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RESUMO  

 

 

MICOTOXINAS NO MILHO ROXO PERUANO  

AUTORA: Zoila Naeko Coloma Adaniya  
ORIENTADOR: Prof. Dr. Carlos Augusto Mallmann 

 
 

O milho roxo é uma variedade de milho que é produzido nos Andes peruanos. Sua cor 
característica é pela presença do pigmento antiocianina que apresenta propriedades 
antioxidantes, antimutagênicas, anticancerígenas e antidiabéticas. Estas características 

fizeram com que além de ser usado como corante, seja utilizado como matéria prima na 
elaboração de vários subprodutos. Atualmente o Peru exporta este insumo, porém, pela falta 

de regulamentação e por ser considerado um produto orgânico, não são exigidas análises de 
micotoxinas. Estas toxinas, podem ser produzidas por fungos filamentosos em qualquer etapa 
da cadeia alimentícia do milho. O seu consumo por humanos ou animais pode provocar efeitos 

carcinogênicos, mutagênicos, hepatotóxicos, estrogênicos, imunotóxicos e nefrotóxicos, 
motivo pelo qual órgãos internacionais determinaram limites máximos toleráveis (LMT) de 

micotoxinas em alimentos para tentar controlar a exposição. Considerando os possíveis efeitos 
que as micotoxinas podem ocasionar nos consumidores de milho roxo peruano, objetivou-se 
determinar a presença de micotoxinas neste milho através da identificação e quantificação por 

LC-MS/MS. 82 amostras de milho roxo foram obtidas em diferentes mercados do Peru em 
dois períodos: dezembro de 2015 a março de 2016 e março a abril de 2017. As micotoxinas 

analisadas foram as aflatoxinas, fumonisinas, zearelenona, ocratoxina A e os seguintes 
tricotecenos: deoxinivalenol, nivalenol, fusarenona X, deacetoxiscirpenol, 3 acetil-DON, 
toxina HT-2 e toxina T-2. As micotoxinas com maior frequência foram aflatoxinas e 

fumonisinas, 64,6 e 63,4%, respectivamente, com co-ocorrência destas duas micotoxinas em 
45,1% das amostras. Somente em uma amostra foi quantificado zearalenona (24,4 µg/kg), 

enquanto que a ausência de ocratoxina A e tricotecenos foi verificado. Considerando os LMT, 
implementados pela Comunidade Europeia (EC, 2006; 2007; 2013), 12% das amostras 
analisadas apresentaram concentrações superiores ao LMT de 1000 µg kg-1 para fumonisinas 

e uma amostra apresentou LMT de 10 µg kg-1 superior para aflatoxinas. No entanto, 
considerando a legislação brasileira, 9,8% das amostras apresentaram níveis superiores ao 

LMT de 5000 µg/kg de fumonisinas (BRASIL, 2011; 2013; 2017). Esta é a primeira pesquisa 
que avalia a ocorrência de micotoxinas no milho roxo peruano e identifica que esse milho 
pode constituir uma fonte de intoxicação, oferecendo risco à saúde pública. A cadeia produtiva 

deste grau precisa de controles para determinar os fatores que influenciam na apresentação de 
micotoxinas e implementar uma legislação com os LMT de micotoxinas neste produto. 

 
 
Palavras-chave: Chicha morada. Mazamorra morada. Aflatoxinas. Fumonisinas. Zea mays. 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

 

MYCOTOXINS IN PERUVIAN PURPLE MAIZE  

AUTHOR: Zoila Naeko Coloma Adaniya  
ADVISER: Prof. Dr. Carlos Augusto Mallmann 

 
 

Purple corn is a variety of corn that is produced in the Peruvian Andes. Its characteristic color 
is by the presence of the pigment called antiocyanine that presents antioxidant, antimutagenic, 
anticancer and anti-diabetic properties. These characteristics have made that in addition to 

being used as a dye, is used as raw material in the elaboration of several by-products. Currently 
Peru exports this input, however, due to the lack of regulation and because it is considered an 

organic product, mycotoxin analyzes are not required. These toxins can be produced by 
filamentous fungi at any stage of the maize food chain. Its consumption by humans or animals 
can cause carcinogenic, mutagenic, hepatotoxic, estrogenic, immunotoxic and nephrotoxic 

effects, which is why international organisms have established maximum tolerable limits 
(MTL) of mycotoxins in foods to try to control exposure. Considering the possible effects of 

mycotoxins on consumers of Peruvian purple maize, the objective was to determine the 
presence of mycotoxins in this corn through LC-MS/MS. A total of 82 samples of purple 
maize were obtained from different Peruvian markets in two periods: December 2015 to 

March 2016 and March to April 2017. The mycotoxins analyzed were aflatoxins, fumonisins, 
zearelenone, ochratoxin A and the following trichothecenes: deoxynivalenol, nivaleno l, 

fusarenone X, deacetoxyscirpenol, 3-acetyl-DON, HT-2 and T-2. It was verified that the most 
prevalent mycotoxins were aflatoxins and fumonisins, with a prevalence of 64.6 and 63.4%, 
respectively, with co-occurrence of these two mycotoxins in 45.1% of the samples. Only one 

sample had a quantifiable concentration for zearalenone and any sample was contaminated by 
ochratoxin A and trichothecenes. Considering the MTLs implemented by the European 

Community (EC, 2006, 2007, 2013), 12% of the analyzed samples had concentrations higher 
than the MTL of 1000 μg kg-1 for fumonisins and one sample had MTL of 10 μg kg-1 higher 
for aflatoxins. However, considering the Brazilian legislation, 9.8% of the samples had levels 

above the MTL of 5000 μg kg-1 of fumonisins (BRASIL, 2011, 2013, 2017). This is the first 
research that evaluates the occurrence of mycotoxins analyzed by LC-MS/MS in Peruvian 

purple maize and identifies that maize may constitute a source of intoxication, posing a risk 
to public health. Controls are required in the production chain of this grain and the 
implementation of legislation with MTLs of mycotoxins. 

 
Keywords: Chicha morada. Mazamorra morada. Aflatoxins. Fumonisins. Zea mays. 
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1. INTRODUÇÃO  

  

Desde a antiguidade o milho roxo foi considerado sagrado pelas culturas pré-

colombianas do Peru e México. No Peru era conhecido como “Sara” ou “Kulli Sara”, que em 

língua aymara quer dizer “caminho roxo”. Este milho é constituído por sabugo (15%) e grãos 

(85%). Segundo Arroyo (2007) o milho roxo peruano apresenta dentro de sua composição 

química essências, ácido salicílico, resinas, saponinas, sais de potássio e sódio, enxofre, fósforo 

e compostos fenólicos. A principal antocianina (flavonoide) contida nesse milho é a cianid ina 

3-glucosídeo. Esta antocianina é utilizada como um corante natural, além de ter propriedades 

antioxidantes (HARAKOTR et al., 2014, PEDRESCHI e CISNEROS-ZEVALLOS, 2006), 

anticancerígenas (KAMEI et al., 1995; FUKAMACHI et al., 2008; HAGIWARA et al., 2001), 

antimutagênicas (PEDRESCHI e CISNEROS-ZEVALLOS, 2006) e antidiabéticas (TSUDA et 

al., 2003; THIRAPHATTHANAVONG et al., 2014). No Peru, este milho é utilizado como 

corante e na gastronomia, principalmente em forma de uma bebida refrescante e uma sobremesa 

chamadas de chicha morada e mazamorra morada, respectivamente, que são consumidas por 

pessoas de todas as idades e níveis socioeconômicos (RAMOS-ESCUDERO et al., 2012). O 

milho roxo é considerado um produto orgânico e para sua comercialização necessita de 

certificações que garantam sua produção orgânica (ANDERSEN, 2003), mas que não considera 

a contaminação por micotoxinas.  

