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 RESUMO 

 

Micotoxinas são substâncias tóxicas produzidas como metabólitos secundários de 

diversos fungos filamentosos os quais podem causar diversos efeitos tóxicos em 

humanos quando presentes nos alimentos. Estes além de afetar a saúde pública 

podem causar implicações econômicas. O trigo e seus subprodutos podem ser 

acometidos por fungos toxigênicos capazes de produzir micotoxinas. O Brasil é um 

importante produtor e consumidor de trigo. O trigo é a matéria prima para a 

fabricação de muitos produtos consumidos diariamente pela população, como por 

exemplo, o biscoito do tipo cracker e água e sal. O biscoito cracker é o segundo tipo 

de biscoito industrializado mais consumido pelos brasileiros de diferentes faixas 

etárias. Assim é importante a pesquisa da contaminação por micotoxinas nesse 

produto já que é consumido em grande escala pela população e por grupos de 

diferentes idades. O presente estudo teve o objetivo de validar um método analítico 

para determinação de micotoxinas em biscoito crackers e em água e sal. O método 

analítico foi validado para a determinação de aflatoxinas M2, M1, G2, G1, B2, B1, 

desoxinivalenol, ocratoxina A, fumonisinas B1 e B2, fumonisinas B1 e B2 

hidrolisadas, zearalenona e esterigmatocistina em biscoitos por CLUE-EM/EM. A 

recuperação foi satisfatória variando de 70 a 110 % e foi obtido um desvio padrão 

relativo inferior a 13 %. O método foi considerado sensível com limites de 

quantificação entre 0,20 µg kg-1 e 12,27 µg kg-1. O método validado foi utilizado para 

determinar micotoxinas em 60 amostras de biscoitos cracker e água e sal coletados 

na região metropolitana do Rio de Janeiro, RJ. Desoxinivalenol, zearalenona e 

fumonisina B1 foram encontradas respectivamente em 100, 50 e 28 % das amostras 

analisadas. 

 

 

Palavras-chave: micotoxinas, biscoito crackers, CLUE-MS/MS. 



ABSTRACT 

 

Mycotoxins are substances produced as secondary metabolites by several 

filamentous fungi. They can cause various toxic effects in humans when present in 

food. In addition to affecting public health, these compounds also cause economic 

implications. Wheat and its by-products can be affected by toxigenic fungi capable of 

producing mycotoxins. Brazil is an important wheat producer and consumer. Wheat is 

the raw material for the manufacture of many products consumed daily by the 

Brazilian population, such as crackers. These biscuits are the second most 

consumed type of biscuit by Brazilians. Thus, it is important to investigate mycotoxin 

contamination in crackers, since it is highly consumed by the population and by 

different age groups. In this context, the present study aims to validate an analytical 

method for the determination of mycotoxins in salt crackers. A suitable analytical 

method for the determination of aflatoxins M2, M1, G2, G1, B2, B1, deoxynivalenol, 

ochratoxin A, fumonisins B1 and B2, hydrolysed fumonisins B1 and B2, zearalenone 

and esterigmatocystin applying Ultra Efficiency Liquid Chromatography coupled to 

Sequential Mass Spectrometry was, thus, validated (UPLC-MS/MS). Recovery was 

satisfactory, ranging from 70 to 110%, with a relative standard deviation of less than 

13%. The method was considered adequately sensitive, with limits of quantification 

ranging between 0.20 µg kg-1 and 12.27 µg kg-1. The validated method was used to 

determine mycotoxins in 60 salt cracker samples obtained from the metropolitan 

region of Rio de Janeiro, RJ, and results showed deoxynivalenol, zearalenone and 

fumonisin B1 contamination in in 100, 50 and 28% of the analyzed samples, 

respectively. 

 

 

Key-words:  micotoxins, UPLC-MS/MS, salt cracker biscuits 
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1 INTRODUÇÃO  

 

 

Micotoxinas são substâncias tóxicas produzidas como metabolitos 

secundários de diversos fungos filamentosos ocorrendo em diferentes regiões do 

mundo e representam um risco potencial para a saúde do homem e dos animais 

quando presentes nos alimentos e nas rações animais (PERAICA, 1999). 

Os efeitos tóxicos causados por micotoxinas em seres humanos e animais 

incluem efeitos nefrotóxicos, neurotóxicos, carcinogênicos, imunossupressores e 

estrogênicos graves. Os compostos menos críticos e a ingestão crônica de 

pequenas quantidades de micotoxinas podem reduzir o apetite e ganho de peso em 

animais e causar diarreia em seres humanos (HUSSEIN, 2001). 

A Agência Internacional de Pesquisa em Câncer (IARC) publicou em 1993 

uma monografia na qual as micotoxinas consideradas de maior risco à saúde 

humana e animal foram: aflatoxinas, ocratoxina A, zearalenona, desoxinivalenol e 

fumonisinas (IARC, 1993).  

A produção de micotoxinas depende do crescimento fúngico, portanto pode 

ocorrer em qualquer época do crescimento, colheita, transporte ou estocagem do 

alimento dependendo de fatores ambientais como temperatura e umidade 

(IAMANAKA et al., 2010). 

A ocorrência de micotoxinas em produtos agrícolas é uma preocupação 

importante para a saúde dos animais e dos seres humanos (RAZZAZI-FAZELI, 

1999). Além de afetar a saúde pública causa implicações econômicas que 

repercutem na produção agropecuária, na disponibilidade de alimentos e no 

comércio internacional dos produtos (FERNÁNDEZ-TREVEJO, 2008). 

A contaminação de alimentos por micotoxinas tem sido relatada 

mundialmente e estima–se que cerca de 25 % de todos os produtos agrícolas, 

estejam contaminados por estas substâncias (BENETT & KLICH, 2003, MAZIERO & 

BERSOT, 2010). 

O trigo é um produto agrícola que junto com seus subprodutos representam 

uma importante fonte de alimento que podem ser afetados por fungos toxigênicos 

capazes de produzir micotoxinas (CREPPY, 2002). 
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Em 2015 o Brasil produziu de 5 a 6 milhões de toneladas de trigo (IBGE, 

2015) e o consumo interno foi de aproximadamente 11 milhões de toneladas 

(EMBRAPA, 2014). O trigo é a matéria prima para a fabricação de muitos produtos 

consumidos diariamente pela população (ALMEIDA et al., 2016).  

O biscoito cracker é um produto industrializado possuindo em sua formulação 

90 % de trigo (SCUDAMORE, 2009). A pesquisa da contaminação por micotoxinas 

nesse produto é importante já que é consumido em grande escala pela população e 

por grupos de diferentes faixas etárias. (SOUZA et al., 2015). 

O Brasil é o segundo produtor mundial de biscoito, em 2013 produziu mais de 

um milhão de toneladas do produto. O consumo per capita desse produto no Brasil 

no ano de 2015 foi de 8,47 kg sendo o biscoito tipo crackers responsável por 21,4 % 

desse consumo. Em 2014, foram comercializadas 354 mil toneladas de biscoito 

cracker e água e sal, o segundo tipo de biscoito mais comercializado no Brasil 

(ABIMAPI, 2015). 

Diversos estudos no Brasil demonstraram a presença de micotoxinas em trigo 

e seus subprodutos e desoxinivalenol foi a micotoxina mais encontrada. 

(FURLONG,1995, OLIVEIRA, 2002, BARAJ & FURLONG, 2003 LAMARDO, 2006, 

CALORI-DOMINGUES, 2007). Zearalenona pode ocorrer simultaneamente com 

desoxinivalenol, uma vez que é produzida pela mesma espécie de Fusarium 

(CODEX ALIMENTARIUS, 2007).  

Ainda são poucos os estudos realizados sobre a presença de micotoxinas em 

produtos à base de trigo para consumo direto. A legislação brasileira já contempla 

muitos desses produtos para consumo direto visando controlar a qualidade em 

relação a contaminação por micotoxinas e consequentemente assegurar a saúde da 

população (BRASIL, 2011). 

Para garantir que a legislação seja respeitada é fundamental a aplicação de 

métodos analíticos confiáveis como os que empregam a técnica de cromatografia 

líquida de alta eficiência acoplada à espectrometria de massas sequencial, capazes 

de identificar e quantificar diversas micotoxinas em uma mesma análise e com 

pouco tratamento da amostra (CHIARADIA, 2008). 

A validação de metodologias analíticas que possibilitam a análise de produtos 

à base de trigo é essencial para assegurar a confiabilidade do método e 

consequentemente gerar dados confiáveis sobre a qualidade dessa matéria prima 

que está presente diariamente na mesa do consumidor. 
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Com poucos estudos sobre a presença de micotoxinas em produtos à base 

de trigo, principalmente no Brasil, monitoramentos são importantes para obter mais 

dados sobre a contaminação de micotoxinas em alimentos para que ações de 

vigilância sanitária sejam realizadas e assim minimizar a exposição da população a 

esse contaminante. 

Esse estudo tem como objetivo validar um método analítico por cromatografia 

líquida de ultra-eficiência acoplada à espectrometria de massas sequencial (CLUE-

EM/EM) para avaliar a presença de micotoxinas em biscoito do tipo “crackers” e 

“água e sal” além de determinar a presença de micotoxinas nesses produtos e assim 

gerar dados que possam servir de subsídios para ações de vigilância sanitária. 

 

1.1 MICOTOXINAS 

 

1.1.1 Desoxinivalenol  

 

Os tricotecenos são considerados um importante grupo de micotoxinas 

produzidos por vários fungos do gênero Fusarium, especialmente F. graminearum 

sendo encontrados como contaminantes em trigo, centeio, cevada, milho e outros 

cereais e ocorrem predominantemente em climas mais quentes (PERAICA et al., 

1999).  

