresentar os menores valores em São Luiz Gonzaga. As linhagens de ciclo precoce 

e médio tenderam a apresentar as maiores concentrações de micotoxinas em São 
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Luiz Gonzaga, enquanto em Cruz Alta esta tendência foi observada nas linhagens 

de ciclo tardio. Os maiores índices de precipitação foram constatados durante o 

período de floração das linhagens de ciclo precoce e médio em  São Luiz Gonzaga, 

enquanto os maiores índices de precipitação em Cruz Alta foram verificados durante 

o período de floração das linhagens de ciclo tardio. 

São Luiz Gonzaga e Santa Rosa não apresentaram associação significativa  

(-0,05), o que indica que não há uma relação entre as concentrações de DON 

evidenciadas nos dois locais de cultivo. As linhagens cultivadas em ambas as 

cidades apresentaram contaminação por DON que não diferiram estatisticamente. A 

única linhagem que apresentou diferença estatística entre estes dois locais foi a 

linhagem 5.  Nestes dois locais foram verificadas baixas concentrações de DON (70 

a 365 µg kg-1).  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 30.  Dispersão gráfica dos valores de correlação de Pearson entre  São Luiz 

Gonzaga e Cruz Alta, São Luiz Gonzaga e Santa Rosa e Cruz Alta e Santa Rosa 

para a micotoxina DON em amostras de treze linhagens de trigo. *Valores não 

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.185 avaliaram a presença de 25 micotoxinas em grãos de trigo 

sírios e italianos. Eles observaram diferenças nas concentrações de micotoxinas nos 

diferentes locais, semelhantemente a este trabalho. Os autores justificaram a 

diferença na produção de micotoxinas pelas diferenças climáticas de ambos locais 

de estudo, que tiveram influência na concentração e na diversidade de micotoxinas. 

No trabalho desenvolvido por Perkowski e colaboradores186 também foram  

detectadas diferenças significativas nas concentrações de micotoxina de Fusarium 
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em 15 cultivares estudadas. Silva180 identificou variabilidade de comportamento de 

cultivares brasileiros à contaminação pela micotoxina DON, indicando que a 

alteração da composição varietal do trigo brasileiro pode ter impacto positivo no 

controle das concentrações de  DON. 

Entretanto, deve-se ressaltar que a safra de inverno 2013 apresentou poucas 

condições ao desenvolvimento fúngico nos locais em que foram realizados os 

experimentos. Sendo assim, em condições mais favoráveis, provavelmente, as 

concentrações de DON poderiam ser maiores. Por isso as pesquisas nessa área 

devem ser intensificadas, para que o trigo brasileiro possa atender as exigências da 

ANVISA nos próximos anos, com concentrações de DON inferiores aos limites 

máximos tolerados. 

 

 

5.2.1.2 Ensaio com genótipos de trigo com diferentes reações de resistência 
a giberela 

 

Todos os genótipos de trigo avaliados apresentaram contaminação média por 

DON, em concentrações variando de 57 a 966 μg kg-1 (Apêndice 5 e Figura 31). A 

aplicação de fungicida causou redução significativa nas concentrações de DON 

quando comparada a testemunha que não recebeu nenhum tratamento fungicida.   

Os genótipos 1, 2, 4 e 5 apresentaram redução nas concentrações de DON 

de comparado ao tratamento testemunha que não recebeu nenhuma aplicação. Para 

o tratamento com uma aplicação de fungicida, a redução foi de 52,5%; 58,9%; 

66,8% e 76,2%  para os genótipos 1, 2, 4 e 5, respectivamente. Quando a cultura de 

trigo recebeu duas aplicações de fungicida, a redução foi de 73,1%; 70,2%; 66,5% e 

77,4, para os genótipos 1, 2, 4 e 5, respectivamente. 

O efeito do número de aplicações na redução das concentrações de DON foi 

significativo apenas para o genótipo 1. Os genótipos 2, 4 e 5, as concentrações de 

DON, apesar de numericamente inferiores com duas aplicações, não diferiram 

estatisticamente entre uma e duas aplicações no florescimento. 

Contrapondo os resultados obtidos neste trabalho, Baturo-Cieśniewska e 

colaboradores187  verificaram que o uso de fungicidas não resultou na redução da 

concentração de DON em comparação com a testemunha não 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, os mesmos 

desconhecem os mecanismos pelos quais os fungicidas estimulam a produção 

micotoxinas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Concentração de DON em cada cultivar, quando tratados com uma 

aplicação de fungicida (25-50% de floração), duas aplicações de fungicidas (25-50% 

de floração e a segunda 10 dias após a aplicação anterior) e a testemunha não 

tratada. Médias com letras minúsculas iguais  não diferem quanto ao número de 

aplicações para um mesmo cultivar pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). A barra de 

erro representa o desvio padrão médio da média entre as repetições. 

 

A aplicação  fungicida não causou redução das concentrações de micotoxina 

DON no genótipo 3, ao contrário, quando submetida a um tratamento fungicida as 

concentrações de DON foram três vezes superior as encontradas na testemunha 

não tratada, e quando submetida a duas aplicações de fungicida, a concentração de 

DON foi semelhante. Mathies e colaboradores188 mostraram em estudo in vitro que  

doses subletais de fungicidas podem estimular a produção de tricotecenos por 

Fusarium graminearum.  

Uma explicação para as doses subletais de fungicidas estimular a produção 

de micotoxinas foi proposta por Ramirez et al.189  Os autores explicam que na 

presença de concentrações subletais de certos fungicidas, certas cepas fúngicas 
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respondem a essa tensão com aumento da produção de metabólitos secundários, 

incluindo as micotoxinas. 

Outra hipótese para explicar o fato da cultivar 3 apresentar maiores 

concentrações de micotoxinas quando tratada com fungicidas é proposta por 

Simpson e colaboradores.111 Eles sugerem que a remoção de fungos não produtores 

de micotoxina pode ter o efeito global de alívio da competição e levar ao aumento do 

estabelecimento de quaisquer agentes patogênicos produtores de toxinas que são 

menos sensíveis ao fungicida aplicado.  

A reação de resistência à giberela das cultivares e as concentrações de DON 

não apresentaram correlação significativa (-0,41) quando a cultura não recebeu 

nenhum tratamento fungicida (Figura 32). Foi observada uma associação 

significativa e negativa (-0,73)  quando comparado às concentrações de DON dos 

grãos que receberam uma aplicação fungicida, o que indica que cultivares com 

maiores reações de resistência à giberela, quando tratadas com uma aplicação de 

fungicida tendem a apresentar menores concentrações da micotoxina DON. Porém, 

quando a cultura recebeu dois tratamentos fungicidas, esta correlação não foi 

significativa (-0,57).  

 

  

 

 

 

 

 

Figura 32. Dispersão gráfica dos valores de correlação de Pearson entre  as 

concentrações de DON e a reação de resistência à giberela quando há uma 

aplicação de fungicida, duas aplicações de fungicidas e nenhuma aplicação 

(testemunha não tratada). *Valores não 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 resistência à giberela, porém 

resultados distintos quanto à concentração de DON foram obtidos. A cultivar 3 sem 
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tratamento fungicida apresentou concentração de DON  de 56 µg kg-1 enquanto a 

cultivar 5  também sem tratamento fungicida apresentou contaminação por DON na 

concentração de  952 µg kg-1. Mesterházy et al.190  também relataram genótipos com 

reação à giberela semelhantes, mas que apresentaram contaminação com DON 

distintas (100 e 700 µg kg-1).  

A resistência da cultivar é uma estratégia importante que é amplamente 

recomendada para o controle de giberela e DON. No entanto, a resistência em trigo-

F.graminearum-DON é uma característica complexa.191,192 Mesterházy192 descreveu 

cinco mecanismos de resistência à giberela,  que mostram que não há uma estreita 

relação entre o acúmulo de DON e incidência e severidade da giberela. São eles: 

Tipo I:  Resistência à infecção inicial, o Tipo II: resistência à propagação no interior 

da espiga, Tipo III: redução do acúmulo de DON (não correlacionado com as 

resistências do tipo I e II), Tipo IV: resistência dos grãos à infecção (mesmo que a 

espiga esteja infectada). Tipo V: tolerância (menor perda de produtividade, mesmo 

com elevada infecção). 

Para Miller e Arnison193  baixas concentrações da micotoxina DON no grão 

pode ser explicado por três possíveis causas: (a) baixa concentração de DON 

produzida pelo fungo, (b) a degradação de DON por enzimas da planta durante 

desenvolvimento do grão, ou (c) acúmulo de DON em outras partes da espiga, em 

tecidos que não sejam os grãos.   

Os resultados relatados na literatura são contraditórios. A baixa consistência 

dos relatos pode ser decorrência das diferentes condições.194 Ambiente e interação 

genótipo-ambiente têm um impacto forte neste patossistema.192,194,195 Diversos 

fatores podem influenciar a associação entre giberela e DON, incluindo as condições 

meteorológicas,196,197 a resistência da cultivar,190,192 efeito do fungicida111,198 bem 

como a agressividade patógeno.194  

 Alguns autores relatam altas correlações entre as características de 

resistência e as concentrações de DON. Mas a maioria dos estudos revelaram 

associação não significativa destas variáveis.  

Em estudo realizado por Müller e colaboradores,199 o ranking de 

susceptibilidade de cultivares de trigo à giberela não teve influência significativa 

sobre o acúmulo de DON. Resultados obtidos por Bai e Shaner,200 Koch et. al.,201 

Brennan202  evidenciaram que a suscetibilidade das cultivares à giberela é um fator 
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moderado sobre o acúmulo de micotoxinas. Porém outros fatores como manejo, 

incidência de espécies de Fusarium mais ou menos toxigências e fatores ambientais 

teriam maior influência.  

Paul e colaboradores203  notaram que  cultivares de trigo  com distintas 

reações de resistência à giberela apresentaram uma interação significativa 

fungicida-cultivar,  exceto para o rendimento e concentração de DON. 

Embora o ano de 2013 tenha sido desfavorável à ocorrência de giberela no 

RS, foram observadas diferenças significativas no IG nos materiais avaliados (Figura 

33). A incidência de giberela no ensaio foi baixa, variando de 0,01 a 2,33 (Apêndice 

6). Em todos os genótipos, independente da reação à giberela, houve redução 

significativa no IG  com as aplicações de fungicida no florescimento. Com relação ao 

número de aplicações, para os genótipos 1,2,3 e 4, observou-se redução no IG entre 

uma e duas aplicações de fungicida. No material 5, esta diferença não foi 

significativa, apenas em relação à testemunha não tratada no florescimento. 