As micotoxinas são metabólitos secundários produzidos por fungos, que contaminam 

grãos de cereais. De todos os metabólitos, os de maior importância econômica e na saúde 

pública são as aflatoxinas (AFs), ocratoxina A (OTA), fumonisinas (FBs), deoxinivaleno l 

(DON), zearalenona (ZEA) e toxina T-2 (T-2). Estas toxinas podem ser cancerígenas 

(BUTLER, GREENBLATT e LIJINSKY, 1969; INTERNATIONAL AGENCY FOR 

RESEARCH ON CANCER, 1993), mutagênicas (KUCZUK et al., 1978), hepatotóxicas 

(BUTLER, GREENBLATT e LIJINSKY, 1969), nefrotóxicas (KROGH et al., 1977) e 

citotóxicas que muitas vezes causam micotoxicoses, que desencadeiam imunossupressão e 

alterações endócrinas (ABIA, 2013; MALLMANN e DILKIN, 2007). 

Os métodos atuais para a quantificação das micotoxinas em baixas concentrações e 

controle de qualidade de alimentos dependem da cromatografia líquida de alta eficiência (LC 

ou CLAE) acoplada à um detector ultravioleta ou de fluorescência e a detecção por 

espectrometria de massa sequencial (MS), utilizando ionização de pressão atmosférica (API) 

ou interfaces de ionização por electrospray (ESI) devido a sua fácil manipulação, alta 

sensibilidade e precisão (BOUTSIADOU-THEURILLAT, MEIER e RICHARD, 2014; 

https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiboLSF6d7VAhWCHpAKHcVcCSgQFggxMAE&url=http%3A%2F%2Fwww.fao.org%2F&usg=AFQjCNFN0FJRtsVrfnxh2u66Un8onLMaSw
https://www.iarc.fr/
https://www.iarc.fr/
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KOPPEN et al., 2010; RAHMANI, JINAP e SOLEIMANY, 2009). A cromatografia líquida de 

alta resolução acoplada à espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS) é considerada 

desde o ano 2002 como o método de confirmação adequado para a identificação de micotoxinas 

(EUROPEAN COMMISSION, 2002). 

Considerando que as micotoxinas são um risco para a saúde pública, foi desenvolvido o 

presente estudo com o objetivo de determinar a presença de micotoxinas no milho roxo peruano 

por LC-MS/MS e comparar a contaminação com os limites máximos toleráveis (LMTs) de 

micotoxinas recomendados pela Food and Drugs Administration (FDA), regulamentados na 

Comunidade Europeia e no Brasil. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. MILHO ROXO PERUANO 

 

O milho roxo atualmente é cultivado no Peru, Bolívia, Chile, Equador e México. Porém, 

devido às características geográficas do Peru, seu cultivo é mais extenso nesse país (GUILLÉN-

SÁNCHEZ, MORI-ARISMENDI e PAUCAR-MENACHO, 2014). O Peru apresenta cinco 

tipos naturais de milho roxo: Cuzco, Canta, roxo de Caraz, Arequipa e preto de Junín e duas 

variedades melhoradas denominadas PNV-581 e PNV-582 (INSTITUTO NACIONAL DE 

DEFENSA DE LA COMPETENCIA Y DE LA PROTECCIÓN DE LA PROPIEDAD 

INTELECTUAL, 2016). Além disso, tem-se as variedades INIA 615 e INIA 601 que se 

adaptam de forma diferente aos climas da costa e das montanhas peruanas. As condições ideais 

para sua produção são solos profundos argilosos que retém a umidade com um pH entre 5 e 8; 

altitudes entre 1000 e 2900 metros sobre o nível do mar e temperaturas entre 18 e 23 °C (SOLID 

PERU, 2010). 

Segundo Arroyo et al. (2007), o milho roxo peruano apresenta a cianidina 3-glucosideo, 

que é uma antocianina (flavonoide) utilizada como um corante natural, que tem demostrado 

propriedades antioxidantes (HARAKOTR et al., 2014, PEDRESCHI e CISNEROS-

ZEVALLOS, 2006), contribui na redução da obesidade, melhora da hiperglicemia (TSUDA et 

al., 2003), apresenta propriedades anticancerígenas (KAMEI et al., 1995; FUKAMACHI et al., 

2008; HAGIWARA et al., 2001) e antimutagênicas (PEDRESCHI e CISNEROS-ZEVALLOS, 

2006; THIRAPHATTHANAVONG et al., 2014). 

A principal utilização do milho roxo no Peru é na gastronomia, para a elaboração de 

uma bebida refrescante e uma sobremesa chamada de chicha morada e mazamorra morada, 

respectivamente (PEDRESCHI e CISNEROS-ZEVALLOS, 2007; RAMOS-ESCUDERO, et 

al., 2012) (Figura 1). O consumo destes subprodutos é realizado por pessoas de todas as idades 

e níveis socioeconômicos. Além disso, pelas suas comprovadas propriedades benéficas para a 

saúde, houve o desenvolvimento de outros tipos de subprodutos: extrato, concentrado, suco, 

farinha, cápsulas entre outros (Figura 2).  

Desde o ano de 1993 o milho roxo é exportado para os Estados Unidos, União Europeia 

e Japão (AGRODATA PERU, 2017). Atualmente, de acordo com o Sistema Integrado de 

Información de Comércio Exterior de Peru (SIICEX, 2016), os principais destinos da 

exportação do milho roxo são os Estados Unidos, Equador, Chile, Espanha e Japão (Tabela 1). 
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Figura 1 – Bebida refrescante “chicha morada” e sobremesa “mazamorra morada” elaboradas 

com o milho roxo no Peru. 

 

   

 
Fontes:  

“Chicha morada”: https://3.bp.blogspot.com/-

xKKlm0Dxo4Y/Vvqh05LvYvI/AAAAAAAAU0c/D8MdbeuwnVUsJUZcIBMQQxCXRcsecaSVw/s640/2ed8a2

_09cf6de2f33a420eb9ff76d3d642ff9c.png 

“Mazamorra morada”: https://encrypted-

tbn0.gstatic.com/images?q=tbn:ANd9GcTSiqMZZwo35UTs8jYo7YyjXLZ3vjt4uYN8au_2iRqrfqedoJmvKg  

 

 

Figura 2- Subprodutos elaborados com o milho roxo peruano: extrato, comprimidos e suco 

 

 
Fontes:  

Extrato: http://www.boutique-peruvienne.com/2089-home_default/maiz-morado-en-polvo-ecoandino-250g.jpg 

Comprimidos: http://csimg.mercamania.es/srv/ES/000037564489/T/340x340/C/FFFFFF/url/purple-corn-maa - z-

morado-550.jpg 

Suco: http://vivanda.vteximg.com.br/arquivos/ids/165517-1000-1000/20050336.jpg 
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Tabela 1- Países de destino das exportações do milho roxo peruano em toneladas durante os 

anos de 2012 a 2016. 

País/Ano 2012 2013 2014 2015 2016 

Estados Unidos 302 350 317 394 373 

Equador 86 53 2 294 156 

Chile 58 71 81 127 159 

Espanha 45 49 41 53 51 

Japão 32 45 12 28 25 

Cingapura 18 39 22 25 24 

Países Baixos (Holanda) 6 8 2 9 20 

Itália 7 17 38 9 12 

Canadá 3 6 17 7 10 

Costa Rica 7 7 6 6 8 

França 2 4 4 4 4 

Reino Unido 0 2 2 3 4 

Total 567 652 542 958 845 

   
Fonte: SUPERINTENDENCIA NACIONAL DE ADMINISTRACIÓN TRIBUTARIA (SUNAT), 2016 apud 

SISTEMA INTEGRADO DE INFORMACIÓN DE COMÉRCIO EXTERIOR DE PERU (SIICEX), 2016.  