Desoxinivalenol (DON), também conhecido como vomitoxina, tem sido 

considerado uma das principais micotoxinas do grupo dos tricotecenos, estando 

relacionada a diversos efeitos tóxicos em humanos e em animais, além de 

extensivas perdas econômicas (FREIRE et al., 2007). 

 Os sintomas observados incluem náuseas, vômitos, diarreia, dor abdominal, 

dor de cabeça e tontura. Intoxicações humanas associadas com o consumo de 

grãos contaminados por tricotecenos (trigo, cevada, milho) foram relatados na 

Coréia, Japão, Índia, Colômbia, China e África do Sul. Dados epidemiológicos 

disponíveis apontam contaminação por DON em produtos de grãos como potencial 

causador da intoxicação aguda humana. Além disso, há um potencial efeito crônico 

sobre o crescimento, a função imune e a reprodução com base em resultados de 

estudos em animais (PERAICA et al., 1999, CODEX ALIMENTARIUS, 2007; 

SOBROVA et al., 2010). A Figura 1 apresenta a estrutura química de DON. 
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A ocorrência de DON em cereais tem sido reportada em diversos países. 

Trigo, cevada e milho juntos respondem por dois terços da produção mundial de 

cereais e são as culturas mais suscetíveis à contaminação por essa micotoxina 

(CODEX ALIMENTARIUS, 2007).  

De acordo com IARC, DON é classificado como Grupo 3, ou seja, não 

classificado quanto a carcinogenicidade em humanos (IARC, 1993). O Joint 

FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA) definiu uma dose máxima 

provisória de ingestão diária tolerável de DON de 1 µg kg -1 por peso corpóreo 

(JECFA, 2001). 

 

 

Figura 1 – Estrutura química de desoxinivalenol  
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DON é solúvel em água, muito estável durante o armazenamento e moagem, 

relativamente estável ao calor, à maioria dos procedimentos de processamento e de 

cozimento, e não é completamente destruído pela fermentação (CODEX 

ALIMENTARIUS, 2007). 

 

1.1.2 Aflatoxinas 

  

As aflatoxinas são metabólitos secundários altamente tóxicos que podem ser 

produzidas por três espécies de fungo do gênero Aspergillus sp: A. flavus, A. 

parasiticus e A. nomius, que causam contaminação em alimentos (CROWELL et al., 

1981). 

São conhecidos atualmente 18 compostos similares designados como 

aflatoxina, porém os principais tipos de interesse são: aflatoxina B1 (AFB1), 

aflatoxinas B2 (AFB2), aflatoxinas G1 (AFG1) e aflatoxina G2 (AFG2). Destas, as 
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que apresentam maior toxicidade são a AFB1 e a AFG1 (OLIVEIRA et al., 2006). A 

estrutura química das aflatoxinas está representada na Figura 2. 

A aflatoxina B1 é a mais tóxica das aflatoxinas seguida das aflatoxinas G1, B2 

e G2, causando uma variedade de efeitos adversos e, em alguns casos podem ser 

letais, em diferentes espécies animais e humanos. Foi considerada pela IARC 

(1993) como pertencente ao grupo 1, composto carcinógeno para humanos 

(IAMANAKA et al., 2007; IARC, 1993). 

As aflatoxina M1 e M2 (AFM1 e AFM2) são metabólitos hidroxilados das 

aflatoxinas B1 e B2 e podem estar presentes no leite e produtos derivados obtidos 

de animais que ingeriram ração contaminada com estas aflatoxinas (CREPPY, 

2002).  

Os principais produtos alimentícios susceptíveis ao desenvolvimento desse 

fungo incluem amendoim, milho, trigo, arroz, castanha do Pará, nozes, avelã, 

castanha de caju, amêndoas, frutas secas, temperos, semente de algodão, 

mandioca, óleos vegetais, cacau, entre outros que, normalmente, são utilizados na 

composição de alimentos e rações (CALDAS, 2002; ARAUJO, 2006). 

 

 

Figura 2 – Estrutura química das aflatoxinas. 
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As aflatoxinas estão associadas à toxicidade e carcinogenicidade em 

humanos e animais. A intoxicação aguda pode causar a morte enquanto a 

intoxicação crônica pode levar à alterações patológicas mais prolongadas como 

câncer e imunossupressão. O órgão mais afetado é o fígado e o dano hepático já foi 

relatado em roedores, aves domésticas e macacos. Na índia um surto em 1974 

levou à morte de 100 pessoas que consumiram milho altamente contaminado por 

aflatoxinas e a aflatoxina B1 foi detectada no fígado das vítimas (MURRAY, 2006). 

 

 

1.1.3 Ocratoxina A 

 

A ocratoxina A (OTA) pertence ao grupo de metabólitos secundários 

produzidos por fungos toxigênicos do gênero Aspergillus e Penicillium que 

contaminam diversos alimentos (MOSS, 1996; LARSEN et al, 2001).  

A OTA destaca-se pela alta toxicidade e pela ocorrência natural em produtos 

vegetais, causando intoxicações clínicas e subclínicas em animais e humanos 

(MOSS; 1996; FINK- GREMMELS, 2001). A estrutura química de OTA está 

representada na Figura 3. 

Essa micotoxina vem merecendo atenção e destaque no cenário mundial 

devido a sua alta toxicidade e ocorrência e tem sido encontrada em diversos 

alimentos e bebidas diariamente consumidas pela população e ainda pode ser uma 

barreira na comercialização de produtos entre os países (DUARTE, 2010). 

Em 1993 a International Agency of Research on Cancer (IARC) lançou um 

documento que classificou a Ocratoxina A como “provável carcinógeno para 

humanos” - Grupo 2B (IARC, 1993). 

OTA também tem uma característica importante que é a resistência ao 

tratamento térmico, é fotossensível, porém o efeito da luz sobre as toxinas aderidas 

aos cereais tem pouca importância. Essas características indicam que a remoção 

das ocratoxinas de alimentos e bebidas pode ser muito difícil, sendo assim a 

prevenção é a melhor forma de proteção para evitar a formação da toxina 

(KRUGER, 2006). 
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Figura 3 – Estrutura química da ocratoxina A.  

 

 

 

 

1.1.4 Zearalenona 

 

Zearalenona (ZEA) é um metabólito secundário produzido principalmente por 

fungos do gênero Fusarium, incluindo Fusarium graminearum, Fusarium culmorum, 

Fusarium equisetii e Fusarium crookwellense. Estas espécies fúngicas são 

amplamente encontradas como contaminantes em alimentos em diversos países 

(HAGLER, et al., 2001). 

Essa micotoxinas está relacionada com intoxicações agudas e crônicas, 

problemas reprodutivos e no desenvolvimento, possui ação genotóxica, hepatotóxica 

e imunotoxica (ZINEDINE et al., 2007). Possui características estrogênicas e causa 

hiperestrogenismo em suínos femininos e incidentes nas mudanças da puberdade 

em crianças (KUIPER-GOODMAN et al., 1987). A Figura 4 apresenta a estrutura 

química de ZEA. 

 

 

Figura 4 – Estrutura química da zearalenona.  
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O consumo de alimentos contaminados por ZEA pode causar 

hiperestrogenismo nas espécies domésticas, levando à diminuição da produção de 
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leite, repetição de cio, diminuição da taxa de concepção e até mesmo abortamento. 

(WEAVER et al., 1986; WHITLOW & HAGLER JUNIOR, 1999). 

Zearalenona pode contaminar diversos alimentos principalmente os cereais. 

Estudos já demonstraram presença de ZEA em trigo (STANKOVIC, 2012), arroz 

(LEE, 1991; CHUN, 2014) e milho (VISCONTI, 1998).  

As evidências quanto à carcinogenicidade da zearalenona em animais 

experimentais são limitadas e a ausência de estudos em humanos levou à 

classificação de ZEA no Grupo 3, ou seja, não pode ser classificada quanto a sua 

carcinogenicidade em humanos (IARC. 1993). 

 

                           

1.1.5 Fumonisinas 

 

Pelo menos 15 diferentes fumonisinas já foram relatadas, sendo agrupadas 

em quatro categorias principais (A, B, C e P). A fumonisina mais importante é a 

fumonisina B1 (FB1), porém pode estar presente junto com outras micotoxinas, 

principalmente fumonisina B2 (FB2) em menor quantidade (DUTTON, 1996; WHO, 

2000). 

Esse grupo de micotoxinas podem causar várias doenças em animais, como 

leucoencefalomalacia em cavalos (KELLERMAN et al., 1990, ROSS et al., 1990), 

edema de pulmão e hidrotórax em suínos (HARRISON et al. 1990, COLVIN & 

HARRISON, 1992), hemorragia cerebral em coelhos (BUCCI et al., 1996) e câncer 

hepático em ratos (GELDERBLOM et al., 1991). Elas também foram suspeitas de 

causar câncer esofágico em humanos em regiões como África do Sul, China, 

Nordeste da Itália e Estados Unidos onde os produtos à base de milho fazem parte 

da dieta (SYDENHAM et al. 1991; RHEEDER et al., 1992, CHU & LI 1994, DOKO & 

VISCONTI 1994). A estrutura química das fumonisinas está descrita na Figura 5.  
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Figura 5 – Estrutura química das fumonisinas.  
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As fumonisinas podem ser encontradas contaminando diversos cereais 

cultivados em regiões tropicais e subtropicais como trigo (STANKOVIC et al., 2012; 

CENDOYA et al., 2014), milho e produtos à base de milho (SOARES, 2000, 

MANJULA et al., 2009). 