Uma vez que o acúmulo de micotoxina DON  é consequência da invasão do 

patógeno204 poderia se esperar uma associação positiva entre o índice de giberela e 

as concentrações de DON. Entretanto, essa associação é muito variável e bastante 

complexa. Correlação significativa entre as concentrações de DON e índice 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 correlação não significativa (0,55). 

Há relatos na literatura de associações significativas entre giberela e 

concentrações de DON como relatadas por Arseniuk et. al.205 e Mesterhazy et. al.191, 

e a ausência de associação significativa, conforme relatadas por Edwards et al.206 e 

Spolti et. al.112 em estudo no sul do Brasil, observaram que duas aplicações de 

fungicidas se mostrou a melhor medida no controle da doença. No entanto, a adoção 

de tal prática não se mostrou consistente quanto a redução da contaminação por 

micotoxinas nos grãos.  

Tibola e colaboradores15 observaram a mesma tendência de incidência de 

giberela e concentração de micotoxinas detectadas nas amostras de trigo quando 

compararam duas safras agrícolas, apesar de que os dados de severidade de 

giberela observados no campo e o acúmulo de micotoxinas nem sempre apresentam 

adequada correlação. 
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Figura 33. Índice de giberela em cada cultivar, quando tratados com uma aplicação 

de fungicida, duas aplicações de fungicidas  e a testemunha não tratada comparada 

às concentrações de DON. Médias com letras minúsculas iguais  não apresentam 

diferença estatística no índice de giberela quanto ao número de aplicações para um 

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

 

A ausência de associação significativa (-0,28) entre o rendimento e as 

concentrações de DON evidencia que não há correlação entre estas duas variáveis 

em estudo. Spolti et. al.112 observaram resultados semelhantes aos obtidos neste 
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estudo. As cultivares 2, 3 e 5 não diferiram estatisticamente da testemunha quando 

comparado o rendimento com um e dois tratamentos fungicidas. A cultivar 1 

apresentou maior rendimento quando tratada com uma aplicação de fungicida, 

enquanto a cultivar 4 apresentou maior rendimento quando recebeu dois 

tratamentos fungicidas (Figura 34). Embora o rendimento de grãos não tenha 

diferido estatisticamente entre os tratamentos para todos os genótipos testados, em 

média, foram colhidos 3,7 sacas/ha a mais quando se utilizou fungicida no 

florescimento. 
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Figura 34. Rendimento de cada cultivar com uma, duas ou sem aplicações de 

fungicidas. Médias com letras minúsculas iguais para uma mesma cultivar não 

diferem em rendimento pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). 

 

A complexidade do patossistema exige maior investigação, a ponto de se 

obter um melhor manejo da doença, assim como menor acúmulo de micotoxinas. O 

contínuo levantamento da incidência e severidade da giberela no campo, associado 

ao monitoramento da ocorrência de micotoxinas, são práticas fundamentais para 

balizar a adoção de estratégias de manejo adequadas, tais como aplicação ou não 

de fungicidas, escolha de cultivares com resistência à giberela e também ao 

acúmulo de micotoxinas, afim de minimizar os impactos negativos na cadeia 

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

Na ausência de níveis elevados de resistência dentro de variedades 

comerciais de trigo, a maioria das tentativas para controlar a giberela dependem de 

aplicação de fungicida.111 O uso de fungicidas durante o crescimento da cultura de 

trigo não garante a ausência de toxinas nos cereais colhidos.207 Além disso, há 

estreito período para a aplicação de fungicidas. Se esse período for perdido a 

infecção pode ocorrer, e assim, as aplicações posteriores do fungicida não evitarão 

a formação de DON.208 

Todas as amostras de grãos de trigo avaliadas neste ensaio apresentaram 

contaminação por DON em concentrações  de  até 198 µg kg-1. As concentrações 

encontradas estão todas em conformidade com a legislação brasileira vigente 

(Tabela 4). No ano de 2013, as condições climáticas foram favoráveis em termos de 

agricultura, especialmente para os cereais de estação fria.209 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 colaboradores8 relataram 

concentrações de DON que excederam os limites máximos tolerados pela legislação 

brasileira atual, em 47, de 119 amostras. 

Para a maioria dos tratamentos, foi observado redução das concentrações de 

DON em relação à testemunha não tratada. A utilização de fungicidas triazóis, 

benzimidazóis, e misturas de trizóis + estrobilurina, assim como triazóis, estrobilurina 

+ benzimidazóis reduziram as concentrações de DON comparado ao ensaio que não 

recebeu nenhum tratamento fungicida. Estes resultados estão em conformidade com 

resultados obtidos por Blandino et al.181 e Haidukowski et al.,210 que concluíram que 

fungicidas a base de triazol e imidazol são os mais eficientes para o controle da 

doença e diminuição das concentrações de DON. 

 Porém, a aplicação de fungicidas do grupo químico estrobilurinas  em mistura 

com fungicida carboxamida, nos tratamentos 10 e 11 não causou redução das 

concentrações de DON. Ambos tratamentos não diferiram significativamente da 

testemunha não tratada. No tratamento 10, as concentrações de DON foram 

numericamente superiores às concentrações de micotoxina na testemunha (Figura 

35). 
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Figura 35. Concentração de DON para cada tratamento fungicida e a testemunha 

não tratada. Médias com letras minúsculas iguais  não diferem quanto ao fungicida 

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

padrão médio entre as repetições. 

 

Siranidou e Buchenauer211 também estudaram o efeito de dois fungicidas do 

grupo químico estrobilurina.  Eles notaram que a aplicação de azoxistrobina reduziu 

os índices de giberela, embora a concentração de DON tenha sido semelhante ao 

do controle não tratado. Estudo conduzido por Cromey e colaboradores212  

obtiveram dados semelhantes a este estudo, onde a utilização dos fungicidas 

tebuconazole (Triazol) e carbendazim (Benzimidazol) reduziram significativamente 

as concentrações de micotoxinas. No entanto, quando se empregou azoxistrobina 

(Estrobilurina) as concentrações de micotoxinas não foram afetadas em comparação 

ao tratamento testemunha. Blandino e Reyneri108 observaram redução da 

concentração de DON com a utilização de fungicidas do grupo triazóis, os quais 

incluem Metconazol. 

Em contraste, outros estudos tem demonstrado que o uso de fungicidas 

estrobilurina podem resultar em aumento nas concentrações de DON em cereais.213 

Em pesquisa desenvolvida por Mesterházy et al.,214 foi observado um incremento 

nas concentrações de DON quando se fez tratamento com fungicida azoxistrobina 
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(Estrobilurina). Baturo-Cieśniewska et. al., 187 Zhang et al., 198 Pirgozliev et. al.,215 

Blandino et. al.216  e Blandino e Reyneri108  obtiveram resultados semelhantes. 

Em trabalho desenvolvido por Simpson et al.,111 a hipótese para justificar o 

aumento nas concentrações de DON com a aplicação de estrobilurina, é de que 

provavelmente devido a um aumento a infecção da espécie Fusarium, na sequência 

da redução da presença de Microdochium nivale, um patógeno que, ao contrário de 

outras espécies de Fusarium, está envolvido na sintomatologia da doença, mas que 

não é capaz de sintetizar DON.  Os autores sugerem que a remoção de fungos não 

produtores de toxina da espiga pode ter o efeito global de alívio da competição e 

levar ao aumento do estabelecimento de quaisquer agentes patogênicos produtores 

de toxinas que são menos sensíveis ao fungicida aplicado.  

O grupo de pesquisa de Wegulo217 também evidenciou  aumento nas 

concentrações de DON em tratamentos com fungicidas do grupo químico 

estrobilurinas. Porém, não tiveram evidências suficientes para explicar  tal fato. O 

grupo levanta a hipótese de que o fungicida causou um atraso no desenvolvimento 

da doença, permitindo o desenvolvimento dos grãos, que apresentaram peso 

superior, e por serem mais pesados ficaram retidos, enquanto aqueles não tratados, 

ficaram enrugados e leves, sendo expelidos na colheita. 

Tal hipótese foi discutida por Spolt e Del Ponte218 que explicaram o fato de 

não haver correlação positiva entre a redução dos níveis da doença a campo com 

menores valores de micotoxinas avaliadas em estudo realizado pelos mesmo, 

devido aos grãos giberelados de espigas tratadas com fungicida apresentar peso 

superior aos grãos giberelados sem tratamento. 

 A aplicação de fungicidas demonstrou ser eficaz na redução da doença, uma 

vez que todos os tratamentos apresentaram redução no IG comparado ao 

tratamento testemunha, que foi estatisticamente superior aos demais tratamentos 

com fungicidas (Figura 36). Em relação ao índice de giberela e as concentrações de 

DON, não foi observado correlação significativa (0,44). Ou seja, esse estudo sugere 

que nos menores índices da doença não estão necessariamente as menores 

concentrações de DON. 

Apesar de vários fungicidas reduzirem a gravidade da doença, contaminação 

por micotoxinas não está necessariamente relacionada com os sintomas visíveis da 

doença.219 Observações feitas por Tibola et al.8 estão em concordância com estes 
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resultados, onde afirmam que de uma forma geral não há uma correlação 

consistente entre níveis de grãos danificados por giberela e a concentração de 

micotoxinas. Segundo Paul et al.220 a relação entre grãos giberelados e 

concentração de tricotecenos é complexa e envolve fatores ambientais e 

agronômicos. 

O rendimento de grãos variou de  3996 kg ha-1 a 4809 kg ha-1 , ranqueando os 

tratamentos fungicidas em três grupos homogêneos pelo teste de Scott & Knott 

(p<0,05). Os tratamentos 2 e 3 foram os únicos incluídos no grupo de rendimento 

superior.  Não foi observada correlação das concentrações de DON com o 

rendimento (-0,10) (Figura 37).  Spolti et al.218  observaram que não houve 

consistência nos resultados de produtividade e redução de micotoxinas, o que pode 

estar relacionado à complexidade da interação de diversos fatores como o princípio 

ativo utilizado, o momento e número de aplicações, a tecnologia de aplicação, além 

da variabilidade da população local de F. graminearum e condições ambientais entre 

o florescimento e a colheita, as quais influenciam nas concentrações de micotoxinas. 