 

2.2. MICOTOXINAS 

 

As micotoxinas são metabolitos tóxicos produzidos por fungos filamentosos como parte 

de seu metabolismo secundário e contaminam produtos agroalimentares por todo o mundo. Os 

fungos mais encontrados são dos gêneros Aspergillus spp. (produtores de aflatoxinas), 

Penicillium spp. e o Aspergillus ochraceus (produtores de ocratoxinas) e Fusarium spp 

(produtores de deoxinivalenol, toxina T-2, zearelenona, ergotoxinas e fumonisinas) 

(ABRUNHOSA et al., 2012), podem ser encontrados nas matérias-primas utilizadas na 

elaboração de alimento para animais, como milho, trigo, sorgo e soja (ABRUNHOSA et al., 

2012; NJOBEH et al., 2012; KIM et al., 2014). A contaminação por micotoxinas pode ocorrer 

em qualquer parte da cadeia alimentar, desde a colheita, transporte, processamento e 

armazenamento (ABRUNHOSA et al., 2012; NJOBEH et al., 2012; MILIĆEVIĆ et al., 2010). 

De todos os metabólitos, os de maior importância econômica e na saúde pública são as AFs, 

OTA, FBs, DON, ZEA e toxina T-2. A exposição às micotoxinas em humanos e animais podem 

ocorrer através da ingestão de insumos e alimentos contaminados, inalação e contato com a 

pele, ocasionando efeitos biológicos como intoxicação aguda, carcinogenicidade (BUTLER, 
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GREENBLATT e LIJINSKY, 1969; RHEEDER, 1992; INTERNATIONAL AGENCY FOR 

RESEARCH ON CANCER, 2012), teratogenicidade, mutagenicidade (KUCZUK et al., 1978), 

efeitos alucinógenos, eméticos (BARGER, 1931 apud VAN DONGEN e DE GROOT, 1995), 

estrogênicos (CHANG, KURTZ e MIROCHA, 1979), hepatotóxicos (ALPERT et al., 1971), 

nefrotóxicos e citotóxicos (KROGH et al., 1977), muitas vezes desencadeando 

imunossupressão e alterações endócrinas (ABIA, 2013; JAYKUS et al., 2008; MALLMANN 

e DILKIN, 2007). Segundo a Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), 

25% dos alimentos a nível mundial estão contaminados com alguma micotoxina (FOOD AND 

AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2017; SMITH et al., 

2016). A co-ocorrência das micotoxinas se reporta a nível mundial nas últimas décadas devido 

a capacidade dos fungos de produção simultânea de várias micotoxinas e, consequentemente, 

aumentar o risco da co-exposição a estas toxinas e seu impacto na saúde humana e animal pelos 

possíveis efeitos sinérgicos (ASSUNÇÃO, SILVA e ALVITO, 2016; KIM et al., 2014; 

YIBADATIHAN, JINAP e MAHYUDIN, 2014). 

 

2.2.1. Aflatoxinas 

 

As aflatoxinas são metabólitos secundários, produzidos por algumas cepas de fungos do 

gênero Aspergillus, principalmente das espécies A. flavus e A. parasiticus. Atualmente são 

conhecidos 17 compostos similares designados pelo termo aflatoxina, porém, os principais tipos 

de interesse médico-sanitário são identificados como B1, B2, G1 e G2 (HUONG et al., 2016; 

OLIVEIRA e GERMANO, 1997). A descoberta das aflatoxinas ocorreu em 1960 na Inglaterra, 

devido ao surto que provocou alta mortalidade em perus, conhecido como “Turkey X disease”. 

Durante a epidemia, milhares de aves morreram após o consumo de torta de amendoim 

acrescentada na ração, proveniente do Brasil (BLOUT, 1961). O principal fungo encontrado no 

alimento foi o Aspergillus flavus (DE MELLO e MACDONALD, 1997). As aflatoxinas se 

desenvolvem naturalmente em produtos alimentícios como: amendoim, milho, feijão, arroz, 

trigo, entre outros, principalmente em condições de armazenamento impróprias (PEREIRA et. 

al., 2002; KLICH, 2007). 

As aflatoxinas são compostos muito tóxicos e considera-se que a sua presença na dieta 

é o maior fator de risco para o desenvolvimento de câncer hepático, sendo a AFB1 a mais 

danosa. Baseado em várias pesquisas com evidências suficientes de que as AFs são 

cancerígenas em humanos, a International Agency for Research on Cancer (IARC), classificou-

a como cancerígeno do grupo I (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON 

https://www.iarc.fr/
https://www.iarc.fr/
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwifhtGW597VAhXDlJAKHVbIAvIQFggxMAE&url=http%3A%2F%2Fwww.fao.org%2F&usg=AFQjCNFN0FJRtsVrfnxh2u66Un8onLMaSw
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwifhtGW597VAhXDlJAKHVbIAvIQFggxMAE&url=http%3A%2F%2Fwww.fao.org%2F&usg=AFQjCNFN0FJRtsVrfnxh2u66Un8onLMaSw
https://www.iarc.fr/
https://www.iarc.fr/
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CANCER, 2012). O metabolismo das aflatoxinas, principalmente a bioativação enzimática da 

AFB1, ocorre no fígado através do citrocromo P450, formando-se os metabolitos microssomais 

AFB1-8,9-epoxido, AFQ1 e AFM1 (MOROE e EATON, 1989). 

Estas toxinas além de serem carcinogênicas, produzem danos na morfologia e estrutura 

funcional das células hepáticas (alterando o DNA dos hepatócitos) e outros órgãos 

parenquimatosos. Nos seres humanos, a aflatoxicose aguda é caracterizada por vômitos, dor 

abdominal, edema pulmonar e cerebral, coma, convulsões e até mesmo a morte (MWANDA, 

OTIENO e OMONGE, 2005). 

  

2.2.2. Ocratoxina A  

 

A ocratoxina A (OTA) foi isolada e caracterizada quimicamente no ano 1965. Foi 

descoberta na África do Sul como um metabólito tóxico produzido pelo Aspergillus ochraceus 

em milho inoculado experimentalmente com este fungo. Em 1972, essa micotoxina foi 

associada com a Nefropatia Endêmica dos Balcãs, uma disfunção renal degenerativa que atingiu 

indivíduos adultos da população rural da região dos Balcãs, nos meados de 1950. A OTA ocorre 

em muitos commodities como grãos de café, feijão, cevada e trigo (INTERNATIONAL 

AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 1993).  

A degradação metabólica da OTA é feita no fígado, rins e intestinos; sendo a maior rota 

de excreção a urina. Os metabólitos produzidos variam no homem e nas diferentes espécies 

animais (SUZUKI, SATOH e YAMAZAKI, 1977; HOHLER et al., 1999; MALIR et al., 2016).  

Pesquisas demonstraram que a OTA é nefrotóxica (KROGH et al., 1977), hepatotóxica 

(KANISAWA e SUZUKI, 1978), embriotóxica, teratogênica (MORÉ et al., 1974), neurotóxica 

(BRUININK, RASONYI e SIDLER, 1998), imunotóxica (ÁLVAREZ et al., 2004) e 

cancerígena (KANISAWA e SUZUKI, 1978) em várias espécies. Os danos e o efeito letal 

podem variam de acordo com o tipo de animal e a quantidade ingerida (IAMANAKA et al., 

2010; MALIR et al., 2016). A IARC, no ano 1993, classificou a OTA no grupo 2B como 

possível cancerígeno em humanos (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON 

CANCER, 1993).  

 

2.2.3. Fumonisinas  

 

As fumonisinas constituem um grupo de micotoxinas descobertas em 1988, com 

produção constatada por Fusarium verticillioides, F. proliferatum, F. subglutinans, F. nygamai, 

https://www.iarc.fr/
https://www.iarc.fr/
https://www.iarc.fr/
https://www.iarc.fr/
https://www.iarc.fr/
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F. anthophilum e F. Napiniforme, sendo os F. verticillioides e F. proliferatum considerados os 

principais produtores (FIGUEIRA et al., 2003).  

Existem 28 metabólitos relacionados e conhecidos como fumonisinas, estas toxinas 

estão distribuídas mundialmente e se classificam em quatro grupos A, B, C e P. Porém, as de 

maior ocorrência natural são as do grupo B (B1, B2 e B3), produzidas pela maioria das cepas de 

Fusarium verticillioides (DESHMUKH et al., 2016). A fumonisina B1 (FB1) constitui mais de 

75% do total das fumonisinas, sendo a fumonisina mais tóxica e podendo ser encontrada 

principalmente no milho na pré-colheita ou no início do armazenamento (DE LA TORRE-

HERNÁNDEZ et al., 2014, FERNANDES et al., 2015).  