Em relação à carcinogenicidade, a fumonisina B1 foi classificada pela IARC 

como um possível carcinógeno para humanos, incluindo-a no Grupo 2B (IARC, 

2002). 

 

1.1.6 Esterigmatocistina 

 

A esterigmatocistina (ESTG) apresenta estrutura semelhante à das 

aflatoxinas. É considerada hepatotóxica e cancerígena, podendo ser produzida por 

diferentes espécies de Aspergillus (PURCHASE & VAN DER WATT, 1970; COLE & 

COX, 1981). Entretanto, Aspergillus versicolor é, reconhecidamente, a espécie mais 

importante como produtora dessa micotoxina.  
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Apresenta toxicidade oral aguda baixa, em virtude de sua insolubilidade em 

água e nos sucos gástricos. Por essa razão, é provável que surtos atribuídos a essa 

substância sejam improváveis, tanto em humanos quanto em animais. Sua 

toxicidade como cancerígeno de fígado é de apenas 1/150 da aflatoxina B1, não 

obstante seja, ainda assim, mais potente que muitas outras substâncias 

cancerígenas. Por essa razão, a esterigmatocistina é aceita como um potencial 

indutor de câncer de fígado em humanos (TERAO, 1983). A Figura 6 apresenta a 

estrutura química da esterigmatocistina. 

 

 

Figura 6 – Estrutura química da esterigmatocistina.  

 

 

 

1.2 OCORRÊNCIA DE MICOTOXINAS EM TRIGO E PRODUTOS À BASE DE 

TRIGO 

 

1.2.1 Ocorrência mundial de micotoxinas 

 

Em diferentes países foram realizados estudos sobre a presença de 

micotoxinas em trigo e seus produtos. 

Bauer e colaboradores analisaram na Alemanha 24 amostras de trigo e 

encontraram ZEA em 22 amostras com a concentração encontrada variando de 11 a 

860 µg kg-1 (BAUER, 2002). 

Em estudo realizado na Dinamarca por Rasmussen e colaboradores DON foi 

detectado em 82 % das amostras de farinha de trigo com concentração variando de 

20 a 527 µg kg-1. ZEA foi detectada em 33 % das amostras de farinha de trigo 

analisadas e a concentração encontrada foi próxima ao limite de detecção do 

método, 1 µg kg-1 (RASMUSSEN et al., 2003). 
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 Biselli & Hummert analisaram na Alemanha 103 amostras de farinha de trigo 

e 88 amostras de pães e pastéis. DON esteve presente em ambos produtos. A 

concentração encontrada foi de 230 a 2270 e 110 a 2350 µg kg-1, respectivamente 

(BISELLI & HUMMERT, 2005). 

Schollenberger e colaboradores analisaram também na Alemanha 101 

amostras de pães por espectrometria de massas. DON esteve presente em 92 % 

das amostras analisadas e a média da concentração das amostras foi de 134 µg kg-1 

(SCHOLLENBERGER et al, 2005). 

Pussemier e colaboradores analisaram na Bélgica amostras de trigo e de 

farinha de trigo e encontrou OTA em 40 % das amostras de trigo e 97 % das 

amostras de farinha de trigo com as concentrações variando de 0,037 a 1,0 e 0,064 

a 2,1 µg kg-1, respectivamente. Para DON os níveis encontrados foram de 10 a 503 

µg kg-1 em trigo em grão e 153 a 661 µg kg-1 em farinha de trigo. ZEA esteve 

presente em 6 % das amostras de trigo em grão com concentração variando de 0,75 

a 4 µg kg-1 (PUSSEMIER et al., 2006). 

Berthiller e colaboradores analisaram 23 amostras de trigo na Áustria e DON 

foi encontrado em todas as amostras com concentração entre 42 e 4130 µg kg-1 

(BERTHILLER, 2009). 

Estudo realizado na Alemanha, Gottschalk e colaboradores detectaram a 

presença de DON em 100 % das amostras analisadas incluindo grão, farelo, flocos e 

farinha de trigo. Os níveis de concentração encontrados variaram de 57 a 1163 µg 

kg-1 (GOTTSCHALK et al., 2009). 

Azouri e colaboradores analisaram 65 amostras de trigo do Líbano e 

encontraram DON em todas as amostras com concentração acima de 1250 µg kg-1 

(AZOURI et al., 2010). 

No Japão foram analisadas 196 amostras de biscoito e 98 % estavam 

contaminadas por DON em concentrações que variaram de 0,9 a 791 µg kg-1. ZEA 

foi encontrada em apenas 4 amostras com a concentração variando de 4,2 a 4,4 µg 

kg-1 (TANAKA et al., 2010). 

Em estudo realizado no México DON e ZEA foram encontrados em amostras 

de trigo. DON foi encontrado em 68 % das amostras sendo que em 56 % os níveis 

de contaminação estavam acima de 750 µg kg-1 e ZEA foi encontrado em 45 % das 

amostras com 43 % excedendo o valor de 75 µg kg-1 (GONZÁLEZ-OSNAYA & 

FARRÉS, 2011). 
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Em estudo realizado na Espanha foram analisadas 67 amostras de trigo. DON 

esteve presente em 28 amostras com concentração variando do LD a 6178 µg kg-1 e 

ZEA esteve presente em 10 amostras com concentração de LD a 25 µg kg-1 

(SANCHIS et al., 2013). 

Em estudo realizado na Índia 100 % das amostras de trigo estavam 

contaminadas por DON com a concentração variando de 410 a 4300 µg kg-1 sendo 

que 90 % dessas amostras estavam com contaminação acima de 3100 µg kg-1 

(MIRSHA, 2013). 

A Tabela 1 apresenta os estudos realizados em diferentes países sobre a 

presença de micotoxinas em trigo e produtos à base de trigo. 

  

 

Tabela 1 – Estudos de diversos países sobre a contaminação de trigo e produtos à base de trigo por 

micotoxinas 

Referência Ano Local Matriz Micotoxina Concentração  
µg kg -1 

Bauer 2002 Alemanha Trigo ZEA 11 – 860 

      

Rasmussen 2003 Dinamarca Farinha de trigo 
DON 20 – 527 

ZEA 1 

  
 

   

Biselli & Hummert 2005 Alemanha 
Farinha de trigo 

DON 
230 – 2270 

Pães e pastéis 110 – 2350 

  
 

   
Schollenberger 

 
Alemanha Pães DON 15 – 690 

  
 

   

Pussemier 2006 Bélgica 
Trigo 

Farinha de trigo 

OTA 0,037 – 2,1 

DON 10 – 661 
ZEA 0,75 – 4 

  
 

   
Berthiler 2009 Áustria Trigo DON 42 – 4130 

  
 

   
Gottstchle 2009 Alemanha 

grãos, flocos e farinha 
de trigo 

DON 57 – 1163 

  
 

   
Azouri 2010 Líbano Trigo DON >1250 

  
 

   

Tanaka 2010 Japão Biscoito 
DON 0,9 – 702 

ZEA 4,2 - 4,4 

  
 

   

Gonzales-Osnaya 2011 México Trigo 
DON >750 

ZEA > 75 

  
 

   
Mishra 2013 Índia Trigo DON 410 – 4300 
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1.2.2 Ocorrência de micotoxinas no Brasil 

 

No Brasil também foram realizados estudos sobre a presença de micotoxinas 

em trigo e produtos à base de trigo. 

Furlong e colaboradores, em estudo realizado no Rio Grande do Sul, na 

região sul do Brasil, encontraram OTA em duas amostras de trigo com 

concentrações de 18 e 26 µg kg-1 (FURLONG, 1999). 

No período de 1998 a 2000 foram analisadas em Belo Horizonte/MG 47 

amostras de produtos de panificação, farinha e farelo de trigo onde 68 % 

apresentaram contaminação por DON variando de 40 a 1205 µg kg-1 (OLIVEIRA et 

al, 2000). 

Em outro estudo também realizado na região sul do Brasil, 8 % das amostras 

de trigo analisadas estavam contaminadas por fumonisina B1 e a concentração 

encontrada foi de 24,35 µg kg-1 (MALLMAN et al., 2001). 

Vinte e oito amostras de farinha de trigo e 14 amostras de trigo em grão foram 

adquiridos na cidade de São Paulo. DON foi detectado em 14 amostras de farinha 

de trigo e 5 amostras de trigo apresentando níveis que variaram de 82 a 600 µg kg-1 

e 166 a 1500 µg kg-1 respectivamente (LAMARDO et al., 2006). 

No ano de 2007 foi realizado um estudo em Campinas/SP com 50 amostras 

de trigo demonstrando que 50 % dessas amostras estavam com contaminação por 

DON entre 90 e 500 µg kg-1 e em 4 % os níveis estavam acima de 1000 µg kg-1 

(CALORI-DOMINGUES et al, 2007).   

Em estudo realizado por Mallmann e colaboradores 48,4 % das amostras de 

trigo analisadas estavam contaminadas com DON e o nível máximo de 

contaminação encontrado foi de 8310 µg kg-1 e a média de contaminação dentre as 

amostras positivas foi de 289,5 µg kg-1 (MALLMAN et al., 2008). 

No ano de 2011 foram analisadas em Londrina/PR 36 amostras de trigo e 

72,2 % dessas amostras apresentaram contaminação por DON variando de 89 a 

1592 µg kg-1 (SANTOS et al, 2011).  