Não foi evidenciado associação significativa entre índices de giberela e 

rendimento, mostrando que não houve uma relação direta entre estas duas variáveis 

(Figura 38). 
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Figura 36. Índice de giberela e concentrações de DON para cada tratamento 

fungicida e a testemunha não tratada. 
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Figura 37. Rendimento de grãos e concentrações de DON para cada tratamento 

fungicida e a testemunha não tratada. 
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Figura 38. Rendimento de grãos e índice de giberela para cada tratamento fungicida 

e a testemunha não tratada. 
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A relação entre giberela e controle de micotoxinas não é consistente e parece 

ser muito dependente de uma complexa interação de fatores biológicos e 

ambientais.  

Pouco se sabe sobre os fatores complexos (por exemplo, fungicidas, 

competição de fungos, umidade e  fatores nutricionais) que podem influenciar a 

regulação da biossíntese de micotoxinas em grãos infectados.  

 

 

5.2.2 Amostras de trigo importado e destinado a exportação 
 

 

5.2.2.1 Amostras de trigo importado 
 

Contaminação por DON foi evidenciada nas cinco amostras de grãos de trigo 

importadas da Argentina através do Porto de Bahia Blanca, em concentrações que 

variaram de 289 µg kg-1  a 554 µg kg-1 , conforme pode ser  visualizado na Figura 39 

e no Apêndice 8. Estas concentrações são inferiores aos valores máximos 

estabelecidos pela legislação brasileira que estabelece de 1000 µg kg-1  para trigo 

integral e 3000 µg kg-1  para grãos de trigo para posterior processamento.114 
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Figura 39. Contaminação por DON em amostras de grãos 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-Domingues41 indicaram que, do total 

de amostras avaliadas, 88% das amostras de trigo importado da Argentina e do 

Uruguai apresentaram-se positivas quanto a presença de DON. A concentração 

média de DON foi 90 µg kg-1. Esses valores são inferiores aos encontrados neste 

estudo, cuja média foi 423 µg kg-1. 

Em vários estudos com trigo argentino a presença de micotoxinas tem sido 

evidenciada, sendo que a presença de DON é a micotoxina prevalecente.  No  

estudo de Quiroga e colaboradores,221  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 contaminação 

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.222 em 20 amostras de 

trigo argentino também indicou contaminação de todas as amostras com a 

micotoxina DON em concentrações que variaram de 58 a 1970 µg kg-1. 

Outros trabalhos que avaliaram trigo argentino também têm encontrado a 

micotoxina DON, no entanto com menor frequência que neste trabalho. O grupo de 

pesquisa de Lori223 em avaliação de duas  safras agrícolas evidenciaram 

contaminação 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.  Já 

em estudo realizado por Roigé e colaboradores224 constataram que 45% de 56 

amostras de trigo estavam contaminados com a micotoxina DON. 

DON tem sido detectada em vários outros estudos com trigo argentino. Como 

no trabalho realizado por Pacin e colaboradores225 que analisaram 60 amostras de 

trigo das quais 93,3% estavam contaminadas pela micotoxina DON, com valores 

mínimo e máximo de 100 µg kg-1 e 9250 µg kg-1, respectivamente. Em trabalho 

realizado por Dalcero e colaboradores226 com 40 amostras, também foi evidenciada 

a contaminação por DON em 80%, em concentrações entre 300 e 4500 µg kg-1. 

Outro estudo que relata a presenta de DON, foi o de  Pinto et al.227 com 19 amostras 

de trigo, sendo que 13 estavam contaminadas com DON entre 300 a 7000 µg kg-1. 

Gonzáles et al.228  também evidenciaram contaminação por DON em concentrações 

de 7 µg kg-1 a 2788 µg kg-1 em 85% de 120 amostras. 
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Em pesquisa mais recente realizada por Cendoya e colaboradores229 a 

contaminação com DON esteve presente em 24 das 25 amostras de trigo, e as 

concentrações  variaram de  50 µg kg-1 a 15141 µg kg-1, sendo que nove amostras 

de trigo atingiram valores superiores a 1000 µg kg-1, que é o valor máximo permitido 

pela legislação brasileira para a concentração de DON em trigo integral.114 

Estes estudos mostram a presença de DON em amostras de grãos de trigo 

argentino. Diferentemente deste estudo, no qual foi evidenciada contaminação por 

DON em todas as amostras, em alguns casos, não foi detectado a presença de 

nenhuma micotoxina, de acordo com os autores citados. 

 

 

5.2.2.2 Amostras de trigo para exportação 
 

Contaminação por micotoxinas foi  evidenciado em 100% das amostras de 

grãos de trigo tipo exportação analisadas (30 amostras), incluindo co-ocorrência de 

micotoxinas (Figura 40 e Apêndice 9).   

Co-ocorrência de micotoxinas foi observada em 97% das amostras de trigo 

analisadas. Contaminação por duas micotoxinas foi evidenciado em 70% das 

amostras, enquanto 7% e 20% das amostras apresentaram contaminação por 3 e 4 

micotoxinas, respectivamente. Das 12 micotoxinas monitoradas foi encontrada DON 

em 30 amostras (100%), FB1 em 8 amostras, FB2 em 13 amostras, ZEN em 21 

amostras e OTA em uma única amostra.  

As concentrações da micotoxina DON variaram de 663 a 1743 µg kg-1, com 

média de 1060 µg kg-1. Das 30 amostras em estudo, 14 apresentaram 

concentrações superior a 1000 µg kg-1, valor máximo permitido pela legislação 

brasileira a partir de 2017 para grãos de trigo.115,116 Das amostras destinadas à 

exportação, 8 apresentaram concentrações de DON acima o valores máximos 

tolerados pela legislação da Comunidade Européia (CE),230 que estabelece 

concentrações máximas de DON em  trigo de 1250 µg kg-1. 



   Discussão dos Resultados  102 

 

 

  

 

0

500

1000

1500

2000

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29

Desoxinivalenol

0

10

20

30

40

50

60

70

80

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29

Fumonisina B1

0

20

40

60

80

100

120

140

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29

Fumonisina B2

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29

Zearalenona

0

500

1000

1500

2000

2500

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Desoxinivalenol Zearalenona Fumonisina B1 Fumonisina B2 Ocratoxina

 

Figura 40. Contaminação por micotoxinas em 30 amostras de trigo para exportação 

no sul do Brasil. 
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Zearalenona foi determinada em 21 amostras em concentrações de até 166 

µg kg-1. Estes valores estão em concordância com a legislação nacional. OTA foi 

determinada em uma única amostra na concentração de 1,9 µg kg-1. Esta 

concentração atende as especificações da legislação brasileira, que estabelece 

como limite máximo tolerado a concentração de 20 µg kg-1 desta micotoxina em 

cereais para posterior processamento. 

Calori-Domingues et al.41  detectaram 94% de positividade para DON, com 

contaminação média 332 µg kg-1. Lamardo et al.231 detectaram DON em 33% das 

amostras com média de 753 µg kg-1, inferior as concentrações de DON 

determinadas no presente trabalho.  Grãos de trigo brasileiro foram avaliados em 

outros trabalhos desenvolvidos por Santos et al.,232 Furlong et al.,233 Tibola et al.,8 

Furlong et al.,234 Santos et al.235 e Del Ponte et al.236  Estes trabalhos também 

evidenciaram a presença 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 presença de 

fumonisinas. No presente trabalho estas micotoxinas foram encontradas em 18 das 

30 amostras de trigo analisadas. Destas, 8 apresentaram contaminação por FB1 em 

concentrações de 66 µg kg-1  a 72 µg kg-1, enquanto FB2 foi detectada em 15 

amostras, em concentrações de até 101 µg kg-1. Não há limites máximos 

estabelecidos na legislação brasileira quanto à presença de fumonisinas em trigo. 

Em busca na literatura, não foi encontrado nenhum outro relato da detecção e 

determinação destes compostos em trigo brasileiro, evidenciando ser este o primeiro 

trabalho a relatar. 

Marin et al.237  concluíram que o motivo para pouca incidência ou ausência de 

fumonisinas em trigo e cevada possa ser microflora concorrentes (que são bastante 

diferentes no milho, onde há bastante incidência) e estes podem inibir a síntese das 

fumonisinas por Fusarium isolados, ou podem degradar a micotoxina tão logo que 

esta é produzida. Além disso, um ou vários componentes nutricionais do trigo 

poderiam agir como inibidores de biossíntese de fumonisina, ou um componente 

presente apenas no milho pode ter a capacidade para a iniciação da biossíntese da 

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

outras partes do mundo. Nos Estados Unidos, Busman et al.238 estudaram 43 

amostras de trigo. Na maioria das amostras (34), as concentrações das três 

fumonisinas (FB1, FB2 e FB3) estavam abaixo do limite de quantificação (1 µg kg-1). 

Três amostras apresentaram concentrações elevadas de fumonisinas (4500 µg kg-1). 

No Irã, Chehri et al.239 avaliaram 84 amostras de trigo, sendo FB1 foi 

detectada em 56 amostras, variando 15 a 155 µg kg-1, FB2 em 35 amostras variando 

12 a 86 µg kg-1 e FB3 em 26 amostras variando 13 a 64 µg kg-1. Na Sérvia, Stanković 

et al.240 investigaram 103 amostras ao longo de dois anos, que  foram todas 

positivas quanto a presença de micotoxinas. FB1 foi determinada em 82,1% e 92,0% 

de todas as amostras com intervalos de 750 µg kg-1 a 5400 µg kg-1 e 750 µg kg-1 a 

4900 µg kg-1. A ocorrência simultânea com ZEN e DON também foi relatada pelos 

autores, se assemelhando a resultados obtidos neste estudo. Porém, as 

concentrações de fumonisinas foram superiores as aqui determinadas. 

A presença de fumonisinas também foi evidenciada em trabalho realizados na 

Espanha por Castellá et al.,241 na Itália por Cirillo et al.,242 no Japão por Kushiro et 

al.,243 na Argentina por Palacios et al.244 Em estudo mais recente, também na 

Argentina, 93% das amostras avaliadas por Cendoya et al.,229 apresentaram 

contaminação por fumonisinas, com níveis variando, de 16 a 680 µg kg-1  em trigo 

comum e 0,15 a 1304 µg kg-1 em amostras de trigo duro.  

Métodos não cromatográficos podem produzir resultados falsos positivos.245 

Por este motivo, Palacios et al.244 ressaltam que a  descoberta de fumonisinas em 

trigo e produtos a base de trigo é bastante questionável, o que requer uma avaliação 

cuidadosa dos métodos analíticos utilizados e uma confirmação por um método 

apropriado. Destaca-se que durante este estudo, todas as amostras foram 

realizadas com repetições, utilizando cromatografia hifenada a espectrometria de 

massas sequencial. Além disto, o método cromatográfico foi validado conforme 

todas as figuras de mérito, conforme discutido no item 5.1 deste trabalho . 