As fumonisinas são inibidores da biossíntese da esfingosina e esfingolipídios complexos  

e alteram a relação esfisganina:esfingosina (SA:SO) (EUROPEAN COMMISSION, 2000). A 

fumonisina B1, está relacionada com a ocorrência de leucoencefalomalácia em cavalos e edema 

pulmonar em suínos (MALLMANN e DILKIN, 2007). Além disso, está relacionada com 

alterações da resposta imune produzindo diminuição da viabilidade dos linfócitos em aves 

(DOMBRINK-KURTZMAN, et al., 1993), e imunossupressão em suínos (YAZAR e 

OMURTAG, 2008). Também foi relacionada com a incidência elevada de câncer de esôfago 

em humanos no Sul da África e China (SEEFELDER, et al., 2002), sendo classificada no grupo 

2B da IARC como um possível cancerígeno em humanos (ARIÑO, 2010; LINO et al., 2004; 

YAZAR e OMURTAG, 2008; INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON 

CANCER, 2002). 

 

2.2.4. Zearalenona 

 

A zearalenona (ZEA) é uma micotoxina estrogênica não esteroidal produzida por fungos 

do gênero Fusarium, principalmente F. graminearum, apresenta baixa toxicidade aguda e 

embora sua toxidade em humanos seja pouca entendida, dados obtidos em pesquisas com 

animais sugerem que sua biotransformação ocorre no tecido hepático e intestinal, produzindo-

se a formação de cinco metabolitos, sendo os dois principais α-zearalenol e β-zearalenol. A 

atividade estrogênica do α-zearalenol é maior do que a zearalenona e β-zearalenol; sendo que 

o seu metabolismo nas diferentes espécies animais influencia no grau do efeito estrogênico 

frente a uma exposição desta toxina (BELHASSEN et al., 2015; FLECK et al., 2017). 

A ZEA ocorre praticamente em todos os cereais, especialmente em culturas de inverno, 

como aveia, cevada, trigo, centeio e milho, contaminadas por fungos do gênero Fusarium 

(DILKIN, 2002; IAMANAKA et al., 2010).  

https://www.iarc.fr/
https://www.iarc.fr/
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Desordens na fertilidade e reprodução em mamíferos são causados pela ingestão de 

ZEA, sendo os suínos a espécie mais susceptível. A ZEA se acopla aos receptores do 17-ß-

estradiol, atuando como um desruptor endócrino produzindo hiperestrogenismo. Além disso, 

pode induzir hepatotoxicidade, morte celular, inibição da síntese de proteína e DNA, 

imunotoxicidade e redução de ganho de peso. Em humanos a ingestão de ZEA, tem sido 

associada à apresentação de puberdade precoce em meninas e ao aumento do tamanho dos 

órgãos reprodutores em crianças. A ZEA pertence ao grupo 3B da IARC por não ter indíc ios 

suficientes para considerá-la carcinogênica em humanos (INTERNATIONAL AGENCY FOR 

RESEARCH ON CANCER, 1993; BINDER et al., 2017; GAO et al., 2013; HUEZA et al., 

2014). 

 

2.2.5. Tricotecenos  

 

Os tricotecenos são micotoxinas que podem ou não ter um ester macrocíclico, o que 

diferencia-os em macrocíclicos e não macrocíclicos. Os tricotecenos não macrocíclicos 

constituem dois grupos: grupo A (T-2, HT-2 e diacetoxiscirpenol) que são relacionados com 

imunotoxicidade e citotoxicidade e grupo B (deoxinivalenol, 3-acetil-DON e 15-acetil-DON, 

nivalenol e fusarenona-X), relacionadas com desordens gastrointestinais (PINTON e 

OSWALD, 2014). Segundo Marin et al. (2013), a toxina T-2 é metabolizada in vivo para HT-

2, pelo que a toxicidade delas estão muito relacionadas. Um dos mais importantes tricotecenos 

é o deoxinivalenol (DON), produzido por fungos do gênero Fusarium, como F. graminearum 

e F. culmorum e frequentemente detectado no milho, trigo e cevada (IAMANAKA et al., 2010). 

O consumo de alimentos contaminados com DON foi associado a uma série de efeitos adversos 

em animais, incluindo a recusa de alimentação, vômitos, diarreia, tontura e febre. A exposição 

crônica ao DON pode levar à redução do crescimento, disfunção imunológica e neurológica . 

Os efeitos agudos do DON nos seres humanos são parecidos àqueles observados em animais, 

embora os efeitos ao longo prazo em humanos não tenham sido estabelecidos até agora. O efeito 

tóxico primário do DON é a inibição da síntese de proteínas, produção de estresse nas células 

e indução do apoptose. Além disso, incluem alterações das funções neuroendócrinas, 

comprometimento da integridade intestinal e da função imunológica (ALI et al., 2015). A IARC 

classificou os tricotecenos (DON, nivalenol, fusarenona X, toxina HT-2 e toxina T-2) no grupo 

3B por não haver indícios suficientes como carcinogênico em humanos (INTERNATIONAL 

AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 1993). 

 

https://www.iarc.fr/
https://www.iarc.fr/
https://www.iarc.fr/
https://www.iarc.fr/
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2.3. NORMATIVAS SOBRE OS LIMITES MÁXIMOS TOLERADOS (LMT) DE 

MICOTOXINAS EM MILHO 

 

A toxicidade das micotoxinas foi avaliada por organismos internacionais e com base 

nos resultados destas avaliações foram determinados limites toleráveis de contaminação por 

micotoxinas em alimentos para tentar controlar a exposição humana (ABIA et al., 2013; PITT, 

TANIWAKI, e COLE, 2013). Os países da Comunidade Europeia (EC) têm uma legislação 

específica e detalhada dos limites máximos toleráveis (LMT) para micotoxinas (EUROPEAN 

COMMISSION, 2006; 2007; 2013) em alimentos. Nos Estados Unidos a Food and Drug 

Administration orienta sobre os níveis de ação de algumas micotoxinas (FDA, 2000; 2001; 

2010). Na América do Sul estes limites estão considerados no acordo do Mercado Comum do 

Sul (MERCOSUL, 2002), que agrupa 12 países da região. O Brasil é o país do MERCOSUL 

com legislação própria que inclui maior quantidade de micotoxinas e categorias alimenta res, 

estabelecida pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) (BRASIL, 2011; 2013; 

2017). Não há legislação específica disponível na literatura com LMT de micotoxinas em milho 

roxo. Os LMT para as micotoxinas no milho, determinados pela EC, FDA, ANVISA, SENASA 

e MERCOSUL estão apresentados na tabela 2. 

 
Tabela 2- Limites máximos toleráveis (LMT) de micotoxinas em milho estabelecidos pela 

Comunidade Europeia (EC), recomendados pela Administração de Drogas e 

Alimentos dos Estados Unidos (FDA), Agência Nacional de Vigilância Sanitária do 
Brasil (ANVISA), Serviço Nacional de Sanidade Agrícola do Peru (SENASA) e 

Mercado Comum do Sul (MERCOSUL). 
 