Em outro estudo realizado por Santos e colaboradores amostras de trigo 

foram avaliadas e 66 % das amostras estavam contaminadas por DON com a 

contaminação das amostras variando de 206,3 a 4732,3 µg kg-1 (SANTOS et al., 

2013). 
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Souza e colaboradores analisaram 23 amostras de biscoito cracker coletadas 

no Rio Grande do Sul e 18 dessas amostras estavam contaminadas por DON em 

níveis de concentração entre 377 e 5295 µg kg-1 (SOUZA, et al., 2015). 

Almeida e colaboradores analisaram amostras de farinha de trigo e biscoito 

coletadas na cidade de São Paulo. Das 58 amostras de farinha de trigo analisadas 

53 estavam contaminadas por DON com a concentração máxima de 1310 µg kg-1 e 

a média encontrada foi de 360 µg kg-1. Das 36 amostras de biscoito analisadas, 35 

estavam contaminadas por DON e a concentração máxima encontrada foi de 1720 

µg kg−1 com média de 591 µg kg-1 (ALMEIDA et al., 2016). 

A Tabela 2 apresenta os estudos realizados no Brasil sobre a contaminação 

de micotoxinas em trigo e produtos à base de trigo. 
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Tabela 2 – Estudos nacionais sobre a contaminação de trigo e produtos à base de trigo por 

micotoxinas 

Referência Ano Local Matriz Micotoxina  
Concentração  

µg kg -1 

Furlong 1999 
Rio 

Grande do 
Sul 

Trigo OTA 18 e 26 

      

Oliveira 2000 Belo 
Horizonte 

Produtos de 

panificação 
DON 40 – 1205 

Farinha e farelo de 

trigo 

      

Mallman 2001 Região Sul Trigo FMB1 24,35 

      

Lamardo 2006 
São Paulo 

Trigo DON 166 – 1500 

Farinha de trigo 82-600 

      

Calori-

Domingues  

2007 
São Paulo 

Trigo DON 90 – 500 

      

Mallman 2008 Região Sul Trigo DON < 8310 

      

Santos 2011 Paraná Trigo DON 89 – 1592 

      

Santos 2013 Paraná Trigo DON 206,3 - 4732,3 

      

Souza 2015 Rio 
Grande do 

Sul 

Biscoito Cracker DON 377 – 5295 

      

Almeida 2016 São Paulo 
Farinha de trigo 

DON 
LQ-1310 

Biscoito LQ-1720 

 

 

Apesar da alta ocorrência e dos altos níveis de contaminação encontrados, 

principalmente para DON, em trigo no Brasil ainda são poucos os estudos sobre a 

contaminação em produtos à base de trigo.  

É importante avaliar a extensão dessa contaminação para fornecer subsídios 

envolvidos com a produção, utilização e importação de trigo, como também a 
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fiscalização e pesquisa, com o objetivo de garantir ao consumidor final produtos de 

melhor qualidade. 

 

1.3 REGULAMENTOS SOBRE MICOTOXINAS EM TRIGO E PRODUTOS À BASE 

DE TRIGO  

 

A preocupação com os efeitos que as micotoxinas podem causar quando 

presente em alimentos tem levado muitos países, nas últimas décadas, a criarem 

regulamentos sobre a presença de micotoxinas em alimentos visando proteger a 

saúde humana e os interesses econômicos. A formulação desses regulamentos 

depende da disponibilidade de dados toxicológicos e sobre a presença de 

micotoxinas em produtos além dos interesses comerciais entre os países (FAO, 

2004). 

Até 2002 a legislação brasileira era restrita ao limite máximo tolerado (LMT) 

de 20 µg kg-1 para o somatório das aflatoxinas B1, B2, G1, G2 em milho e para 

amendoim e de 0,5 µg L-1 e 5,0 µg kg-1 para a aflatoxina M1 em leite fluido e em pó, 

respectivamente (BRASIL, 2002). 

A partir de 2011 a legislação brasileira sofreu um grande avanço em relação 

às micotoxinas e outros alimentos foram contemplados. A Anvisa, através da RDC 

Nº 7 de 18 de Fevereiro de 2011, estabeleceu os limites máximos para aflatoxinas 

(AFB1+AFB2+AFG1+AFG2 e AFM1), OTA, DON, fumonisinas, patulina e ZEA  

admissíveis em alimentos prontos para oferta ao consumidor e em matérias primas 

(BRASIL, 2011).  

DON tem sido a principal micotoxinas regulamentada para trigos e seus 

produtos.  A RDC Nº 7 fixou o LMT para DON e ZEA em trigo e seus derivados para 

aplicação em 2012 e redução gradativa até 2016. Os limites estabelecidos estão 

apresentados nas Tabelas 3 e 4.  
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Tabela 3 - Limites máximos tolerados para DON em trigo e seus produtos (µg kg-1) no Brasil. 

    fonte: (Brasil, 2011) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RDC Nº 7 de 18 de Fevereiro de 2011  

Aplicação Alimento DON (µg kg -1) 

2012 
Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo 
integral, farelo de trigo, farelo de arroz, grão de 
cevada. 

2000 

   

2012 

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

1750 

   

2014 
Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo 
integral, farelo de trigo, farelo de arroz, grão de 
cevada. 

1500 

   

2014 
Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos de 
água e sal, e produtos de panificação, cereais e 
produtos de cereais e produtos de cereais exceto 
trigo e incluindo cevada malteada. 

1250 

   

2016 
Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo 
integral, farelo de trigo, farelo de arroz, grão de 
cevada. 

1000 

   

2016 

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

750 
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Tabela 4 - Limites máximos tolerados para Zearalenona em trigo e seus produtos (µg kg-1) no Brasil. 

         fonte: (Brasil, 2011) 

 

 

De acordo com essa legislação esses valores aplicados em 2012 seriam 

reduzidos até 2016, porém a RDC 59 de 26 de dezembro de 2013 prorrogou o prazo 

para redução para 1 de janeiro de 2017. No dia 8 de fevereiro de 2017 foi publicada 

a RDC 138 que revogou a RDC 59 e fixou novos limites para DON e ZEA em 

biscoito cracker e água e sal Assim o limite máximo tolerável para biscoito cracker e 

biscoito água e sal em vigor é de 1000 µg kg-1 para DON e 100 µg kg-1 para ZEA 

(BRASIL, 2013). 

A Comunidade Europeia também possui LMT para trigo e produtos à base de 

trigo, porém mais rigorosos que o Brasil. Para biscoito o limite máximo permitido 

para DON é de 500 µg kg-1 e para zearalenona é de 50 µg kg-1 (CE, 2006). Os LMT 

estabelecidos pela Comunidade Europeia estão apresentados na Tabela 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 RDC Nº 7 de 18 de Fevereiro de 2011  

Aplicação Alimento ZEA (µg kg -1) 

2012 Trigo integral, farinha de trigo integral, farelo de trigo 400 

   

2012 
Farinha de trigo, massas, crackers e produtos de 
panificação, cereais e produtos de cereais exceto 
trigo e incluindo cevada malteada 

200 

   

2016 Trigo integral, farinha de trigo integral, farelo de trigo 200 

   

2016 
Farinha de trigo, massas, crackers e produtos de 
panificação, cereais e produtos de cereais exceto 
trigo e incluindo cevada malteada 

100 
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Tabela 5 - Limites máximos de DON e ZEA tolerados pela Comunidade Europeia em trigo e seus 

produtos (µg kg-1). 

LMT Comunidade Europeia (2006) 

 

Alimentos 

Micotoxinas (µg kg -1) 

DON ZEA 

Trigo não processado (exceto o 
trigo duro) 
 

1250 100 

Trigo destinado ao consumo 
humano direto, farinha de trigo, 
farelo como produto final 
comercializado para consumo 
humano direto 
 

750 75 

Pão, pastelaria, biscoitos, cereais e 
cereais matinais 

500 50 

                fonte: (CE, 2006) 

 

 

1.4 MÉTODOS ANALÍTICOS PARA DETERMINAÇÃO DE MICOTOXINAS EM 

TRIGO E SEUS PRODUTOS 

 

Para garantir o cumprimento da legislação em vigor, é necessário dispor de 

métodos de análise de micotoxinas confiáveis e exatos, que permitam uma 

identificação e confirmação inequívocas e também uma quantificação precisa já que 

os níveis de concentração encontrados  podem ser muito baixos (FRENICH, 2009). 

Os métodos mais usados para determinação de micotoxinas em trigo e seus 

produtos incluem Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE), Cromatografia à 

gás com detecção por captura de elétrons (CG-DCE), Espectrometria de massas 

(EM) e ELISA (AZOURI, 2010).  

Nos últimos anos técnicas de cromatografia líquida de alta eficiência acoplada 

à espectrometria de massas sequencial (CLAE-EM/EM) e a de cromatografia líquida 

de ultra eficiência acopladas à espectrometria de massas sequencial (CLUE-EM/EM) 

vêm sendo utilizadas em diferentes matrizes (BERTHILLER, 2005, CAVALIERI, et 

al., 2005, LATTANZIO et al., 2007, SPANJER et al., 2008). 

O uso de técnicas como CLAE-EM/EM e CLUE-EM/EM permite a análise de 

multi-micotoxinas e necessita de pouco tratamento das amostras permitindo análises 

rápidas com sensibilidade adequada às regulamentações mais restritivas (FRENICH, 

2009). 
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1.5 VALIDAÇÃO DE MÉTODOS ANALÍTICOS 

 

Para assegurar a qualidade dos resultados analíticos de um método de 

análise é necessário demonstrar a confiabilidade através do estudo de validação do 

mesmo sendo necessária a verificação de alguns parâmetros como, por exemplo, a 

seletividade, a linearidade, a exatidão e precisão, os limites de detecção e de 

quantificação do método analítico.  