No entanto, mais estudos são necessários para analisar todas as micotoxinas 

que têm impacto na saúde humana e animal em um grande número de produtos de 

trigo disponíveis, afim de desenvolver estratégias de gestão adequadas. 

 

 



   Discussão dos Resultados  105 

 

 

  

5.2.3 Amostras de trigo e seus subprodutos do processo de moagem 
 

A micotoxina DON foi encontrada em 100% das amostras em concentrações  

de 165 a 990 µg kg-1.  Esta micotoxina foi avaliada em grãos antes e após etapa de 

limpeza. Em alguns casos, foi observado redução da concentração da micotoxina, 

em outras amostras, as concentrações de DON foram similares antes e após etapa 

de limpeza (Figura 41 e Apêndice 10). Masson e Cecatto246 obtiveram resultados 

distintos deste estudo. Os autores observaram redução nas concentrações de DON 

após a etapa de limpeza. 

Nas amostras de grãos limpos, foram avaliados 12 micotoxinas. Além de 

DON, contaminação por FB1 (2 amostras), FB2 (1 amostra) e ZEN (7 amostras) 

foram constatadas (Figura 42). Após moagem, foram obtidas duas frações, a farinha 

branca e o farelo, que novamente foram analisadas quanto a presença de 12 

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

remoção de impurezas.  
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Figura 42. Micotoxinas em grãos de trigo após a etapa de limpeza e antes da 

moagem. 
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Figura 43. Concentração de DON nas frações obtidas dos grãos de trigo após a 

moagem: farinha branca e farelo. 

 

 



   Discussão dos Resultados  107 

 

 

  

Tabela 22. Concentração de micotoxinas determinadas na fração farelo. 

Micotoxinas (µg kg-1) 

 Desoxinivalenol Fumonisina B1 Fumonisina B2 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 detecção (não detectado) 
<LOQ = menor que o limite de quantificação do método (50 µg kg-1) 

 

Na fração da farinha branca, pode ser notado uma redução nas 

concentrações de DON.  A amostra 20 apresentou redução cerca de 90% da 

concentração de DON na farinha, comparado ao valor contido no grão (538 µg kg-1) . 

Por outro lado, a amostra 10 apresentou menos de 20% de redução na 

concentração, ou seja, a concentração de DON na farinha foi de 81,6% da 

concentração da micotoxina no grão (Figura 44). 

Na fração farelo, foi observado o oposto. As concentrações de DON foram 

superiores àquelas de DON encontradas no grão, variando de 122,5% a 458,7% em 

comparação com  a concentração inicial no grão. Dados semelhantes foram obtidos 

por Lancova et al.247   

Além disto, micotoxinas como as fumonisinas e zearalenona, que não haviam 

sido determinadas em certas amostras, ou seja, estavam presentes no grão em 

concentrações abaixo do limite de detecção do método, após o processamento, 
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passaram a ser detectadas no farelo, demonstrando que ocorre concentração das 

micotoxinas nesta fração. 

Samar e colaboradores248 avaliaram as concentrações de DON em trigo e em 

suas frações após a moagem. Os autores relatam que concentrações superiores de 

DON foram encontradas em farelo (4680 μg kg-1) em relação ao grão (1928 μg kg-1). 

Já na farinha branca foram determinadas as menores concentrações de 

contaminação (994 μg kg-1). 
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Figura 44. Porcentagem da concentração de DON comparado a contaminação 

inicial do grão: (a) Na fração farelo; (b) Na fração farinha. 

 

(a) 

(b) 



   Discussão dos Resultados  109 

 

 

  

Os resultados obtidos por Thammawong et al.249
 indicam que a distribuição de 

desoxinivalenol e nivalenol em trigo e seus subprodutos da moagem pode ser 

influenciada pelo nível de contaminação do grão original, sendo que este processo 

nem sempre é eficaz para a remoção de toxinas a partir de grãos de trigo. 

Ríos et al.250 sugerem duas hipóteses que poderiam explicar esta diferença 

na distribuição de DON. Uma seria devido a friabilidade mais elevada das camadas 

exteriores das amostras mais contaminadas ou então, devido a uma quantidade 

mais elevada de toxina no endosperma dos grãos.  

No entanto, os fatores que causam a variabilidade na redução das 

concentrações de micotoxinas não foram completamente determinados.251 A alta 

concentração de micotoxinas no farelo pode indicar a presença de toxinas na parte 

externa do grão.247  Tecidos periféricos, tais como o pericarpo, são as partes do grão 

primeiramente colonizadas pelos fungos e, muitas vezes contaminadas por micro-

organismos252 

Nowicki  e colaboradores253 afirmaram que a distribuição de DON nas frações 

de grãos de trigo moído é dependente do grau de penetração fúngica no 

endosperma do grão e que esta suscetibilidade é dependente da variedade da 

planta. Os autores verificaram que quando a penetração era baixa, maiores níveis 

de infecção e DON eram encontrados na superfície do grão e consequentemente 

baixas concentrações de DON na farinha. 

Tal como na limpeza, no processo de moagem não existe etapa que degrade 

as  micotoxinas. No entanto, estas toxinas podem ser redistribuídas e concentradas 

em determinadas frações de moagem. 

A moagem reduz a concentração das micotoxinas nas frações utilizadas para 

consumo humano mas, concentra-se em frações comumente usadas como ração 

animal. No entanto, estas frações podem representar promissores ingredientes 

alimentares como fonte de fibras, comumente utilizados em dietas. 

 

 

5.2.4 Avaliação 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 

contaminação por DON e ZEN (Figura 45, Apêndice 11 e Apêndice 12).  
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Figura 45. Comparação de médias pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade de 

erro para presença da micotoxina DON em amostras de farinha de trigo. Letras 

maiúsculas indicam diferença estatística entre locais de coleta, enquanto que letras 

minúsculas indicam diferença estatística entre amostras oriundas do mesmo local. A 

barra de erro representa o desvio padrão médio da médio entre as repetições. 

 

Concentrações de DON de 53  a 1754 μg kg-1 foram encontradas nas 

amostras coletadas na cidade de Cruz Alta, assim como ZEN foi detectada em todas 

amostras. Diferença estatística entre as concentrações de DON foi verificada entre 

os meses de coleta. A média das concentrações de DON foi superior nas amostras 

coletadas nos meses de abril e junho, formando um grupo homogêneo pelo teste 

Scott Knott a 5% de probabilidade de erro. As menores concentrações de DON 

foram evidenciadas nos meses de agosto, outubro e dezembro de 2013, sendo que 

as médias de concentração não apresentaram diferença estatística. Porém, no mês 

de agosto houve menor variação nas concentrações da micotoxina DON comparado 

as concentrações determinadas no mês de dezembro. O mês de agosto, apresentou 

média de concentração de DON  superior aos demais meses (816 μg kg-1). 

Já, na cidade de Santa Maria, as amostras coletadas apresentaram 

contaminação por DON que variaram de 134 μg kg-1 a 1834 μg kg-1. Foi evidenciado 

diferença estatística para as médias de concentração de DON entre os meses de 
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coleta.  Os meses de abril, junho e agosto formaram o primeiro grupo homogêneo 

formado pelo teste estatístico Scott Knott. A presença da micotoxina ZEN também 

foi detectadas em todas as amostras de farinha, em concentrações inferiores ao 

LOQm (50 μg kg-1). 

Houve diferença estatística nas concentrações de DON entre os locais de 

coleta.  A média das concentrações de DON nas amostras coletadas nos meses de 

junho e dezembro de 2013 não diferirem estatisticamente entre os locais de coleta. 

Já, os meses de abril, agosto e outubro, a média das concentrações nas farinhas 

coletadas na cidade de Cruz Alta, foram estatisticamente inferiores comparadas 

àquelas coletadas na cidade de Santa Maria. Estas informações podem ser 

visualizadas mais detalhadamente na Figura 45.  A coleta realizada no mês de 

dezembro de 2013 se caracterizou por apresentar as menores concentrações de 

DON, tanto nas amostras provenientes da cidade de Cruz Alta quanto naquelas de 

Santa Maria.  

A legislação brasileira  prevê que em 2017 as concentrações máximas de 

DON em farinha de trigo sejam de 750 µg kg-1.114,115 Considerando os valores de 

referência da legislação vigentes no período de desenvolvimento desta pesquisa 

(1750 µg kg-1 de DON para farinha de trigo), apenas duas amostras não estavam em 

conformidade com a legislação brasileira. Porém, ao comparar os dados obtidos 

com os valores estabelecidos para  2017, o número de amostras não conformes 

aumenta para 8 amostras. 

A contaminação por DON depende das condições meteorológicas, da cultivar, 

da aplicação ou não de fungicidas, do local de cultivo, dentre outros, conforme 

discutido em tópicos anteriores. A variação destes parâmetros, podem propiciar 

condições mais ou menos favoráveis à produção de micotoxinas. 

Consequentemente, podem causar variações nas concentrações de DON a cada 

lote, a cada safra, o que  justifica as diferenças observadas neste estudo entre 

amostras de farinha, assim como entre as coletas destas. 

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

observado em trigo brasileiro nos últimos anos.41,231,254  Em análise realizada por 

Mallmann et. al.255 em 297 amostras de farinhas de trigo provenientes da região sul, 

destinadas ao consumo humano, 74 (24,91%)  estavam contaminadas com DON, 

com concentração de 603 µg kg-1 e máximo de 8504 µg kg-1. Baraj e Furlong256 
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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 concentrações de 128 e 323 µg kg-1.  Já, o estudo de Araújo et al.257 

em  78 de amostras de trigo provenientes de fábricas e armazéns de todo Brasil 

apresentaram contaminação por DON em 27 (34,61%) com concentração média e 

máxima de 284 µg kg-1 e 794 µg kg-1, respectivamente. 

O percentual de amostras contaminadas nos estudos citados anteriormente 

foi menor do que os obtidos neste trabalho, o qual evidenciou contaminação de  

100% das amostras. No entanto, além do fato da contaminação por DON ser 

dependente de diversos fatores, pode-se destacar que em alguns casos, o limite de 

detecção era de 200 µg kg-1 para DON, ou seja, quatro vezes maior que o limite de 

detecção do método empregado neste estudo. Isto ressalta a necessidade da 

utilização de métodos analíticos com maior detectabilidade e confiança. 

 

 

5.2.5 Amostras de milho para exportação 
 

A co-ocorrência de micotoxinas afeta a toxicidade dos grãos contaminados 

resultando em efeitos sinergéticos. Figueira et al.258 ressaltam que a incidência de 

micotoxinas em milho, tanto no Brasil como em outras partes do mundo, costuma 

ser alta e variada, pois este é um produto muito suscetível à contaminação fúngica.  