Micotoxina 
ECa FDAb ANVISAc SENASAd MERCOSULe 

LMT (µg kg-1) 

AFsf    10    20    20 * 20 

FBsg 1000 4000 5000 * * 

ZEAh   100   350     40 * * 

DONi 1750 1000 3000 * * 

OTAj      5       *     20 * * 

TRCsk 100 * * * * 
 

aCommission Regulation (EC) No 1881/2006 of 19 December 2006; Commission Regulation (EC) 

No 1126/2007 of 28 September 2007; Commission Recommendation of 27 March 2013 

(2013/165/EU). bFDA, (U.S. Food and Drug Administration). Guidance for industry: Fumonisin 

levels in human foods and animal feeds; final guidance (June 6, 2000; revised November 9, 2001) ;  

Guidance for industry and FDA: Advisory levels  for deoxynivalenol (DON) in finished wheat 

products for human consumption and grains and grain by-products used for animal feed (June 29, 
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2010; Revised July 7, 2010); Guidance for industry: Action levels for poisonous or deleterious 

substances in human food and animal feed-Aflatoxin. cBrasil. Resolution - RDC No. 7/2011; RDC 

No. 59/2013; RDC No. 138/2017. dPeru. Resolution – RD No 0056-2014-MINA GRI-SENASA -

DIAIA of 25 August 2014. eMercado Comum do Sul MERCOSUL/GMC/RES. Nº 25/02. fAFs: 

aflatoxinas (B1+B2+G1+G2), gFBs: fumonisinas (B1+B2), hZEA: zearalenona, iDON: deoxinivalenol, 
jOTA: ocratoxina A, kTRICO: nivalenol+fusarenona X+deacetoxiscirpenol+3 acetil-DON+HT-

2+T-2. *LMT não estabelecido. 
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 9 

Resumo 10 

 11 

Determinou-se a presença de micotoxinas por LC-MS/MS em 82 amostras de milho roxo 12 

peruano coletadas em estabelecimentos de comércio local do Peru nos meses de dezembro de 13 

2015 a março de 2016 e março a abril de 2017. Foi avaliado o efeito matriz para cada um dos 14 

métodos utilizados, evidenciando a resposta negativa para este parâmetro. As micotoxinas 15 

prevalentes foram aflatoxinas (64,6%) e fumonisinas (63,4 %), com médias de 2,1 µg/kg (1-17 16 

µg/kg) e 2586 µg/kg (125-27490 µg/kg), respectivamente.  Zearalenona foi identificada em 17 

uma amostra na concentração de 24,4 µg/kg. A co-ocorrência de aflatoxinas e fumonisinas foi 18 

em 45,1% das amostras e a co-ocorrência de aflatoxinas, fumonisinas e zearalenona foi em uma 19 

amostra. Foi constatada a ausência de ocratoxina A e dos tricotecenos deoxinivaleno l, 20 

nivalenol, fusarenona X, diacetoxiscirpenol, 3 acetil-DON, toxina HT-2 e toxina T-2. As 21 

amostras apresentaram atividade de água (Aw) acima de 0,73, e não houve correlação com os 22 

níveis de micotoxinas encontrados. Esta é a primeira pesquisa que avalia a ocorrência de 23 

mailto:mallmann@lamic.ufsm.br
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micotoxinas analisadas no milho roxo peruano e identifica que esse milho pode constituir uma 24 

fonte de intoxicação, oferecendo risco à saúde pública. São necessários controles na cadeia 25 

produtiva deste grão para a determinação dos fatores envolvidos na apresentação destas toxinas 26 

e a implementação de legislação com limites máximos toleráveis de micotoxinas. 27 

 28 

Keywords: chicha morada, mazamorra morada, aflatoxins, fumonisins, Zea mays 29 

 30 

1. Introdução  31 

 32 

O milho roxo (maíz morado) é uma variedade de milho (Zea mays L.) nativa cultivada 33 

no Peru, em torno da Cordilheira dos Andes. No Peru, as sementes desse milho são utilizadas 34 

na gastronomia para o preparo da chicha morada (bebida refrescante), da mazamorra morada 35 

(sobremesa) além de ser fonte de pigmentos, principalmente da antocianina cianidina 3-36 

glucosídeo, que tem propriedades antioxidantes (Harakotr et al., 2014), anticancerígenas 37 

(Kamei et al., 1995), antimutagênicas e antidiabéticas (Tsuda et al., 2003; He & Giusti, 2010). 38 

A demanda do milho roxo peruano ao nível mundial tem aumentado nos últimos anos. Em 2016 39 

as exportações foram 12% superiores em comparação com o ano de 2015, sendo os EUA o 40 

principal país de destino (AGRODATAPERU, 2017).  41 

Por ser considerado um produto orgânico, o milho roxo necessita algumas certificações 42 

relacionadas com sua produção orgânica para sua comercialização (Andersen, 2003) mas não 43 

considera os limites máximos de concentração de micotoxinas nesse alimento. Segundo Ruiz 44 

de Galarreta et al. (2015), não existe diferença significativa na contaminação por fumonis inas 45 

no milho orgânico (80-1250 µg/kg) e no milho proveniente da agricultura convencional (110-46 

2400 µg/kg), porém quanto à contaminação do milho roxo, ainda não há pesquisas disponíve is 47 

com essa informação. 48 
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As micotoxinas são metabolitos secundários tóxicos produzidos por fungos 49 

filamentosos (Al-Taher, et al., 2017). Na saúde pública as micotoxinas de maior importânc ia 50 

são a aflatoxina B1 que tem propriedades mutagênicas e carcinogênicas (Bennett & Klich, 2003; 51 

IARC, 2012); fumonisina B1, relacionada com a incidência elevada de câncer de esôfago em 52 

humanos no Sul da África e China (Rheeder, 1992); ocratoxina A que é considerada nefrotóxica 53 

(Krogh et al., 1977); zearalenona que é uma micotoxina estrogênica (Chang, Kurtz, & Mirocha, 54 

1979); tricotecenos não macrocíclicos do grupo A (toxina T-2, toxina HT-2 e 55 

diacetoxiscirpenol) que são relacionados com imunotoxicidade e citotoxicidade; e tricotecenos 56 

do grupo B (deoxinivalenol, 3-acetil-DON e 15-acetil-DON, nivalenol e fusarenona-X), 57 

relacionadas com desordens gastrointestinais (Milicevic, Skrinjar, & Baltic, 2010). Diversos 58 

fatores ambientais podem se associar promovendo a produção de micotoxinas como a 59 

temperatura, atividade de água (Aw) (Magan, Gayley, & Lacey, 1988), umidade (Marin et al., 60 

1995), tensão de oxigênio, pH (Keller, Sullivan & Chirtel, 1997), entre outros. 61 

Cerca de 25% dos cereais em nível mundial estão contaminados com alguma micotoxina 62 

e a maioria dos fungos produtores de micotoxinas são capazes de produzir mais de uma 63 

micotoxina, ocasionando a co-ocorrência nos insumos e alimentos, sendo uma preocupação 64 

para a saúde pública pela possível sinergia ou efeito associado (De Saeger, Audenaert, & 65 

Croubels, 2016).  66 

Os países da Comunidade Europeia têm uma legislação específica e detalhada quanto 67 

aos limites máximos toleráveis (LMT) de micotoxinas em alimentos (CE, 2006, 2007, 2013). 68 

Nos Estados Unidos a Food and Drug Administration orienta sobre os níveis de ação de algumas 69 

micotoxinas (FDA, 2000; 2001; 2010). Na América do Sul os limites foram estabelecidos pelo 70 

Mercado Comum do Sul (MERCOSUR, 2002). No entanto, o Brasil possui uma legislação 71 

específica que dispõe sobre a maior quantidade de micotoxinas e categorias alimenta res 72 
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(ANVISA, 2011; 2013; 2017) e o Peru avalia somente a contaminação por aflatoxinas e 73 

ocratoxina A na páprica e nozes do Brasil (SENASA, 2014). 74 

Considerando que o milho roxo é um insumo utilizado na gastronomia, principalmente 75 

peruana, é necessário que se verifique a contaminação por micotoxinas, estabelecendo-se os 76 

riscos à saúde humana. Esta pesquisa foi desenvolvida com o objetivo de determinar e 77 

quantificar micotoxinas no milho roxo peruano e comparar os níveis com as legislações da 78 

Comunidade Europeia, Estados Unidos e Brasil. Esta é a primeira pesquisa que avalia a 79 

ocorrência de micotoxinas no milho roxo peruano.  80 

 81 

1. Material e Métodos 82 

 83 

1.1. Amostras 84 

 85 

Aproximadamente 200 g de amostras de milho roxo (n=82), foram obtidas em 86 

comércios locais de venda fracionada do Peru durante dois períodos: nos meses de dezembro 87 

de 2015 a março de 2016 (n=20) e nos meses de março a abril de 2017 (n=62). Após a coleta, 88 

as amostras foram identificadas, moídas em moinho ultracentrífugo ZM 200 (Retsch - 89 