 

1.5.1 Seletividade 

 

A matriz da amostra pode conter componentes que podem eluir no mesmo 

tempo de retenção do analito de interesse. A seletividade garante que o pico de 

resposta seja exclusivamente do composto de interesse (SHABIR, 2003, INMETRO, 

2011).  

Se a seletividade não for assegurada, a linearidade, a exatidão e a precisão 

estarão seriamente comprometidas (RIBANI, 2004). 

 

1.5.2 Efeito Matriz 

 

Efeito matriz é o efeito causado sobre um método analítico por todos os 

outros componentes da matriz que não sejam o analito de interesse que podem 

aumentar ou suprimir o sinal podendo afetar a reprodutibilidade e a exatidão dos 

resultados. (BERTHILHER, 2005). Para compensar o efeito matriz podem ser 

realizados alguns procedimentos como, por exemplo, curva de calibração em matriz 

(DIEZ, 2016). 

 

 

1.5.3 Linearidade 

 

Linearidade é a capacidade do método de produzir resultados diretamente 

proporcionais à concentração da substância de interesse, dentro de uma 

determinada faixa de aplicação (RIBANI, 2004). 

Para indicar se a reta pode ou não ser adequada utiliza-se o coeficiente de 

correlação linear (r). O Inmetro recomenda um valor acima de 0,90 e a ANVISA um 
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valor igual ou acima de 0,99 Este parâmetro permite obter uma estimativa da 

qualidade da curva 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 (INMETRO, 2011, RIBANI et al., 2004). 

 

1.5.4 Exatidão e Precisão 

 

A exatidão indica o grau de concordância entre os resultados individuais 

encontrados em um determinado ensaio e um valor de referência aceito como 

verdadeiro. Precisão representa a dispersão de resultados entre ensaios 

independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou 

padrões sob condições definidas (INMETRO, 2011). 

A repetibilidade representa a concordância entre os resultados de medições 

sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condições de 

medição, chamadas condições de repetibilidade: mesmo procedimento; mesmo 

analista; mesmo instrumento usado sob as mesmas condições; mesmo local; 

repetições em um curto intervalo de tempo (RIBANI, 2004). 

Precisão intermediária indica o efeito das variações dentro do laboratório 

devido a eventos como diferentes dias ou diferentes analistas ou diferentes 

equipamentos ou uma combinação destes fatores (RIBANI, 2004). 

 

1.5.5 Limite de Detecção e Limite de Quantificação 

 

O limite de detecção (LD) representa a menor concentração da substância em 

exame que pode ser detectada, mas não necessariamente quantificada, utilizando 

um determinado procedimento experimental. O limite de quantificação (LQ) 

representa a menor concentração da substância em exame que pode ser medida, 

utilizando um determinado procedimento experimental (RIBANI, 2004, INMETRO, 

2011). 
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2 OBJETIVOS  

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Validar um método analítico para determinação de micotoxinas em biscoito 

crackers e água e sal. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Selecionar amostras de biscoito cracker e água e sal a serem estudadas  

- Validar um método por Cromatografia Líquida de Ultra Eficiência acoplada à 

Espectrometria de Massas sequencial (CLUE-EM/EM) para detectar e quantificar as 

micotoxinas. 

- Analisar as amostras de biscoito crackers e água e sal pela metodologia validada; 

- Avaliar os resultados analíticos considerando o consumo de biscoito e o nível de 

concentração encontrado nas amostras. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS  

 

 

3.1 PADRÕES ANALÍTICOS 

 

Os padrões analíticos utilizados nesse estudo foram obtidos como sais 

sólidos ou em solução. Padrões sólidos das aflatoxinas B1, B2, G1, G2, M1, M2, 

ocratoxina A e esterigmatocistina foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

USA). 

 

3.1.1 Solução estoque 

 

Soluções estoque de OTA (40 µg mL-1) foram preparadas em solução 

empregando uma mistura de tolueno-ácido acético como solvente (99:1, v/v). 

Soluções estoque de EST (10 µg mL-1) e de cada aflatoxina (10 µg mL-1) foram 

preparadas em acetonitrila. As concentrações de todas as soluções estoque 

preparadas a partir dos padrões sólidos foram checadas por espectrofotometria UV 

(Horwitz, Latimer, 2005). Soluções estoque das fumonisinas B1 e B2 (50 µg mL-1) 

em acetonitrila/água 1:1 (v/v) foram obtidas da Fluka/Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

USA). Soluções estoque de DON (100 µg mL-1) em acetonitrila foram obtidas da 

Fluka/Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Solução estoque de ZEA em acetonitrila 

(100,7 µg mL-1) foi obtida da Biopure (Tulln, Austria). Todas as soluções estoque 

foram armazenadas a -18 º C (± 2 º C). 

 

3.1.2 Solução Intermediária 

 

As soluções intermediárias foram preparadas a partir de diluições da solução 

estoque e usadas para o preparo das curvas de calibração em solvente, em matriz e 

em matriz diluída.  

 

3.2 REAGENTES E SOLVENTES 

 

Para o preparo das amostras e das curvas de calibração foram usados os 

seguintes reagentes: Acetonitrila e metanol (HPLC-grade) da marca J T Baker 
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(Phillipsburg, NJ, USA), Hexano (> 96%) obtido da Merck (Darmstadt, Germany), 

Água ultra-pura que foi obtida através de sistema Milli-Q Gradient (Millipore, Bedford, 

MA, USA). 

Para a fase móvel do CLUE foram usados os seguintes reagentes: Formiato 

de amônio (> 99 %) e ácido fórmico (para espectrometria de massas) foram obtidos 

da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).  

 

3.3 EQUIPAMENTOS 

 

Para realização do estudo foram utilizados equipamentos como: balança 

analítica (SARTORIUS LP620P), blender (WARRING), vortex (IKA Work), centrífuga 

com refrigeração (HITACHI, CF 7D2), bomba de vácuo (MILLIPORE), ultrassom 

(BRANSON, 2510), fluxo de nitrogênio (Turbo-Vac LV) e UPLC-MS/MS. 

 

3.4 INSTRUMENTAL (CLUE-EM/EM)  

 

A cromatografia foi realizada utilizando um cromatógrafo (Waters ACQUITY 

UPLCTM) equipado com uma coluna cromatográfica BEH C18 (100 mm x 2.1 mm 

i.d., 1.7 µm) mantida à temperatura de 35 º C. O fluxo da fase móvel foi mantido 

constante em 0,3 mL/min.  

Devido à presença de efeito memória (carryover) para as fumonisinas dois 

métodos de análise foram utilizados (SARTORI, 2015). Para determinação das 

fumonisinas, fumonisinas hidrolisadas e esterigmatocistina, solução 0,3 % de ácido 

fórmico foi utilizada como fase móvel aquosa. O gradiente de eluição foi iniciado com 

60 % (v/v) de metanol, seguindo-se um aumento para 80 % (v/v) em 3 min e 

mantendo em 80 % por 1 min. O sistema foi então reequilibrado por 2 min com 60 % 

de metanol. O volume de injeção foi de 5 µL. Para determinação das aflatoxinas M2, 

M1, B2, B1, G2 e G1, desoxinivalenol e zearalenona, solução 5 mM de formiato de 

amônio foi usada como fase móvel aquosa. O gradiente de eluição iniciou com 10 % 

de metanol, foi aumentado para 100 % em 4 min e foi mantido em 100 % por 1,5 

min. O sistema foi então reequilibrado por 2 min com 10 % de metanol.  O volume de 

injeção foi de 5 µL. 

A detecção foi realizada empregando-se um espectrômetro de massas 

sequencial do tipo quadrupolo (Waters, Quattro PremierTM XE) equipado com uma 
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fonte de ionização por electrospray (ESI) operado em modos de ionização positivo e 

negativo. Nitrogênio foi usado como gás do cone e gás de desolvatação em um fluxo 

de 50 L/h e 750 L/h, respectivamente. Argônio foi usado como gás de colisão em 

uma pressão de 4 x 10-3 mbar. As duas transições dos íons selecionadas e as 

condições de aquisição para as micotoxinas são apresentadas nas Tabelas 6 e 7. 

 

 

Tabela 6 - Condições operacionais do espectrômetro de massas usadas na avaliação de diversas 

micotoxinas (Fumonisina B1 hidrolisada, Fumonisina B1, Fumonisina B2 hidrolisada, Fumonisina B2, 

Esterigmatocistina). 

Micotoxinas 
tR 

(min) a 

Transição de 

quantificação  

Q (m/z) 

Transição 

de 

qualificação  

q (m/z) 

Q/qb 

Energia 

de 

colisão  

(eV)c 

Voltagem 

do cone 

(V) 

Dwell 

time 

(s) 

Fumonisina B1 

hidrolisada 

1,60 

(1) 
406,3>388,3 406,3>370,3 

1,2 

(±0,2) 
20 / 20 30 0,05  

Fumonisina B1  
1,75 

(1) 
722,2>334,3 722,2>352,3 

1,2 

(±0,2) 
40 / 40 50 0,05  

Fumonisina B2 

hidrolisada 

2,47 

(2) 
390,3>372,3 390,3>354,3 

1,3 

(±0,3) 
20 / 20 30 0,02  

Fumonisina B2 
2,72 

(2) 
706,2>336,3 706,2>318,3 

2,0 

(±0,4) 
35 / 35 50 0,02 

Esterigmatocistina 
3,00 

(3) 
325,2>281,2 325,2>310,2 

1,1 

(±0,2) 
35 / 25 45 0,02 

Legenda: ESI operado em modo positive para todas as substâncias;  

Interchannel delay e interscan delay foram ambos 0,005 s; 

aJanelas de aquisição demonstradas entre parênteses;. 
bIntensidades relativas para as transições dos íons (Q/q) e o máximo de tolerância aceitável para 

confirmação demonstrado entre parênteses; 
cValores estão demonstrados na ordem: transição de quantificação / transição de qualificação. 
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Tabela 7 - Condições do espectrômetro de massas selecionadas para análise de Desoxinivalenol, 

Aflatoxina M2, Aflatoxina M1 Aflatoxina G2, Aflatoxina G1,. Aflatoxina B2, Ocratoxina A, Zearalenona. 