Co-ocorrência de micotoxinas foi evidenciada. DON, ZEN, FB1 e FB2 e AFLA 

B1 foram encontradas nas amostras de milho analisadas (Figura 46 e Apêndice 13). 

Do total de 30 amostras avaliadas neste estudo, em 21 amostras DON foi detectada 

em concentrações inferiores ao LOQm (50 µg kg-1) enquanto nas outras 9 amostras, 

a média da concentração DON foi de 92 µg kg-1. ZEN foi detectada em 

concentrações inferiores ao LOQm (50 µg kg-1)  e fumonisinas em valores que 

variaram de 142  a 1468 µg kg-1 para FB1 e 84 a 878 µg kg-1 para FB2. Estes valores 

são inferiores aos estabelecidos pela legislação brasileira quanto a presença de 

DON, ZEN e fumonisinas em milho.  
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Figura 46. Ocorrência de micotoxinas em amostras de grãos de milho destinadas à 

exportação, coletadas no ano de 2013. 
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AFLA B1 foi detectada em todas as amostras de grãos de milho,  em 

concentrações de até 722 µg kg-1. AFLA B2 foi detectada em 9 amostras em 

concentrações de até 82 µg kg-1 e AFLA G1 em 7 amostras variando de 

concentrações de 2,4 a 1334 µg kg-1 (Apêndice 13). Em 5 amostras, a soma das  

concentrações de aflatoxinas foi superior aos valores estabelecidos pela legislação 

brasileira (20 µg kg-1 para milho em grãos), sendo elas: amostra 5 (54 µg kg-1), 

amostra 8 (2137 µg kg-1), amostra 21 (23 µg kg-1) e amostra 30 (20 µg kg-1). A 

amostra 8 apresentou valores cerca de 100 vezes maiores que aquelas permitidas 

quanto a presença de aflatoxinas em grãos de milho. 

De acordo com IARC71, existe evidência suficiente de que a mistura de todas 

as aflatoxinas produzidas naturalmente (AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2) é carcinogênica 

para os seres humanos. A co-ocorrência de DON e aflatoxina pode aumentar a 

carcinogenicidade da aflatoxina, apesar de DON não apresentar risco à indução de 

câncer. Estima-se que cerca de 35% dos casos de câncer em seres humanos 

estejam diretamente relacionados à dieta, e a presença de aflatoxinas em alimentos 

é considerada um fator importante na produção de câncer hepático, principalmente 

em países tropicais.259  

A ocorrência de micotoxinas em milho e produtos a base de milho no Brasil 

tem sido reportada por vários autores, principalmente em se tratando de aflatoxinas 

e fumonisinas.259–264  Comparado com outros grãos, a contaminação por fumonisinas 

em milho não é apenas mais frequente, como também apresenta esta toxina em  

maiores concentrações.265–267 Tal afirmação corrobora com os dados obtidos neste 

estudo, em que foi determinada a presença de fumonisinas em todas as amostras 

de milho, em concentrações que variaram de 142 a 1568 µg kg-1 para FB1 e 83 a 

878 µg kg-1 para FB2. A legislação brasileira estabelece o limite máximo tolerável de  

5000 µg kg-1 de fumonisinas em grãos de milho para posterior processamento. Desta 

forma, todos as amostras de grãos de milho avaliadas estão em conformidade 

quanto a presença de fumonisinas.  

A pesquisa de Kawashima  et al.264 também evidencia a alta incidência de 

fumonisinas e aflatoxinas. Os autores evidenciaram FB1  em 94,6% das amostras em 

concentrações variando de 20 a 8600 µg kg-1. Co-ocorrência com AFLA B1 em 

concentração máxima de 20 µg kg-1.  Caldas  e Silva268 também evidenciaram 
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contaminação por FB1 e FB2  em 80,7 e 71,6% de 208 amostras avaliadas, 

respectivamente. 

Aflatoxinas foram determinadas no estudo de Machinski et al.,263 cujas 

concentrações encontradas variaram de 6 a 1600 µg kg-1. Assim no presente estudo, 

amostras de milho excederam os limites máximos tolerados pela legislação brasileira 

para a cultura (20 µg kg-1). No mesmo estudo, os autores determinaram OTA em 2 

amostras (206 e 128 µg kg-1) e zearalenona em uma amostra (4640 µg kg-1). Neste 

trabalho estas micotoxinas também foram monitoradas, mas não foram detectadas 

em nenhuma das amostras em estudo. 

A presença de fumonisinas em amostras de milho também têm sido relatada 

em inúmeros trabalhos, como nos desenvolvidos por Yamagushi et al.269 em 

amostras do Paraná, Hirooka et al.270 em amostras oriundas de Goiás,  Paraná e 

Mato Grosso do Sul,  Orsi et al.271 em amostras de São Paulo, Mallmann et al.272 em 

amostras no Rio Grande do Sul. Estes trabalhos determinaram fumonisinas em 

concentrações superiores aos estabelecidos pela legislação brasileira para esta 

micotoxina em grão de milho, sendo encontrada concentrações de 12600 µg kg-1 de 

FB1 e 10400 µg kg-1 de FB2, como relatados por Yamagushi e colaboradores.269 

Esses valores são superiores ao dobro da concentração máxima tolerada pela 

legislação brasileira. 

Aflatoxinas também têm sido determinadas com frequência em amostras de 

milho oriundas diversas regiões do Brasil, assim como de países vizinhos, como nos 

estudos realizados por Caldas et al.259 em amostras no Distrito Federal, Farias et 

al.273 em amostras do Paraná, Goiás, Mato Grosso do Sul, Argentina e Paraguai, 

Hennigen e Dick274  em amostras do Rio Grande do Sul, Ramos et al.275 em 

amostras de Goiás, Salay e Mercadante276 em amostras do Rio Grande do Sul, 

Paraná, Mato Grosso do Sul e Goiás. Concentrações de aflatoxinas na ordem de 50 

vezes superiores aos estabelecidos pela legislação brasileira (906 µg kg-1)  foram 

relatados por  Hennigen e Dick.274  

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

estudo realizado por Prado et al,277 onde cerca de 6% de milho  apresentou 

contaminação variando de 102 a 542 µg kg-1. Esses valores são superiores aos aqui 

reportados. 
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5.2.6 Amostras destinadas à ração animal 
 

Co-ocorrência de micotoxinas foram evidenciadas em todas as amostras de 

grãos de milho (Figura 47 e Apêndice 14) e de quirera de milho (Figura 48 e 

Apêndice 17).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 47. Concentração de micotoxinas presentes em amostras de grãos de milho 

utilizadas como matéria prima para fabricação de ração animal. 
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Figura 48. Concentração de micotoxinas presentes em amostras de quirera de milho 

utilizadas como matéria prima para fabricação de ração animal. 
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Foram determinadas aflatoxinas (B1+B2+G1+G2) e fumonisinas (B1+B2) em 

todas as amostras de grãos e quirera de milho. DON foi determinada em 100% das 

amostras de grãos de milho e em 75% das amostras de quirera de milho, enquanto 

ZEN foi determinada em 65% e 85% de amostras de grão e quirera de milho, 

respectivamente. 

Em grãos de milho destinados à ração animal, as concentrações de FB1 

variaram entre 92 e 1517 μg kg-1 com concentração média de 612 μg kg-1. As 

concentrações de FB2  variaram de 64 a 927 μg kg-1 com concentração média de  

356 μg kg-1. Nas amostras de quirera de milho as concentrações encontradas de FB1 

variaram de 92 a 1096 μg kg-1, com concentração média de 510 μg kg-1 e de FB2 64 

a 619 μg kg-1, com concentração média de 327 μg kg-1. Todos estes valores são 

inferiores aos estabelecidos pela legislação brasileira quanto à presença de 

fumonisinas em grãos de milho para posterior processamento. 

Conforme relatado por Soriano e Dragacci,278 Silva et al.,266 e Rodriguez-

Amaya e Sabino,279 a distribuição de fumonisinas é generalizada. Em comparação 

com outros grãos, a contaminação do milho por fumonisinas não é só a mais 

frequente, mas também apresentam as maiores concentrações de toxina.  

Geralmente as  concentrações de FB1 são superiores às concentrações FB2 e FB3. 

As concentrações de fumonisinas determinadas no estudo estão em acordo com tal 

afirmação.  

Os resultados obtidos nesta pesquisa com relação a frequência e faixa de 

contaminações de FB1 e FB2 em milho, são comparáveis aos estudos realizados por  

Moreno et al.280  com amostras de milho no Brasil, no qual os autores evidenciaram 

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

em 98,9% das amostras da safra de 2004. Sydenham et al.281 relataram uma 

incidência de fumonisinas em vários produtos a base de milho nos EUA, na África do 

Sul, em Gana, na Argentina e em Honduras. 

Aflatoxinas foram determinadas em todas as amostras de grãos e quirera de 

milho neste estudo.  Em grãos de milho, contaminação por AFLA B1, AFLA B2, AFLA 

G1 e AFLA G2  foram determinadas respectivamente em 100%, 30%, 10% e 45% das 

amostras analisadas. Em amostras de quirera de milho, a contaminação por AFLA 

B1, AFLA B2, AFLA G1 e AFLA G2  foram   verificadas em 100%, 45%, 20% e 35% 

das amostras, respectivamente. 
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Duas amostras de grãos e uma amostra de quirera de milho excederam os 

limites máximos estabelecidos pela ANVISA, apresentando concentrações totais de  

aflatoxinas (B1+ B2 + G1 + G2) de 26; 35 e 62 μg kg-1 respectivamente. 

Sassahara et al.282 também avaliaram a presença de aflatoxinas em 272   

amostras a base de milho destinadas a nutrição animal coletadas no Paraná. 

Destas, 17 amostras apresentaram contaminação por aflatoxina, sendo que destas, 

8 amostras estavam em concentrações acima dos limites permitidos pela legislação 

brasileira.  

Resultados de Santurio283 no Rio Grande do Sul, com cerca de 15600 

amostras de alimentos destinados principalmente ao consumo animal, evidenciaram 

contaminação por aflatoxinas em 41,9% das amostras de milho e em  36,9% das 

amostras de ração destinadas ao consumo animal.  