Alemanha) com peneira de 1 mm, e conservadas sob temperatura de -18 °C até o momento do 90 

preparo para as análises. 91 

 92 

1.2.  Análises de micotoxinas 93 

 94 

1.2.1. Padrões analíticas e reagentes 95 

 96 
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Os padrões analíticos das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 (AFs), fumonisinas B1 e B2 (FBs), 97 

ocratoxina A (OTA), zearalenona (ZEA) e tricotecenos (TRCs): deoxinivalenol (DON), 98 

nivalenol (NIV), fusarenona X (FUS), diacetoxiscirpenol (DAS), 3 acetil-DON (3ac-DON), 99 

toxina HT-2 e toxina T-2, foram adquiridos da Sigma Aldrich (USA). Metanol, acetonitr ila, 100 

ácido fôrmico e acetato de amônia (grau HPLC) foram adquiridos da J.T. Baker (USA). Água 101 

ultrapura foi obtida através de um sistema de purificação de água Milli-Q gradiente A10 102 

(Millipore - USA). 103 

 104 

1.2.2. Preparação e análises das amostras 105 

 106 

Com objetivo de determinar níveis mais baixos de cada micotoxina, foram empregados 107 

diferentes métodos de extração e determinação para cada grupo de micotoxinas. Para as análises 108 

de AFs, foi adaptado o método proposto Sulyok et al. (2007), foram pesadas 5 g da amostra e 109 

adicionados 20 mL da solução de acetonitrila/água [5:1 (v/v)], colocada em agitação em mesa 110 

agitadora (Lucadema, Brasil) a 71 rpm por  1 hora. Posteriormente o extrato foi diluído com 111 

uma solução de metanol/água [1:1 (v/v)] e 10 µL injetado para análise que foi executada 112 

utilizando um cromatógrafo HPLC Série 1200 Infinity (Agilent Technologies Inc., EUA) 113 

acoplado a um espectrômetro de massas 5500 QTRAP (SCIEX, Canadá), equipado com fonte 114 

de ionização por Electrospray (ESI) em modo positivo, com fases móveis na eluição por 115 

gradiente compostas de metanol:água:acetato de amônia [95:4:1 (v/v/v)] (solução A) e 116 

água:acetato de amônia [99:1 (v/v)] (solução B), a separação cromatográfica foi realizada à 30 117 

°C com coluna Eclipse XDB-C8 (4,6 x 150 mm, diâmetro de partícula de 5 µm) (Agilent 118 

Technologies Inc., EUA). Os tempos de retenção (minutos) para cada analito foram AFB1=4,1; 119 

AFB2=3,7; AFG1=3,2 e AFG2=2,9. 120 



29 
 

Para as análises de FBs, foi utilizado o método seguido por Mallmann et al. (2013), em 121 

3 g de amostra foram usados 15 mL da solução de metanol/água [7:3 (v/v)], agitou-se por 20 122 

minutos em agitador tipo shaker MA563 (Marconi, Brasil), e o extrato foi diluído com uma 123 

solução de acetonitrila/água/ácido fórmico [5:4:1 (v/v/v)] e 10 µL injetado utilizando um 124 

cromatógrafo HPLC Série 1200 Infinity (Agilent Technologies Inc., EUA) acoplado a um 125 

espectrômetro de massas API 5000 (SCIEX, Canadá), equipado com fonte de ionização por 126 

Electrospray (ESI) em modo positivo, com fases móveis na eluição por gradiente compostas de 127 

água:ácido fórmico [95:5 (v/v)] e acetonitrila:ácido fórmico [95:5 (v/v)]. A separação 128 

cromatográfica foi realizada com coluna Eclipse XDB-C8 (4,6 x 150 mm, diâmetro de partícula 129 

de 5 µm) (Agilent Technologies Inc., EUA) à 40 °C de temperatura. Os tempos de retenção 130 

(minutos) de cada analito foram FB1=3,2 e FB2=7,2. 131 

Para as análises de OTA foi adaptado o método proposto por Sulyok et al. (2006), foram 132 

pesados 3 g de amostra, foi adicionado 12 mL da solução de acetonitrila/água [5:1 (v/v)] 133 

acidificada com 1% de ácido acético, colocou-se no agitador tipo shaker MA563 (Marconi, 134 

Brasil) por 10 min. Posteriormente o extrato foi diluído com uma solução de acetonitrila/água 135 

[1:1 (v/v)] e 10 µL injetado usando um cromatógrafo HPLC Série 1200 Infinity (Agilent 136 

Technologies Inc., USA) acoplado a um espectrômetro de massas API 5000 (SCIEX, Canadá), 137 

equipado com fonte de ionização por Electrospray (ESI) em modo positivo, com fases móveis 138 

na eluição por gradiente compostas de água:ácido fôrmico [95:5 (v/v)] e acetonitrila:ác ido 139 

fórmico [95:5 (v/v)]. A separação cromatográfica foi realizada com coluna Zorbax SB-C18 (4,6 140 

x 150 mm, diâmetro de partícula de 5 µm) (Agilent Technologies Inc., EUA) à temperatura de 141 

40 °C.  O tempo de retenção desse analito foi de 5,8 min. 142 

Para as análises de DON e ZEA foi adaptado o método proposto por Berthiller et al. 143 

(2005), em 3 g. de amostra, foi adicionado 24 mL da solução metanol/água [7:3 (v/v)]. 144 

Posteriormente foi colocado em agitação por 20 minutos em agitador tipo shaker MA563 145 
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(Marconi, Brasil). O extrato foi diluído com uma solução de metanol/água/acetato de amônio 146 

1M [90:9:1 (v/v/v)] e 10 µL injetado utilizando cromatógrafo HPLC Série 1200 Infinity 147 

(Agilent Technologies Inc., USA) acoplado a um espectrômetro de massas 4000 QTRAP 148 

(SCIEX, Canadá), equipado com fonte de ionização por Electrospray (ESI) em modo positivo, 149 

com fases móveis na eluição por gradiente composta de metanol:água:acetato de amônia [90:9:1 150 

(v/v/v)] e água:acetato de amônia [90:10 (v/v)]. A separação cromatográfica foi realizada com 151 

coluna Zorbax SB-C18 (4,6 x 150 mm, diâmetro de partícula de 5 µm) (Agilent Technologies 152 

Inc., EUA) à temperatura de 40 °C. Os tempos de retenção (minutos) de cada analito foram 153 

DON=4,7 e ZEA=9,3. 154 

Para as análises de TRCs foi adaptado o método proposto por Sugita-Konsihi et al. 155 

(2006), pesaram-se 50 g de amostra, foi adicionado 100 mL de uma solução de acetonitrila/água 156 

[6:1 (v/v)], colocou-se em agitação por 3 min. Posteriormente o extrato foi filtrado com papel 157 

filtro qualitativo número 4 e 10 mL evaporado sob fluxo de nitrogênio a 65 °C. Posteriormente 158 

foi ressuspendido em uma solução de acetonitrila/água [6:1 (v/v)], colocado em agitação por 1 159 

min, e passado por um cartucho MycoSep® 227 Trich+ (Romers Lab, Brasil) e o eluato obtido 160 

foi diluído com metanol/água [1:1 (v/v)] e 10 µL injetado usando um cromatógrafo HPLC Série 161 

1200 Infinity (Agilent Technologies Inc., USA) acoplado a um espectrômetro de massas API 162 

5000 (SCIEX, Canadá), equipado com fonte de ionização por Electrospray (ESI) em modo 163 

positivo e negativo, com fases móveis na eluição por gradiente composta de 164 

metanol:água:acetato de amônia [90:9:1 (v/v/v)] e água:acetato de amônia [99:1 (v/v)]. A 165 

separação cromatográfica foi realizada com coluna Zorbax SB-C8 (4,6 x 150 mm, diâmetro de 166 

partícula de 5 µm) (Agilent Technologies Inc., EUA) à temperatura de 40 °C. Os tempos de 167 

retenção (minutos) de cada analito foram DAS=8,3; HT-2=8,7; T-2=9,0; NIV=5,6; FUS=6,8 e 168 