 

Micotoxinas 

tR 

(min) a 

Transição de 

quantificação 

Q (m/z) 

Transição de 

qualificação 

q (m/z) 

Q/qb 

Energia 

de 

colisão  

(eV)c 

Voltagem 

do cone 

(V) 

Dwell 

time 

(s) 

Desoxinivalenol 2,15 (1) 297,1>249,1 297,1>231,1 2,2 (±0,6) 25 / 25 25 0,15 

Aflatoxina M2 2,91 (2) 331,3>273,3 331,3>285,2 1,9 (±0,4) 25 / 25 45 0,15 

Aflatoxina M1 3,05 (3) 329,2>273,2 329,2>259,2 2,1 (±0,5) 25 / 25 50 0,015 

Aflatoxina G2 3,04 (3) 331,3>245,3 331,3>285,3 1,5 (±0,3) 30 / 30 40 0,015 

Aflatoxina G1 3,16 (3) 329,2>243,2 329,2>283,2 1,5 (±0,3) 25 / 25 45 0,015 

Aflatoxina B2 3,28 (3) 315,2>287,0 315,2>259,2 1,0 (±0,2) 25 / 30 50 0,015 

Aflatoxina B1 3,38 (3) 313,0>269,2 313,0>285,2 1,8 (±0,4) 35 / 25 40 0,015 

Ocratoxina A 3,75 (4) 404,2>239,2 404,2>358,2 1,6 (±0,3) 25 / 15 25 0,15 

Zearalenona 4,23 (5) 316,9>174,8 316,9>130,8 1,3 (±0,3) 25 / 30 50 0,15 

Legenda: ESI operado em modo positive para todas as substâncias, exceto para a zearalenona; 

Interchannel delay e interscan delay foram ambos 0,005 s; 

aJanelas de aquisição demonstradas entre parênteses;. 
bIntensidades relativas para as transições dos íons (Q/q) e o máximo de tolerância aceitável para 

confirmação demonstrado entre parênteses; 
cValores estão demonstrados na ordem: transição de quantificação / transição de qualificação. 

 

 

3.5 AMOSTRAS 

 

As amostras foram adquiridas no mercado da região metropolitana do Rio de 

Janeiro, RJ, entre os anos de 2015 e 2016. Foram coletadas no total sessenta (n= 

60) amostras de biscoito sendo 30 de biscoito cracker e 30 de biscoito água e sal. 

Esses produtos possuem a mesma formulação variando apenas na quantidade de 

gordura em que o biscoito cracker é mais gorduroso. 

As amostras coletadas são de 13 produtores diferentes representados por 16 

diferentes marcas. As amostras foram armazenadas a -18 º C (± 2 º C) até a 

realização das análises.  
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3.6 TRATAMENTO DAS AMOSTRAS 

 

As amostras de biscoito foram trituradas em blender por um minuto, 

peneiradas em peneira com diâmetro máximo de 1 mm e homogeneizadas antes de 

serem processadas. O método de tratamento das amostras foi baseado em estudo 

publicado anteriormente (SARTORI, 2015). Cada amostra (3 g) foi pesada em tubo 

de centrífuga com 50 mL de capacidade. Em seguida, adicionou-se 5 mL de hexano, 

5 mL de solução de ácido fórmico 3 % e 10 mL de acetonitrila. O tubo foi então 

agitado vigorosamente por 2 min utilizando-se um vortex (IKA Work) e em seguida 

foi sonificado por 10 min. Então, o tubo foi transferido para uma centrifuga (Hitach- 

HIMAC CF 7D2) e submetido a centrifugação a 3000 rpm por 7 min. Uma alíquota 

de 5 mL do extrato (acetonitrila/água) foi concentrada à secura a 50 ºC sob fluxo de 

nitrogênio (Turbo-Vac LV). Os resíduos foram então ressuspensos com 1 mL de 

metanol/água (1:1, v/v) e as soluções filtradas utilizando filtros de polietileno (0,22 

µm) antes das análises.  

 

3.7 VALIDAÇÃO 

 

O método analítico foi avaliado para determinação de aflatoxinas M2, M1, G2, 

G1, B2, B1, desoxinivalenol, ocratoxina A, fumonisinas B1 e B2 e fumonisinas B1 e 

B2 hidrolisadas, zearalenona e esterigmatocistina em biscoito cracker e água e sal. 

Os parâmetros foram avaliados seguindo o Protocolo de Validação de Métodos de 

Análise para Micotoxinas em Alimentos - POP 65.3120.145 do Laboratório de 

Análise de Resíduos de Micotoxinas do Instituto Nacional de Controle de Qualidade 

em Saúde (INCQS, 2009) e os critérios de legislações vigentes. Foram avaliados os 

seguintes parâmetros: seletividade, efeito matriz, linearidade, precisão, exatidão, 

limite de detecção e limite de quantificação. 

 

3.7.1 Seletividade 

 

Para avaliar a seletividade o tempo de retenção de amostras de biscoito 

crackers e água e sal foram comparadas com o tempo de retenção de soluções 

padrões dos analitos em estudo. 
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Para confirmação foram comparadas as razões da intensidade dos sinais das 

transições dos íons de cada analito. 

 

 

3.7.2 Efeito Matriz 

 

Para avaliar a presença de efeito matriz foram preparadas três curvas de 

calibração para cada substância de interesse: curva em solvente metanol/água (1:1, 

v/v), curva em matriz (1 g mL-1) e curva em matriz diluída (0,1 g mL-1). As curvas em 

solvente e em matriz foram preparadas em seis níveis de concentração, nas faixas 

de concentração de 0,5 a 25 ng mL-1 (aflatoxinas, M1, G1, B2, B1, ocratoxina A e 

esterigmatocistina), 1 a 100,0 ng mL-1 (zearalenona), 1,5 a 75 ng mL-1 (fumonisina 

B1 e B2), 2,5 a 125,0 ng mL-1  (fumonisinas hidrolisadas B1 e B2) e 5 a 250 ng mL-1 

(desoxinivalenol). As curvas foram injetadas em triplicata. 

Para avaliar a presença de efeito matriz os coeficientes angulares e lineares 

das curvas de calibração foram comparados pelo teste t, considerando um nível de 

significância de 5% (SOUZA, 2007).  A extensão do efeito matriz foi avaliada 

comparando os coeficientes angulares das curvas de calibração preparadas em 

solvente com os coeficientes angulares das curvas preparadas em matriz e o cálculo 

foi realizado a partir da Equação 1 (SARTORI et al., 2015): 

 

 

Efeito Matriz = (coeficiente angular matriz  / coeficiente angular solvente ) x100 

(Equação 1) 

 

 

3.7.3 Linearidade e faixa de trabalho 

 

A linearidade foi avaliada a partir das mesmas curvas de calibração em matriz 

(cracker e água e sal) utilizadas para avaliar o efeito matriz com os mesmos níveis 

de concentração já que foi observado um efeito matriz significativo para as 

micotoxinas estudadas (SOUZA & JUNQUEIRA, 2005).  

Como premissas para a análise de regressão foram verificadas a 

homocedasticidade, a independência e a normalidade dos resíduos da regressão. 
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Inicialmente, os valores aberrantes foram investigados sucessivamente pelo teste de 

resíduos padronizados de Jacknife (BELSLEY et al., 1980). A significância da 

regressão e a falta de ajuste foram verificadas pela análise de variância (ANOVA) 

(DRAPER & SMITH, 1998). 

 

3.7.4 Exatidão e Precisão 

 

Para avaliar a exatidão e a precisão do método foram realizados estudos de 

recuperação utilizando amostras branco de biscoito fortificadas com as micotoxinas 

de interesse em três níveis de concentração, com quatro replicatas para cada nível. 

A precisão intermediária foi avaliada através da análise de amostras fortificadas com 

a mesma concentração utilizada no primeiro nível de concentração. As amostras 

foram analisadas por quatro analistas diferentes em quatro dias diferentes. Na 

Tabela 8 consta os níveis de fortificação para cada micotoxina. 

 

 

Tabela 8 – Níveis de concentrações das fortificações utilizadas nos estudos de recuperação do 

método (µg kg-1). 

Micotoxinas  Nível 1 (µg kg -1) Nível 2 (µg kg -1) Nível 3 (µg kg -1) 

Desoxinivalenol  100 500 1500 

Aflatoxina M2  1 5 15 

Aflatoxina M1  1 5 15 

Aflatoxina G2  1 5 15 

Aflatoxina G1  1 5 15 

Aflatoxina B2  1 5 15 

Aflatoxina B1  1 5 15 

Ocratoxina A  1 5 15 

Esterigmatocistina  1 5 15 

Zearalenona  10 50 150 

Fumonisina B1  10 50 150 

Fumonisina B2  10 50 150 

Fumonisina B1 

(hidrolisada) 
10 50 150 

Fumonisina B2 

(hidrolisada) 
10 50 150 
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As fórmulas utilizadas para calcular a recuperação e a exatidão do método 

estão representadas nas Equações 2 e 3. 