A ingestão de rações contaminadas com AFLA B1 e AFLA B2 por mamíferos, 

pode ocasionar o aparecimento no leite de metabólitos hidroxilados e também 

tóxicos, a aflatoxina M1 e a aflatoxina M2 (micotoxinas do leite).284 Assim, quando o 

gado leiteiro consome ração contaminada com aflatoxinas precursoras, há 

degradação parcial destas no rúmem e o animal pode se intoxicar ou transmitir as 

micotoxinas através do leite.285–287  

O presente estudo também avaliou a presença de outras toxinas de Fusarium, 

em que DON foi encontrada em todas as amostras de grãos de milho em 

concentrações de até 668 μg kg-1 e em 65% das amostras de quirera de milho em 

concentrações de até 564 μg kg-1. Tais concentrações de DON não excederam os 

limites máximos estabelecidos pela ANVISA.  

A presença de ZEN foi evidenciada em 55% das amostras de milho com 

concentração máxima de 493 μg kg-1, assim como em 65% das amostras de quirera 

de milho com concentração máxima de 424 μg kg-1. Os valores estabelecidos pela 

legislação brasileira quanto a presença da micotoxina ZEN ainda não estão em 

vigor.115 Porém, duas amostras de grãos de milho (405 e 495 μg kg-1) e uma 

amostra de quirera de milho (424 μg kg-1) apresentaram valores superiores ao qual a 

legislação brasileira restringirá, que é de 400 μg kg-1 para grãos de milho para 

posterior processamento. 

Souza et al.288 avaliaram 119 amostras de milho e ração animal quanto a co-

ocorrência de micotoxinas, dentre as quais, destaca-se os analitos que também 
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foram monitorados e detectados neste estudo: aflatoxinas (B1, B2, G1, G2), 

fumonisinas (B1 e B2), ZEN e DON.  A maioria das amostras, assim como no 

presente trabalho, apresentaram contaminação com mais do que uma micotoxina, 

sendo que todas as amostras apresentaram contaminação com fumonisinas.  Ono et 

al.289 também evidenciaram a co-ocorrência natural de fumonisinas e aflatoxinas em 

150 amostras de grãos de milho do Paraná. 

Scudamore et al.290 em estudo com 330 amostras de ingredientes para 

rações, onde o milho apresentou maior co-ocorrência de micotoxinas, semelhante 

aos dados obtidos neste estudo. Concomitância de micotoxinas foi relatada no 

estudo de Vargas et al.291 em 214 amostras de milho de diferentes regiões do Brasil. 

O autor reporta a ocorrência de AFLA B1, ZEN e FB1 em 38,3%, 30,4% e 99,1% das 

amostras, respectivamente.  

Outros estudos também relataram a co-ocorrência de micotoxinas em 

produtos destinados a alimentação animal, como relatados por  Labuda et al.,292 

Griessler et al.,293 Almeida et al.,294 Driehuis et al.,295 Monbaliu et al.,296 Scudamore 

et al.297  e Rafai et al.298 A frequente  co-ocorrência de micotoxinas reforça  a 

importância da realização de monitoramentos utilizando métodos multimicotoxinas. 

 

 

5.2.7 Amostras de farinhas de milho coletadas em supermercados 
 

Co-ocorrência por micotoxinas foi evidenciada tanto nas amostras de farinha 

de milho coletadas na cidade de Cruz Alta (Figura 49 e Apêndice 16) quanto aquelas 

coletadas na cidade de Santa Maria (Figura 50 e Apêndice 17). DON, ZEN, FB1, FB2  

foram encontradas em amostras de ambos os locais, enquanto contaminação por  

AFLA B1 foi encontrada somente em amostras coletadas na cidade de Santa Maria.  
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Figura 49. Co-ocorrência de micotoxinas em amostras de farinha de milho coletadas na 

cidade de Cruz Alta – RS. Letras minúsculas indicam diferença estatística entre os meses 

de coleta para ocorrência de determinada micotoxina. A barra de erro representa o desvio 

padrão médio da média entre as coletas realizadas no mês. 

b

a

a

a

c

b

b

b

c

a

a

b

b

c

b

a

b

b
b

c

c
c

a

0

100

200

300

400

500

600

700

800

Desoxinivalenol Aflatoxina B1 Fumonisina B1 Fumonisina B2 Zearalenona

C
o

n
ce

n
tr

aç
ão

 (
µ

g 
kg

-1
)

Micotoxina

Abril

Junho

Agosto

Outubro

Dezembro

 

Figura 50. Co-ocorrência de micotoxinas em amostras de farinha de milho coletadas na 

cidade de Santa Maria – RS. Letras minúsculas indicam diferença estatística entre os meses 

de coleta para ocorrência de determinada micotoxina. A barra de erro representa o desvio 

padrão médio da média entre as coletas realizadas no mês. 
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Fumonisinas foram evidenciadas em todas as amostras. Diferença estatística 

entre as concentrações de fumonisinas nas diferentes coletas foi observada. 

Concentrações significativamente diferentes de  micotoxina FB1  durante todos os 

meses de coleta foram observados para as amostras coletadas na cidade de Cruz 

Alta. A média das concentrações de fumonisinas foram significativamente inferiores  

nas amostras coletadas no mês de dezembro em ambas as cidades em estudo. Os 

maiores valores foram encontrados no mês de outubro na cidade de Cruz Alta e em  

Santa Maria no mês de abril.  

Nas amostras provenientes da cidade de Cruz Alta, a concentração máxima 

determinada de FB1+ FB2 foi de 1245,6 µg kg-1. Valores superiores a estes foram 

determinados nas amostras coletadas na cidade de Santa Maria, com 

concentrações de até 2047 µg kg-1 de FB1+ FB2. A legislação brasileira, estabelece 

concentrações máximas de fumonisinas de até 1500 µg kg-1. Estes valores entrarão 

em vigor somente a partir de 2017. Desta forma, apenas uma amostra coletada na 

cidade de Santa Maria não 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 

concentrações de até de 534 µg kg-1 (Santa Maria) e 298 µg kg-1 (Cruz Alta).   

ZEN foi determinada em 38% das amostras coletadas em Santa Maria em 

concentrações de até 630 µg kg-1 Já na cidade de Cruz Alta, 36% das amostras 

apresentaram contaminação pela micotoxina ZEN e os valores determinados foram 

de até 72 µg kg-1. Em 2017 entrará em vigor o valor máximo tolerado para produtos 

e subprodutos à base de milho, que será de 150 µg kg-1. Considerando estes 

valores, duas amostras coletadas na cidade de Santa Maria apresentaram valores 

superiores a estes (208 e 630 µg kg-1), enquanto as amostras coletadas na cidade 

de Cruz Alta se apresentaram em conformidade com tal legislação quanto a 

presença de ZEN.  

A presença de aflatoxinas foi determinada em três amostras coletadas na 

cidade de Santa Maria, com valor médio de 1,4 µg kg-1. O valor máximo permitido 

pela legislação brasileira para aflatoxinas e farinhas de milho é  de 20 µg kg-1. 

Portanto, tais amostras estão em conformidade com a legislação em vigor. 

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

comércio da cidade de Recife-PE, durante o período de 1999 a 2001, encontrou 
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contaminação por FB1 em 71 das 74 amostras analisadas em concentrações, 

variando de 20 a 8600 μg kg-1.264 Em levantamento realizado na cidade de 

Campinas – SP299 e São Paulo - SP300 os níveis de FB1 encontrados também foram 

elevados. Os valores reportados foram de 2290 µg kg-1 e 5200 µg kg-1, 

respectivamente. 

Estudo no Paraná, conduzido por Almeida-Ferreira et. al.301, foram coletadas 

amostras comerciais de milho (gritz), trigo e pipoca, entre 2007 e 2008, sendo que 

foi observado contaminação por ZEN apenas em amostras de gritz de milho (64 μg 

kg-1).  Resultado similar quanto as concentrações de ZEN foi encontrado na Bulgária 

por Manova e Mladenova.302 No mesmo estudo, os autores relataram contaminação 

por fumonisinas em 94,7% das amostras de milho analisadas.  

Tendo como objetivo conhecer o grau de contaminação de alimentos 

consumidos pela população de Pirassununga e São Paulo, Bordin et al.303  

coletaram nas casas de moradores, 120 amostras de farinha de milho e produtos 

derivados. FB1 foi encontrada em amostras de farinha de milho em uma 

concentração média de 475 µg kg-1.  Essa concentração é semelhante a relatada 

neste estudo, e também está em conformidade com as normas que entrarão em 

vigência a partir de 2017. 

Outros estudos obtiveram resultados semelhantes. O grupo de Rocha,304 

pesquisou a contaminação por fumonisinas e aflatoxinas em amostras de milho 

oriundas de 4 regiões brasileiras. A contaminação com FB1 foi observado em 98% 

da amostras de milho recém colhidas (196 amostras) e contaminação com FB1 + FB2 

em 74,5% (149 amostras). Das amostras oriundas do Rio Grande do Sul, 100% 

destas apresentaram contaminação por FB1.  

Ferreira et al.305 analisaram produtos de milho consumidos em Minas Gerais 

verificaram que todas as marcas de fubá analisadas apresentaram contaminação, 

com valores que  variaram entre 0,04 μg kg-1 e 1,6 μg kg-1 para aflatoxinas e entre  

55 e 985 μg kg-1 para fumonisinas. Estes valores são próximos aos valores 

encontrados neste estudo. 

Machinsky e Soares306 avaliaram 81 alimentos à base de milho 

comercializados na cidade de Campinas, SP, e detectaram contaminação com as 

FB1 em 40 e FB2 em 44 amostras. Por outro lado, Scaff e Scussel307 analisaram a 

incidência de FB1 e FB2 em farinha de milho, em milho de pipoca e em canjica, 
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comercializados em Santa Catarina, e verificaram fumonisinas 92,68% das amostras 

analisadas. Em estudo mais recente (2014), Peluque et al.308 analisaram 104 

amostras de misturas de cereais. Oitenta e oito amostras (83,8%) estavam 

contaminadas com FB1.  

No que tange à presença de tricotecenos, Milanez et al.309 avaliaram 78 

amostras e evidenciaram traços de DON em uma amostra. No presente estudo tal 

micotoxinas foi detectada em praticamente metade das amostras analisadas em 

concentrações inferiores ao permitido pela legislação. 