3ac-DON=3,7. 169 

 170 
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1.2.3. Garantia de qualidade analítica 171 

 172 

Para garantir a qualidade analítica foram estabelecidos os limites de quantificação 173 

(LOQ) e os limites de detecção (LOD) através da relação sinal/ruído (LOQ=10/1, LOD=3/1). 174 

Para o cálculo da estimativa de recuperação de cada analito foram realizadas análises de sete 175 

replicatas de amostras fortificadas em três diferentes níveis de concentração do analito de 176 

interesse. A linearidade foi avaliada através do coeficiente de determinação (R2), calculado após 177 

injeção em triplicata de curvas analíticas com sete diferentes níveis de concentração. Foram 178 

utilizadas curvas analíticas com coeficientes de determinação maiores que R2 > 0,99. O efeito 179 

matriz de cada método foi avaliado através da plotagem de curvas preparadas no solvente versus 180 

curvas preparadas com adição de matriz. 181 

 182 

1.3. Atividade de água (Aw) 183 

 184 

Aproximadamente 7 g de cada amostra moída foi colocada na câmara do equipamento 185 

AquaLab (Decagon Devices Inc., USA) para determinar a Aw. O equipamento condiciona a 186 

amostra para a leitura a 25 °C por meio de um sistema termostático e faz a leitura de Aw através 187 

da constante dielétrica, polímero higroscópico e eletrodo poroso formando um sistema para 188 

medida da pressão de vapor de água na câmara. A faixa de leitura do equipamento é de 0,050 a 189 

1,000; com exatidão de ±0,01.  190 

 191 

1.4.Análises estatísticas 192 

 193 

A média e desvio padrão de cada variável foi calculada utilizando o software Microsoft 194 

Excel (Microsoft Excel 2016 MSO, Microsoft Corporation, Redmond, WA). A homogeneidade 195 
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de variâncias das curvas preparadas no solvente e das curvas preparadas com adição da matriz 196 

foi avaliada através da aplicação do teste F (Fischer-Snedecor), empregando o software 197 

Microsoft Excel (Microsoft Excel 2016 MSO, Microsoft Corporation, Redmond, WA). A 198 

correlação das concentrações de micotoxinas e Aw foi avaliada pela aplicação do teste de 199 

correlação de postos de Spearman ao nível de 5% de probabilidade utilizando o programa 200 

estatístico Statgraphics Centurion XV (Statgraphics Centurion 15.2.11, Manugistics Inc., 201 

Rockville, MD). 202 

 203 

2. Resultados e discussão 204 

 205 

2.1 Análises de micotoxinas 206 

 207 

A ocorrência de micotoxinas nas amostras coletadas nos dois períodos de amostrage m 208 

é apresentada na tabela 1. As micotoxinas quantificadas prevalentes no milho roxo peruano 209 

foram as AFs e FBs. AFs contaminaram 64,6% (53) das amostras, com média de 1,9 µg/kg (1-210 

17 µg/kg). Com positividade semelhante, 63,4% (52) das amostras estavam contaminadas com 211 

FBs, com média de 1651,1 µg/kg (125-27490 µg/kg). Os níveis mais altos de contaminação 212 

foram constatados no primeiro período de amostragem, com 75% (15) de amostras positivas 213 

para AFs e FBs e 5% (1) para zearalenona. A OTA e os TRCs não apresentaram concentrações 214 

quantificáveis. Das 82 amostras de milho roxo analisadas, 45,1% (37) apresentaram co-215 

ocorrência de AFs e FBs e somente uma amostra apresentou co-ocorrência de AFs, FBs e ZEA. 216 

Em concordância com nossos resultados, Mendes de Souza et al. (2013) reportaram 217 

100% de prevalência de FBs em 74 amostras de milho do Brasil com valores entre 41 e 8760 218 

µg/kg. Assim como também, Rodrigues & Naehrer (2012), analisaram amostras de milho da 219 

América do Sul, encontrando maior prevalência de FBs (92%), em concentrações de 859 a 220 
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53700 µg/kg, ZEA (43%) em concentrações de 40 a 1800 µg/kg e AFs (25%) em concentrações 221 

de 1,4 a 18 µg/kg. Pinotti et al. (2016), concluíram que as micotoxinas mais prevalentes na 222 

contaminação de alimentos em nível global são AFs, DON, FBs, OTA, T-2 e ZEA, sendo as 223 

FBs as de maior ocorrência, com mais de 80% na América do Sul.  224 

Logrieco et al. (1993) detectaram a presença de espécies de fungos do gênero Fusarium, 225 

e reportaram ausência de contaminação de DAS e T-2 no milho peruano. No entanto, a 226 

European Food Safe Authority (EFSA) reportou um estudo com 246 amostras de milho 227 

provenientes da Europa, Ásia e Argentina nos anos de 2007 a 2012, no qual verificou-se uma 228 

concentração média de 318 µg/kg de DON (EFSA, 2014). Na pesquisa realizada por Khatoon 229 

et al. (2012) em que foram analisadas 65 amostras de milho do Paquistão, 12,3% delas estavam 230 

contaminadas por NIV (500-2650 µg/kg), 9,2% por DON (136-2625 µg/kg) e 7,7% por 3acetil-231 

DON (100-850 µg/kg), com valores médios de 1326, 1549 e 356 µg/kg, respectivamente. Nesta 232 

mesma pesquisa foi detectada uma prevalência de 9,2% de DAS (364–750 µg/kg); 6,1% de T-233 

2 (143–1125 µg/kg) e 6,1% de HT-2 (100–500 µg/kg). 234 

A ocorrência de mais de uma micotoxina no milho também foi verificada no Brasil por 235 

Oliveira et al. (2017), com mais de 73%, sendo a combinação de FBs e ZEA a mais prevalente. 236 

Por outro lado, em estudo realizado com amostras de milho da Argentina, a co-ocorrencia de 237 

AFs e FBs foi de 8,3% e de ZEA e FBs foi de 2% das amostras (Garrido et al., 2012). 238 

Considerando que, na cadeia produtiva do milho roxo no Peru, a secagem muitas vezes 239 

é realizada a céu aberto, exposto às intempéries climáticas e constantes mudanças de 240 

temperatura (PYMAGROS, 2005), estes fatores podem ter influenciado na contaminação por 241 

micotoxinas abordadas neste estudo, pois de acordo com as pesquisas desenvolvidas por 242 

Paterson & Lima (2011) e  Pitt et al. (2013), a produção de micotoxinas pelos fungos é 243 

favorecida pelo cultivo inapropriado, condições climáticas, deficiência na secagem e 244 

armazenamento. 245 
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Constatou-se que 12% (10) das amostras de milho roxo apresentaram níveis superiores 246 

aos LMT estabelecidos pela União Europeia para FBs (LMT=1000 µg/kg) e apenas uma 247 

amostra para AFs (LMT=10 µg/kg). As demais micotoxinas pesquisadas estavam abaixo dos 248 

LMT. Para a legislação dos Estados Unidos 11% (9) das amostras apresentaram concentrações 249 

superiores aos LMT para FBs (LMT=4000 µg/kg). No entanto, considerando-se a legislação 250 

brasileira, 9,8% (8) das amostras apresentaram concentrações superiores aos LMT para FBs 251 

(LMT=5000 µg/kg), conforme a tabela 2.  252 

 253 

2.2. Garantia de qualidade analítica 254 

 255 

Os valores encontrados para os LOD, LOQ e recuperação são descritos na tabela 3. 256 

Todos os métodos utilizados apresentaram valores de LOQ abaixo dos LMT para todas 257 

micotoxinas analisadas. 258 

O coeficiente de determinação de cada analito testado foi superior a 0,9997. Os valores 259 

das médias das variâncias das curvas com matriz e sem matriz não apresentaram diferenc ias 260 

significativas pelo teste F (Fischer-Snedecor), considerando-se que não apresentaram efeito 261 

matriz. 262 

 263 

2.3. Atividade de água (Aw) 264 

 265 

  A média de Aw das amostras do primeiro período de amostragem foi de 0,92 (0,73–266 