 

 

                                                        C medida        
                                        % Rec =                    X 100          
                                                                                    C fortificada 

                                                        

                                                     (Equação 2) 

 

Sendo: 

Rec = Recuperação; 

C = concentração  

 

 

                                                            DP 
                                        CV =                         X 100         
                                                                                        CMD 

 

                                                     (Equação 3) 

 

Sendo: 

CV = Coeficiente de variação 

DP = desvio-padrão; 

CMD = concentração média determinada 

 

 

3.7.5 Limite de Detecção e Limite de Quantificação 

 

O LD e o LQ das amostras de biscoito crackers foram determinados através 

da relação sinal/ruído de 3 e 10, respectivamente (SAEGER, 2011), utilizando o 

menor nível de concentração utilizado no estudo de recuperação descrito 

anteriormente. Não foi encontrada nenhuma amostra de biscoito crackers ou água e 

sal livre de contaminação por DON. Para solucionar esse problema foi utilizado o 

método de adição padrão para determinar a concentração de DON na amostra com 
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o menor nível de contaminação de DON encontrada (SANTE, 2016). Foram 

adicionadas quantidades conhecidas de padrão de DON no extrato final para obter 

concentrações que correspondem na amostra às seguintes concentrações: 50, 100, 

150, 200 e 250 µg kg-1. A concentração encontrada na amostra, corrigida pela 

recuperação do método, foi de 68,5 µg kg-1 e o sinal/ruído para determinação do 

limite de detecção e quantificação foi determinado a partir dessa amostra. O gráfico 

1 apresenta o método de adição padrão. 

 

 

Grafico 1: Determinação da concentração de DON da amostra de biscoito por adição padrão. 

 

 

 

3.8 ANÁLISE DAS AMOSTRAS 

 

As amostras foram injetadas em duplicata e os resultados foram 

apresentados pela média das injeções. As amostras foram quantificadas a partir das 

curvas de calibração em matriz cracker e matriz água e sal. As amostras que 

apresentaram altas concentrações de micotoxinas e portanto se encontram fora da 

faixa linear da curva de calibração em matriz foram diluídas e quantificadas nas 
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curvas de calibração em matriz diluída. Os resultados encontrados foram avaliados 

de acordo com a RDC Nº 7/2011 (BRASIL, 2011). 

 

 

3.9 ESTIMATIVA DA EXPOSIÇÃO A DON EM BISCOITOS CRACKER E ÁGUA E 

SAL 

 

A estimativa da ingestão máxima tolerável representa a exposição humana 

permitida como resultado da ocorrência natural da substância nos alimentos, sem 

prejuízo para a saúde do indivíduo. Para isso, os níveis estabelecidos pelas 

agências governamentais devem ser considerados.  

A Associação Brasileira das Indústrias de Biscoitos (ABIMAPI, 2015) estimou 

que o consumo brasileiro per capita de biscoito foi de 8,47 kg em 2015. 

Considerando que 21 % desse consumo são através do consumo de biscoito 

cracker e água e sal, foi estimado um consumo de 4,8 g per capita por dia de 

biscoitos cracker e água. Utilizando essas informações sobre o consumo foi possível 

estimar os níveis de micotoxinas ingeridos diariamente nesses produtos através da 

equação 4. 

 

 

 

 

 

                                                         (Equação 4) 

 

 

  

Ingestão Diária de DON = consumo (kg) x concentraçã o média 

encontrada (µg kg -1) / 60 Kg (peso padrão) 

 



46 

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

 

4.1 VALIDAÇÃO DO MÉTODO 

 

4.1.1 Seletividade 

 

O método avaliado demonstrou ser seletivo para a matriz estudada já que não 

foram observados interferentes eluindo no mesmo tempo de retenção dos analitos 

de interesse. A Figura 7 apresenta cromatogramas de uma amostra de cracker 

fortificada com as micotoxinas alvo mostrando a ausência de interferentes. 

 

 

Figura 7: Cromatogramas obtidos de uma amostra de cracker fortificada com as micotoxinas alvo 

(nível intermediário de concentração) utilizados na validação do método.  
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Continuação da Figura 7: Cromatogramas obtidos de uma amostra de cracker fortificada com as 

micotoxinas alvo (nível intermediário de concentração) utilizados na validação do método.  

 
Legenda: Níveis de concentração em ordem crescente: aflatoxinas M2, M1, G2, G1, B2 e B1, 

ocratoxina A e esterigmatocistina: 5 µg kg-1; desoxinivalenol: 500 µg kg-1; Fumonisinas (B1 e B2) e 

Fumonisinas hidrolisadas (B1 e B2) e zearalenona: 50 µg kg-1. 

 

 

4.1.2 Efeito matriz 

                      

Através do teste t foram verificadas diferenças significativas (p < 0,01) entre 

os coeficientes angulares e/ou lineares das curvas de calibração preparadas. Nas 

curvas de calibração em solvente e em matriz em biscoito cracker foi observada 
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diferença entre os coeficientes para todas as micotoxinas alvo, exceto ESTG; em 

relação à curva em matriz em biscoito água e sal foi verificado diferenças 

significativas para todas as micotoxinas estudadas, com exceção de AFM1, AFM2 e 

HFB1. Assim, foi demonstrado que o efeito da matriz é significativo para maioria das 

substâncias estudadas. 

A extensão do efeito matriz está demonstrada na Tabela 9. As curvas em 

matriz diluída (0,1 g mL-1) obtiveram efeito matriz menos significativo para as 

micotoxinas estudadas.  

 

 

Tabela 9 – Extensão do efeito da matriz sobre as micotoxinas nas matrizes estudadas. 

 Efeito Matriz (%) a 

Micotoxinas  Crackers Crackers (diluída) Água e Sal  Água e Sal (diluída) 

DON -29,0 -0,4 -42,3 4,8 

AFM1 8,1 -5,3 -2,4 3,3 

AFM2 4,9 0,4 -4,5 3,4 

AFG2 -52 -14 -61,3 -9,3 

AFG1 -57,0 -12,0 -66,6 -15,2 

AFB2 -58,2 -19,2 -68,8 -21,7 

AFB1 -57,1 -18,6 -66,3 -21,2 

OTA -24,0 -1,5 -43,0 -0,1 

ST -4,2 -4,1 -7,1 9,3 

ZEA -42,6 -9,2 -58,6 -7,3 

FUMB1 -27,4 -5,7 -19,8 2,0 

FUMB2 -19,72 -0,95 -16,1 4,2 

HFB1 -26,38 -5,48 -13,9 6,6 

HFB2 -16,36 9,45 -0,2 23,9 

 a  (+) aprimoramento do sinal; (-) supressão do sinal 

matriz diluída: 0,1 g de matriz por 1 mL de extrato final; 
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As micotoxinas que apresentaram maior efeito da matriz foram as aflatoxinas 

B e G em que ocorreu uma supressão de sinal tanto na matriz crackers quanto na 

matriz água e sal. As micotoxinas que apresentaram menor efeito matriz foram as 

aflatoxinas M1 e M2 e esterigmatocistina. 

Para eliminar o efeito matriz as amostras analisadas foram quantificadas nas 

curvas em matriz. 

 

4.1.3 Linearidade 

 

As curvas de calibração em matriz cracker e matriz água e sal foram 

avaliadas e assim as faixas de trabalho para cada micotoxina foram determinadas.  

A homocedasticidade dos resíduos, verificada pelo teste de Levene 

modificado (BROWN & FORSYTHE, 1974), foi confirmada para todas as curvas 

avaliadas (p-valores > 0,05). A independência dos resíduos, avaliada pela estatística 

de Durbin-Watson (DURBIN & WATSON, 1951), foi confirmada para todas as curvas 

de calibração avaliadas (p-valores > 0,05). A normalidade dos resíduos, verificada 

pelo teste de Ryan-Joiner (RYAN & JOINER, 1976), também foi confirmada (p-

valores > 0,05). Foi verificada alta significância da regressão (p-valores < 0,001) e 

falta de ajuste não significante (p-valores > 0,05), atestando a linearidade das curvas 

de calibração avaliadas. As Tabelas 10 e 11 apresentam os resultados da avaliação 

da linearidade em matriz crackers e matriz água e sal. 
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Tabela 10 – Avaliação da linearidade da curva em matriz cracker. 

Curva em Matriz Cracker 

Micotoxinas 
 

Faixa de 
trabalho 
(ng mL -1) 

Equação da reta R 2 R Homocedasticidade  

Desoxinivalenol 5 - 250 y= 32,5x + 59,9  0,993 0,996 p > 0,05 

Aflatoxina M2 0,5 - 20 y= 946,6x + 307,2  0,998 0,999 p > 0,05 

Aflatoxina M1 0,5 - 25 y= 999,8x + -19,2  0,992 0,996 p > 0,05 

Aflatoxina G2 0,5 - 25 y= 391,3x + 79,8  0,998 0,994 p > 0,05 

Aflatoxina G1 0,5 - 25 y= 1219,3x + 416,9 0,996 0,998 p > 0,05 

Aflatoxina B2 0,5 - 25 y= 1061,1x + 71,3 0,998 0,999 p > 0,05 

Aflatoxina B1 0,5 - 15 y= 1448,3x + 745,0 0,997 0,998 p > 0,05 

Fumonisina B1 1,5 - 45 y= 438,5x + 1214,2 0,991 0,996 p > 0,05 

HFB1 2,5 - 125 y= 548,0x + 631,1 0,993 0,997 p > 0,05 

HFB2 2,5 - 75,0 y= 750,2x + 1867,3 0,991 0,995 p > 0,05 

Ocratoxina A 0,5 - 25 y= 598,0x + 189,8 0,999 0,999 p > 0,05 

Zearalenona 1,0 - 50 y= 1009,1x + 961,6 0,996 0,998 p > 0,05 

Fumonisina B2 1,5 - 45 y= 1084,5x + 2414,6 0,99 0,992 p > 0,05 

Esterigmatocistina  0,5 - 25 y= 1995,1x + -282,3 0,997 0,998 p > 0,05 
 

 

Tabela 11 – Avaliação da linearidade da curva em matriz água e sal. 