Segundo Cruz310, os produtos de milho como a  farinha, são obtidos a partir 

do processo de moagem do milho a seco, no qual o endosperma, o pericarpo e o 

gérmen do milho são separados por meio mecanizado e o pericarpo se transforma 

em um resíduo farináceo, utilizado principalmente para alimentação animal. O 

pericarpo é a parte mais externa do grão e, por possuir estrutura mais rígida, 

constitui barreira física contra a entrada de fungos no endosperma, podendo 

contribuir para redução das concentrações de micotoxinas nos produtos 

processados em relação aos grãos inteiros. Essa pode ser uma possível explicação 

para as baixas concentrações das micotoxinas detectadas nos produtos analisados 

no presente trabalho. Corroborando com esse argumento, Scudamore e Patel311 

observaram que uma limpeza inicial das amostras de milho realizada após moagem 

dos grãos permitiu redução de 40% na concentração de aflatoxinas e de 32% de 

fumonisinas em relação aos valores iniciais observados nessas mesmas amostras. 

 

 

 

 



   

6 CONCLUSÃO 

 

 

É de grande importância o desenvolvimento de métodos analíticos confiáveis 

para determinação de contaminantes naturais em alimentos, como a determinação 

de micotoxinas em milho e trigo provenientes de vários pontos da cadeia produtiva. 

Neste trabalho foi  validado in house  um método analítico multirresidual para 

determinação de 12 micotoxinas em matrizes de milho e trigo. Todas as figuras de 

mérito avaliadas durante a validação do método (linearidade, curva analítica, efeito 

matriz, limites de detecção e de quantificação, e estudos de exatidão e precisão) 

apresentaram valores dentro dos limites desejáveis, em concordância com os 

órgãos governamentais que regulamentam métodos para análise de contaminantes. 

No método validado para a matriz trigo, as 12 micotoxinas em estudo 

apresentaram coeficiente de determinação (r2) acima de 0,98 e destas, 10 

apresentaram coeficiente de determinação maior que 0,99. A Toxina T-2 não 

apresentou sinal analítico nas concentrações de 5 a 50 ng mL-1 quando em extrato 

de trigo e por este motivo foi adicionada ao método para screening das amostras.  

Já para a matriz milho, todos os coeficientes de determinação 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%. Já 

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 calibração por superposição da matriz.  

Os limites de quantificação para todas as micotoxinas estudadas atendem 

tanto aos limites estabelecidos pela legislação brasileira, bem como àqueles 

estabelecidos pela União Europeia para as matrizes em estudo. Para as micotoxinas 

Toxina T-2, Toxina HT-2 e DAS não há legislação vigente no Brasil. Porém, estas 

foram incluídas no escopo dos métodos validados devido a sua alta toxicidade. 
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Os valores de RSD%, para todas as micotoxinas estudadas, situaram-se 

dentro da faixa aceitável (≤ 20%) para a matriz milho e para 11 das micotoxinas em 

estudo para trigo. Isso demostra a satisfatória precisão do método analítico 

multirresíduo. 

O método analítico multimicotoxinas validado e usado neste estudo se 

constituiu numa alternativa viável para análise de micotoxinas mostrando boa 

sensibilidade, rapidez e aplicabilidade em matrizes complexas como milho e trigo. A 

grande vantagem deste método, é permitir a análise simultânea de 12 micotoxinas 

de diferentes classes químicas e em curto tempo (~12 min), sem purificação do 

extrato da amostra ou necessidade de reação de derivatização, além da confirmação 

segura do analito através da espectrometria de massas. 

O monitoramento de amostras de trigo evidenciou a presença de micotoxinas 

desde o cultivo no campo até o produto final disponibilizado nas prateleiras de 

supermercados.  Nas amostras de trigo, 100% destas apresentaram contaminação 

por DON, enquanto, contaminação por Fumonisinas foi determinada em 100% das 

amostras de milho. 

Diferença significativa foi observada nas concentrações de DON entre 

distintos genótipos no mesmo local de cultivo assim como entre os diferentes locais 

de cultivo para um mesmo genótipo. Linhagens, ambientes e interação linhagens x 

ambientes apresentaram efeitos significativos sobre as concentrações de DON. 

Da mesma forma, quando avaliados distintos genótipos de trigo com 

diferentes reações de resistência a giberela quando receberam um, dois ou nenhum 

tratamento fungicida, a micotoxina DON foi determinada em todas as amostras. Uma 

aplicação fungicida causou redução significativa em 4 cultivares de trigo, porém em 

uma das cultivares em estudo foi notado um incremento nas concentrações de DON. 

A complexidade do patossistema exige maior investigação, a ponto de se obter um 

melhor manejo da doença, assim como menores níveis de acúmulo de micotoxinas. 

Medidas de controle, como o uso de fungicidas têm sido preconizadas, entretanto, a 

dificuldade reside em se conhecer a necessidade e o momento ideal de aplicação e 

na tecnologia empregada para obtenção de bons resultados, além das interações 

que podem ocorrer. 

Apesar de vários fungicidas reduzirem a gravidade da doença, a 

contaminação por micotoxinas não está necessariamente relacionada com os 
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sintomas visíveis da doença. A utilização de fungicidas triazóis, benzimidazóis, e 

misturas de trizóis + estrobilurina, assim como triazóis, estrobilurina + benzimidazóis 

reduziram as concentrações de DON comparado ao ensaio que não recebeu 

nenhum tratamento fungicida. Porém, a aplicação de fungicidas do grupo químico 

estrobilurina em mistura com fungicida carboxamida não diferiram significativamente  

do tratamento testemunha. Pouco se sabe sobre os fatores complexos que 

influenciam a regulação da biossíntese de micotoxinas em grãos infectados. 

Portanto, devem ser tomados cuidados para garantir a segurança das culturas de 

cereais tratadas com fungicidas. 

Assim como no campo, foi determinada a micotoxina DON em 100% dos 

grãos de trigo para comércio de importação e exportação. Destaca-se a presença 

fumonisinas em amostras de trigo tipo exportação. Este vem a ser o primeiro relato 

da ocorrência desta micotoxina em trigo brasileiro. Além destas, outras micotoxinas  

como ZEN e OTA foram determinadas em amostras de trigo para exportação. 

Nos grãos de trigo para posterior processamento, DON também foi a 

micotoxina presente em todas as amostras. Na fração da farinha branca, pode ser 

notada uma redução nas concentrações de DON, enquanto na fração farelo, foi 

observado o oposto, ou seja, as concentrações de DON foram superiores àquelas 

encontradas no grão. O que ocorre de fato é uma redistribuição das micotoxinas nas 

distintas frações. Porém, todas as frações apresentaram contaminação por 

micotoxinas, e como consequência do processamento de moagem não eliminar 

esses compostos tóxicos, 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 diferenças observadas entre os meses de coleta, a 

presença de DON foi determinada em todas as amostras coletadas. 

Os grãos de milho avaliados apresentaram 100% de contaminação por 

fumonisinas. Os grãos de milho destinados à exportação apresentaram co-

ocorrência de  micotoxinas em todas as amostras de milho analisadas. Além de 

Fumonisinas,  foram determinadas as micotoxinas DON, ZEN, FB1 e FB2 e AFLA B1. 

Nas amostras de farinha de milho adquiridas em supermercados na cidade de Cruz 

Alta, DON, ZEN, FB1 e FB2  foram determinadas. O mesmo foi verificado nas 

amostras coletadas em Santa Maria, em que estas micotoxinas também foram 

determinadas, assim como também a ocorrência de AFLA B1. Por fim, foram 



  Conclusão  128 

 

 

  

determinadas aflatoxinas (B1, B2, G1, G2), fumonisinas (B1 e B2), DON e ZEN nas 

amostras destinadas à alimentação animal. 

Pode-se evidenciar que nenhuma das amostras estava isenta de micotoxinas, 

independente da origem. Este estudo mostrou que mesmo em concentrações abaixo 

dos limites legais, a exposição humana a estas toxinas podem ocorrer 

constantemente.  

O monitoramento de micotoxinas em alimentos é de extrema importância para 

a saúde pública, visando a obtenção de produtos de qualidade desde o campo, visto 

que os processamentos convencionais não são capazes de degradar as 

micotoxinas.  

Por outro lado, a falta de estudos e de informações a respeito do grau de 

contaminação em todas as etapas envolvidas é um fator de preocupação, visto que 

para que se obterem menores níveis de micotoxinas, há necessidade do 

envolvimento conjunto de toda cadeia produtiva de grãos, desde o campo até a 

mesa do consumidor. 

Uma avaliação completa da ocorrência de micotoxinas em determinado 

produto somente pode ser estabelecida após a realização de levantamentos em 

diferentes anos/safras de produção. Por isto, os dados obtidos neste estudo servem 

como indicativo. No entanto, há necessidade de que haja a continuidade do 

monitoramento, assim como se faz necessário que os ensaios de campo sejam 

realizados em distintos anos agrícolas devido as diversidades climáticas entre os 

anos. 
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Apêndice 1. Cálculo do fator de correção do espectrofotômetro UV-Vis 

 

Leitura da absorbância das soluções de K2Cr2O7 
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Apêndice 2. Cálculo para correção da concentração da solução analítica de 

Aflatoxina B1 

 

Para demonstração do cálculo, tomou-se como exemplo o cálculo da solução 

da micotoxina Aflatoxina B1 
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Apêndice 3. Preparo das soluções analíticas de micotoxina utilizadas para 

confecção da curva analítica. 

 

Concentração 
Grupo I          

(ng mL-1) 

Concentração 
Grupo II      

 (ng mL-1) 

Volume de 
solução 

mistura (µL) 

Volume  final Balão 
com metanol 

(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 
da solução 

preparada em 
balão volumétrico 

(mL) 

Volume adicionado 
de acetonitrila   ou 
extrato da matriz 

(mL) 

Concentração 
antes injeção 

Grupo I     
(ng mL-1) 

Concentração 
antes injeção 

Grupo II     
(ng mL-1) 

Fator* 

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 fotificação/concentração da micotoxina antes da injeção 
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Apêndice 4. Concentrações de DON em linhagens cultivadas nas cidades de Cruz 

Alta,  Santa Rosa e São Luiz Gonzaga. 