0,97) e do segundo período foi de 0,91 (0,83–0,97). Não houve correlação (P>0,05) da Aw com 267 

os níveis de AFs e FBs encontrados por período e no período total. Não há informações 268 

disponíveis sobre o local de cultivo, e as condições de transporte e armazenamento das 269 

amostras, mas presumimos que a Aw pode ser sido alterada no decorrer do tempo. A produção 270 
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de micotoxinas é multifatorial, sendo a Aw um desses fatores, Marín et al. (1995), constataram 271 

que fungos do gênero Fusarium produziram concentrações mais altas de FB1 e FB2 com Aw de 272 

0,96 e 0,97 a temperaturas de 25 °C e 30 °C, e redução das concentrações com Aw de 0,92. Em 273 

outra pesquisa desenvolvida por Giorni et al. (2008), observaram que a produção de AFB1 em 274 

grãos de milho inoculados com Aspergillus flavus e armazenados a 25 °C por 21 dias, a Aw de 275 

0,95 resultou em maior quantidade de AFB1 e que em atmosfera controlada (50% de CO2) a 276 

produção de AFB1 foi reduzida significativamente.  277 

 278 

3. Conclusões 279 

 280 

A presente pesquisa é pioneira na avaliação da ocorrência de micotoxinas em milho 281 

roxo peruano. As micotoxinas mais prevalentes foram as AFs, seguida pelas FBs e uma amostra 282 

apresentou contaminação por ZEA. Não foi observada relação direta entre a Aw e os níveis de 283 

micotoxinas reportados. Não foram identificadas concentrações quantificáveis de OTA e TRCs 284 

nas 82 amostras. Consideramos que é necessário implementar o monitoramento e controle das 285 

micotoxinas na cadeia produtiva do milho roxo, objetivando diminuir os riscos à saúde pública, 286 

contemplando a ocorrência individual e múltipla destas toxinas, bem como a implementação de 287 

uma legislação específica para este produto. Pesquisas adicionais precisam ser efetuadas com 288 

o objetivo de elucidar como a prevalência e concentração das micotoxinas no milho roxo são 289 

influenciadas pelas condições climáticas e produtivas.  290 

 291 
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Tabela 1  502 

Contaminação média, prevalência (% ≥ LOQ*), média das amostras positivas e contaminação máxima em amostras de milho roxo peruano. 503 

 504 

Período n Micotoxina 
Média 

(µg/kg) 

Desvio 

padrão 
% ≥ LOQ* 

Média de amostras 

positivas (µg/kg) 

Desvio 

padrão 

Máximo 

(µg/kg) 

Primeiro: 
dez/2015 a 

mar/2016  

20 AFs 4,5 4,3 75,0  5,9 4,1 17 

20 FBs 6196,8 8507,7 75,0  8262,3 8941,3 27490 

20 ZEA 2,6 6,6 5,0  24,4 - 24,4 

20 DON / OTA / TRCs 0 0 0 0 0 0 

Segundo: 

mar e 
abr/2017  

62 AFs 1,4 0,7 23,6  1,8 0,6 2,9 

62 FBs 184,7 162,5 59,7  285 137,1 762 

62 ZEA 0,3 1,24 0 0 0 0 

62 DON / OTA / TRCs 0 0 0 0 0 0 

Total  

82 AFs 1,9 1,8 64,6  2,1 2,0 17 

82 FBs 1651,1 4872,9 63,4  2586,1 5989,6 27490 

82 ZEA 0,9 3,5 1,2  24,4 - 24,4 

82 DON / OTA / TRCs 0 0 0 0 0 0 

 505 

*LOQ=limite de quantificação. AFs=aflatoxinas (B1+B2+G1+G2), LOQ=1 µg/kg; FBs=fumonisinas (B1+B2), LOQ=125 µg/kg; ZEA=zearalenona, 506 

LOQ=20 µg/kg; DON=deoxinivalenol, LOQ=200 µg/kg; OTA=ocratoxina A, LOQ=2,5 µg/kg; TRCs=nivalenol, fusarenona X, diacetoxiscirpeno l, 507 

3-acetil-DON, HT-2 e T-2, LOQ=100 µg/kg.508 
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Tabela 2  509 

Limite Máximo Tolerável (LMT) de micotoxinas estabelecidos pela legislação da Europa, dos 510 

Estados Unidos e do Brasil para o milho e percentual de amostras acima do LMT de 511 

micotoxinas. 512 

  Micotoxina 

LMT – Europaa   LMT – USAb   LMT – Brasilc 

LMT  

(µg/kg) 

% > 

LMT 
  

LMT  

(µg/kg) 

% > 

LMT 
  

LMT  

(µg/kg) 

% > 

LMT 

Total 
(n=82) 

AFsd 10 1,2    20 0   20 0 

FBse 1000 4,6   4000 11   5000 9,8  

ZEAf 100 0  350 0  40 0 

DONg 1750 0  1000 0  3000 0 

OTAh 5 0  * 0  20 0 

TRCsi 100 0   * 0   * 0 
 513 

aCommission Regulation (EC) No 1881/2006 of 19 December 2006; Commission Regulat ion 514 

(EC) No 1126/2007 of 28 September 2007; Commission Recommendation of 27 March 2013 515 

(2013/165/EU). bFDA, (U.S. Food and Drug Administration). Guidance for industry: Action 516 

levels for poisonous or deleterious substances in human food and animal feed-Aflatoxin; 517 

Guidance for industry: Fumonisin levels in human foods and animal feeds; final guidance (June 518 

6, 2000; revised November 9, 2001). cBrasil. Resolution - RDC No. 7/2011; RDC No. 59/2013; 519 

RDC No. 138/2017. dAFs: aflatoxinas (B1+B2+G1+G2), LOQ=1 µg/kg .eFBs: fumonisinas 520 

(B1+B2), LOQ=125 µg/kg,  fZEA: zearalenona, LOQ=20 µg/kg. gDON: deoxinivaleno l, 521 

LOQ=200 µg/kg. hOTA: ocratoxina A, LOQ=2,5 µg/kg. iTRCs: nivalenol, fusarenona X, 522 

diacetoxiscirpenol, 3 acetil-DON, HT-2 e T-2, LOQ 100 µg/kg.*LMT não estabelecido. 523 

 524 

  525 
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Tabela 3  526 

Limite de quantificação (LOQ), limite de detecção (LOD) e porcentagens de recuperação dos 527 

métodos empregado nas análises de micotoxinas no milho roxo peruano. 528 

 529 

Micotoxina LOQ (µg/kg) LOD (µg/kg) 
Recuperação 

(%)  

Aflatoxina B1 1 0,4 98 

Aflatoxina B2 1 0,6 97 

Aflatoxina G1 1 0,6 99 

Aflatoxina G2 1 0,6 94 

Fumonisina B1 125 10,0 94 

Fumonisina B2 125 20,0 94 

Deoxinivalenol 125 50,0 80 

Ocratoxina A 2,5 0,5 80 

Zearalenona 20 3,0 85 

Tricotecenosa 100 50,0 90 

 530 

aTricotecenos: nivalenol, fusarenona X, diacetoxiscirpenol, 3 acetil-DON, toxina HT-2 e 531 

toxina T-2. 532 

 533 

  534 
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4. CONCLUSÃO 

 

Esta é a primeira pesquisa que avalia a ocorrência de micotoxinas no milho roxo 

peruano analisado por LC-MS/MS. Constatou-se que as micotoxinas mais prevalentes foram 

as AFs, seguida pelas FBs e ZEA. Não foram identificadas concentrações quantificáveis de 

OTA e TRICO. Pesquisas devem ser desenvolvidas para identificar os fatores que influenc iam 

na concentração individual e múltipla destas micotoxinas e disponibilizar informações que 

tenham o propósito de reduzir os riscos à saúde pública, servindo como base para o 

estabelecimento de regulamentações com limites máximos de micotoxinas neste produto. 
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