 

Linhagem Repetição Cruz Alta Santa Rosa São Luiz Gonzaga 

    DON (µg kg-1) 

2 

1 838 80 77 

2 305 79 64 

3 510 80 102 

  Média 551 80 81 

3 

1 118 101 286 

2 11 90 267 

3 12 87 232 

  Média 117 93 262 

4 

1 158 102 347 

2 160 64 168 

3 89 80 266 

  Média 136 82 260 

5 

1 153 59 309 

2 248 115 435 

3 196 80 290 

  Média 199 85 345 

6 

1 195 66 252 

2 164 72 279 

3 157 72 290 

  Média 172 70 274 

7 

1 369 109 154 

2 397 51 289 

3 330 91 190 

  Média 365 84 211 

9 

1 142 73 170 

2 209 80 156 

3 130 56 133 

  Média 160 70 153 

11 

1 311 51 108 

2 315 54 90 

3 238 56 163 

  Média 288 53 120 

14 

1 2142 248 257 

2 868 187 322 

3 1440 368 111 

  Média 1483 267 230 
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Continuação 

Linhagem Repetição Cruz Alta Santa Rosa São Luiz Gonzaga 

    DON (µg kg-1) 

15 

1 554 120 83 

2 752 117 109 

3 370 95 85 

  Média 559 111 92 

16 

1 500 105 265 

2 740 105 232 

3 644 103 150 

  Média 628 104 215 

17 

1 730 165 113 

2 826 285 71 

3 771 254 168 

  Média 776 234 117 

21 

1 140 122 236 

2 131 97 240 

3 130 93 238 

  Média 134 104 238 

Testemunha 

1 186 79 241 

2 352 121 100 

3 202 83 115 

  Média 247 94 152 
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Apêndice 5. Concentrações da micotoxina DON  em genótipos de trigo sem e com 

diferentes manejos de fungicida no florescimento de grãos. 

 

Genótipo Tratamentos 
DON 

µg kg-1 

1 

Uma aplicação  
(25-50% floração) 

239 

457 

218 

269 

233 

Média 283 

Duas aplicações  
(25-50% floração + 10 dias após aplicação anterior) 

240 

174 

118 

124 

148 

Média 160 

Testemunha 

647 

598 

523 

616 

598 

  Média 596 

2 

Uma aplicação  
(25-50% floração) 

250 

297 

420 

349 

317 

Média 327 

Duas aplicações  
(25-50% floração + 10 dias após aplicação anterior) 

176 

247 

276 

266 

221 

Média 237 

Testemunha 

676 

605 

829 

914 

952 

  Média 795 
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Continuação 

Genótipo Tratamentos 
DON 

µg kg-1 

3 

Uma aplicação  
(25-50% floração) 

122 

146 

192 

207 

198 

Média 173 

Duas aplicações  
(25-50% floração + 10 dias após aplicação anterior) 

74 

68 

62 

53 

56 

Média 62 

Testemunha 

65 

54 

55 

53 

58 

  Média 57 

4 

Uma aplicação  
(25-50% floração) 

361 

281 

294 

376 

292 

Média 321 

Duas aplicações  
(25-50% floração + 10 dias após aplicação anterior) 

361 

304 

395 

204 

354 

Média 324 

Testemunha 

1046 

875 

1054 

1010 

846 

  Média 966 
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Continuação 

Genótipo Tratamentos 
DON 

µg kg-1 

5 

Uma aplicação  
(25-50% floração) 

292 

253 

235 

172 

180 

Média 226 

Duas aplicações 
 (25-50% floração + dias após aplicação anterior) 

202 

253 

264 

151 

208 

Média 216 

Testemunha 

1020 

838 

793 

676 

1435 

  Média 952 
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Apêndice 6. Rendimento de grãos e índice de giberela  em genótipos de trigo sem e 

com diferentes manejos de fungicida no florescimento de grãos. 

 

Genótipo Tratamento Rendimento 
(kg ha

-1
) 

Índice de 
giberela 

1 

Uma aplicação (25-50% floração) 3908,97 a* 0,51 b 

Duas aplicações (25-50% floração + 10 AA**) 3731,25 b 0,28 c 

Testemunha 3587,69 b 1,24 a 

2 

Uma aplicação (25-50% floração) 2588,88 a 1,24 b 

Duas aplicações (25-50% floração + 10 AA) 2544,92 a 0,54 c 

Testemunha 2341,68 a 2,33 a 

3 

Uma aplicação (25-50% floração) 3987,89 a 0,094 a 

Duas aplicações (25-50% floração + 10 AA) 4264,15 a 0,013 b 

Testemunha 4051,69 a 0,079 a 

4 

Uma aplicação (25-50% floração) 3977,31 b 0,67 b 

Duas aplicações (25-50% floração + 10 AA) 4348,93 a 0,46 c 

Testemunha 3935,54 b 1,55 a 

5 

Uma aplicação (25-50% floração) 3804,02 a 0,12 b 

Duas aplicações (25-50% floração + 10 AA) 3748,13 a 0,09 b 

Testemunha 3613,24 a 0,47 a 

*Médias com letras minúsculas iguais na coluna não diferem pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). 

** AA = dias após aplicação anterior. 
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Apêndice 7.  Tratamento fungicida aplicado na cultivar de trigo selecionada para o 

controle de giberela e concentrações de DON. 

 

Tratamento Grupo Químico Dose DON 

    (L ha-1) µg kg-1 

1 ------- Sem tratamento 

209 

1848 

157 

190 

218 

Média     192 

2 
Triazol (A) +  

Estrobilurina (B) 
0,75 

< LOQ 

< LOQ 

< LOQ 

< LOQ 

< LOQ 

Média 
  

< LOQ 

3 
Estrobilurina (B) +  

Triazol (C) 
0,50 

< LOQ 

< LOQ 

< LOQ 

< LOQ 

< LOQ 

Média 
  

< LOQ 

4 
Estrobilurina (D) +  

Triazol (E) 
0,60 

62 

52 

64 

53 

51 

Média     57 

5 Triazol (F) 0,75 

62 

82 

59 

63 

95 

Média     72 

6 Benzimidazol (G) 0,80 

< LOQ 

< LOQ 

< LOQ 

< LOQ 

< LOQ 

Média 
  

< LOQ 
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Tratamento Grupo Químico Dose DON 

    (L ha-1) µg kg-1 

7 
Estrobilurina (D) +  

Triazol (E) 
0,75 

< LOQ 

< LOQ 

< LOQ 

< LOQ 

< LOQ 

Média 
  

< LOQ 

8 Benzimidazol (G) 1,00 

< LOQ 

< LOQ 

< LOQ 

< LOQ 

< LOQ 

Média 
  

< LOQ 

9 
Estrobilurina (D) +  

Triazol (E) +  
Benzimidazol (G) 

0,75 

< LOQ 

< LOQ 

< LOQ 

< LOQ 

< LOQ 

Média 
  

< LOQ 

10 
Estrobilurina (H) + 
Carboxamida (I)  

0,30 

177 

288 

219 

210 

170 

Média     212 

11 
Estrobilurina (H) + 
Carboxamida (I)  

0,35 

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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Apêndice 8.  Concentrações de DON em amostras de trigo  importadas da 

Argentina através do Porto de Bahia Blanca. 

 

 

Amostra DON 

µg kg-1 

1 366 

2 412 

3 289 

4 554 

5 496 

 

 



   Apêndices        171 

 

 

  

Apêndice 9.  Contaminação por micotoxinas em 30 amostras de trigo tipo 

exportação oriundas do sul do Brasil. 

Amostra DON FB1 FB2 OTA ZEN 

 µg kg-1 µg kg-1 µg kg-1 µg kg-1 µg kg-1 

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 detecção do método (não detectado) 

<LOQ = menor que o limite de quantificação do método 
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Apêndice 10.  Concentrações de DON em grãos de trigo antes de uma etapa de 

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

farinha) 

 

Amostra 

Grãos antes da 

etapa de 

limpeza 

Grãos após da 

etapa de 

limpeza 

Farelo Farinha 

DON (µg kg-1) 

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 
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Apêndice 11. Concentrações 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 (µg kg-1) 

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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Apêndice 12. Concentrações 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 (µg kg-1) 

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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Apêndice 13. Concentração de micotoxinas em milho tipo exportação. 

 

Amostra 

Micotoxina (µg kg-1) 

DON AFLA B1 AFLA B2 
AFLA 

G1 
FB1 FB2 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 detecção do método (não detectado) 

<LOQ = menor que o limite de quantificação do método
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Apêndice 14. Concentração de micotoxinas em grãos de milho utilizados para 

fabricação de ração animal. 

Amostra 
FB1 FB2 DON ZEN AFLA B1 AFLA B2 AFLA G1 AFLA G2 

Micotoxinas (µg kg
-1

) 

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. 1.3 

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 <LOQ <LOQ 5.4 <LOQ   n.d. 1.3 

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. 1.5 

14 1517 927 <LOQ 51 32.3 1.5   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 detecção do método (não detectado) 

<LOQ = menor que o limite de quantificação do método 
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Apêndice 15. Concentração de micotoxinas em quirera de milho utilizada para 

fabricação de ração animal. 

Amostra 
FB1 FB2 DON ZEN AFLA B1 AFLA B2 AFLA G1 AFLA G2 

Micotoxinas (µg kg
-1

) 

1 589 349 n.d. <LOQ 11.7 1.1 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. 1.4 

4 1096 619 358 146 3.2 <LOQ n.d. n.d. 

5 802 412 492 194 1.1 n.d. n.d. 1.4 

6 532 349 564 231 1.3 n.d. n.d. 1.5 

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 5.5 <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. 2.5 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 detecção do método (não detectado) 

<LOQ = menor que o limite de quantificação do método 
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Apêndice 16. Concentração de micotoxinas em farinha de milho coletadas em 

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

 

 Coleta Amostra Desoxinivalenol Fumonisina B1 Fumonisina B2 Zearalenona 

  µg kg-1 µg kg-1 µg kg-1 µg kg-1 

Abril 

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. 

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. 

Junho 

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. 

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 

Agosto 

1   n.d. 153 107   n.d. 

2   n.d. 471 270   n.d. 

3 88 241 161 <LOQ 

4 104 68 62 <LOQ 

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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Continuação 

Coleta Amostra Desoxinivalenol Fumonisina B1 Fumonisina B2 Zearalenona 

  
 

µg kg-1 µg kg-1 µg kg-1 µg kg-1 

Outubro 

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 

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. 

Dezembro 

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. 

6 <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 detecção do método (não detectado) 

<LOQ = menor que o limite de quantificação do método 
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Apêndice 17. Concentração de micotoxinas em farinha de milho coletadas em 

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

  Amostra Desoxinivalenol Fumonisina B1 Fumonisina B2 Zearalenona 

  µg kg-1 µg kg-1 µg kg-1 µg kg-1 

Abril 

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. 

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. 

Junho 

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. 

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 

Agosto 

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. 

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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Continuação 

 Amostra Desoxinivalenol Fumonisina B1 Fumonisina B2 Zearalenona 

  
 

µg kg-1 µg kg-1 µg kg-1 µg kg-1 

Outubro 

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 

6 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. 

Dezembro 

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. 

6 <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 detecção do método (não detectado) 

<LOQ = menor que o limite de quantificação do método 

 

 

 

 

 