Curva em Matriz Água e Sal 

Micotoxinas 
Faixa de 
trabalho 
(ng mL -1) 

Equação da reta R 2 r Homocedasticidade  

Desoxinivalenol 5 - 250 y= 26,5x + 116,6 0,99 0,992 p > 0,05 

Aflatoxina M2 0,5 - 25 y= 861,2x + -59,0 0,991 0,994 p > 0,05 

Aflatoxina M1 0,5 - 25 y= 902,6x + -219,0 0,98 0,991 p > 0,05 

Aflatoxina G2 0,5 - 25 y= 316,9x + 4,6 0,981 0,99 p > 0,05 

Aflatoxina G1 0,5 - 25 y= 946,3x + 64,6 0,998 0,999 p > 0,05 

Aflatoxina B2 0,5 - 25 y= 791,3x + 125,5 0,997 0,998 p > 0,05 

Aflatoxina B1 0,5 - 25 y= 1136,9x + 88,9 0,99 0,995 p > 0,05 

Fumonisina B1 1,5 - 45 y= 484,4x + 532,9 0,996 0,998 p > 0,05 

HFB1 2,5 - 125 y= 640,8x + -1403,3 0,994 0,997 p > 0,05 

HFB2 2,5 - 125 y= 895,5x + -1536,6 0,998 0,999 p > 0,05 

Ocratoxina A 0,5 - 25 y= 449,1x + 120,8 0,99 0,995 p > 0,05 

Zearalenona 1,0 - 50 y= 726,9x + 385,9 0,998 0,999 p > 0,05 

Fumonisina B2 1,5 - 45 y= 1133,6x + 1081,0 0,996 0,998 p > 0,05 

Esterigmatocistina  0,5 - 25 y= 1933,2x + -174,0 0,996 0,998 p > 0,05 
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4.1.4 Exatidão e Precisão 

 

Os resultados obtidos estão demonstrados na Tabela 12 onde a precisão é 

expressa pelo desvio padrão relativo (CV %) e a exatidão por valores de 

recuperação. Os valores de recuperação encontrados entre 70 a 110 % atenderam 

aos critérios de aceitação da Comunidade Europeia (CE, 2002, CE, 2006) bem como 

o desvio padrão relativo abaixo de 14 % para a maioria das micotoxinas em 

condições de repetibilidade (mesmo analista e mesmo dia). No Gráfico 2 e 3 

constam as recuperações e os coeficientes de variação obtidos para cada nível 

estudado. 

Na avaliação da precisão intermediária o DPR encontrado para as 

micotoxinas de interesse foi inferior a 17 %.  

 

 

       Tabela 12 – Resultados da validação: exatidão, precisão e precisão intermediária. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Rec (%), Recuperação; aDPR (%), Desvio padrão relativo (intra-day, n=4); bDPR (%) Desvio 

padrão relativo (inter-day, n=4). Níveis de concentração em ordem crescente: aflatoxinas M2, M1, G2, 

G1, B2 e B1, ocratoxina A e esterigmatocistina: 1, 5, 15 µg kg-1; desoxinivalenol: 100, 500, 1500 µg 

kg-1; Fumonisinas (B1 e B2) e Fumonisinas hidrolisadas (B1 e B2) e zearalenona: 10, 50, 150 µg kg-1. 

Micotoxinas 
 Nível 1     Nível 2  Nível 3  

 Rec DPRa  DPRb   Rec    DPR    Rec DPR  

Desoxinivalenol  77,9 6,2  5,0   91,2 8,3    82,2 1,5  

Aflatoxina M2  76,2 3,0  7,4   109,6 9,9    84,7 4,3  

Aflatoxina M1  85,3 12,2  13,3   107,6 9,0    79,0 10,2  

Aflatoxina G2  104,4 7,2  16,7   109,8 5,9    86,5 4,8  

Aflatoxina G1  70,0 3,3  3,8   91,2 8,5    78,6 2,4  

Aflatoxina B2  70,3 12,3  4,0   106,7 9,1    86,3 1,8  

Aflatoxina B1  72,3 13,4  5,4   91,4 8,1    75,9 2,1  

Fumonisina B1  83,6 8,0  4,0   96,2 3,9    85,0 3,6  

Fumonisina B2  80,2 10,1  6,4   93,8 2,9    87,0 5,3  

Fumonisina B1 (hidrolizada)  71,5 11,0  8,8   91,6 2,7    77,9 5,7  

Fumonisina B2 (hidrolizada)  70,5 9,9  6,6   89,4 0,9    73,0 3,4  

Ocratoxina A  88,0 7,6  5,1   99,5 7,3    79,3 7,9  

Zearalenona  75,6 1,9  4,6   101,0 6,2    88,7 1,3  

Esterigmatocistina  70,9 4,9  6,3   87,0 4,1    73,9 5,5  
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Gráfico 2: Resultados das recuperações obtidas para cada nível estudado para as micotoxinas de 

interesse. 

 

 

 

Gráfico 3: Resultados dos coeficientes de variação obtidos para cada nível estudado para as 

micotoxinas de interesse. 

 

 

 

A recuperação e o DPR encontrados para desoxinivalenol, zearalenona, 

aflatoxina M1, G2, B2, G1, B2, ocratoxina e fumonisinas B1 e B2 atenderam aos 

0,0

20,0

40,0

60,0

80,0

100,0

120,0

Recuperação (%)

Nível 1

Nível 2

Nível 3

0

2

4

6

8

10

12

14

16

Coeficiente de Variação

Nível 1

Nível 2

Nível 3



53 

 

critérios estabelecidos pela Comunidade Europeia que contempla valores 

específicos de recuperação e precisão para essas micotoxina (CE, 2006). Para as 

outras micotoxinas que não possuem valores específicos de recuperação e precisão 

(aflatoxinas M2, esterigmatocistina e as fumonisinas B1 e B2 hidrolisadas) foi 

utilizado para avaliação os critérios estabelecidos pelo documento da Comunidade 

Europeia de 2002 (CE, 2002).  

Essas micotoxinas atenderam aos critérios estabelecidos para a recuperação 

e DPR, exceto HFB1, HFB2 e ESTG não atenderam aos critérios de recuperação 

para o nível 3, porém os valores encontrados foram muito próximos do valor 

recomendado (77,9, 73,0 e 73,9 %, respectivamente).  As Tabelas 13 e 14 

apresentam os critérios de recuperação estabelecidos pela Comunidade Europeia. 

 

 

Tabela 13: Critérios de recuperação estabelecidos pela Comunidade Europeia específico para cada 

micotoxina (CE, 2006). 

 

                           fonte: (CE, 2006) 

 

 

 

 

 

 

 

Micotoxinas Concentração µg kg-1 Recuperação (%) 

AFM1 
0,01 - 0,05 60 - 120 

>0,05 70 - 110 
   

AFB1, AFB2, 
AFG1 e AFG2 

<1,0 50 - 120 
1 -10 70 - 110 
>10 80 – 110 

   

OTA 
<1,0 50 - 120 

1 - 10 70 - 110 
   

DON 
>100 - ≤ 500 60 - 110 

>500 70 - 120 
   

ZEA 
≤50 60 - 120 
>50 70 - 120 

   

FB1 e FB2 
≤500 60 - 120 
>500 70 - 110 
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Tabela 14: Critérios de recuperação estabelecidos pela Comunidade Europeia específico para 

micotoxinas (CE, 2002). 

Micotoxinas 

Concentração (µg kg-1) Recuperação (%) 
≤1 50 – 120 

>1 – 10 70 – 110 

≥ 10 80 - 110 

          fonte: (CE, 2002). 

 

 

Com os resultados apresentados o método desenvolvido apresentou boa 

exatidão e precisão para a maioria dos níveis de concentração avaliados 

 

 

4.1.5 Limite de Detecção e Limite de Quantificação 

 

Os resultados do limite de detecção e quantificação estão representados na 

Tabela 15 para todas as micotoxinas estudadas. 

 

 

          Tabela 15 - Limite de Detecção e de Quantificação (µg kg-1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Micotoxinas  LD (µg kg -1) LQ (µg kg -1) 

Desoxinivalenol 3,68 12,27 

Aflatoxina M2 0,23 0,78 

Aflatoxina M1 0,40 1,33 

Aflatoxina G2 0,88 2,93 

Aflatoxina G1 0,43 1,44 

Aflatoxina B2 0,41 1,38 

Aflatoxina B1 0,33 1,11 

Fumonisina B1 0,51 1,71 

Fumonisina B2 0,44 1,47 

Fumonisina B1 (hidrolizada) 2,22 7,41 

Fumonisina B2 (hidrolizada) 1,26 4,20 

Ocratoxina A 0,09 0,31 

Zearalenona 0,68 2,25 

Esterigmatocistina 0,06 0,20 
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Com os resultados obtidos observa-se que a sensibilidade do método 

estudado está adequada para a análise de rotina atendendo as legislações mais 

exigentes para as micotoxinas regulamentadas nesses produtos.  

 

 

4.2 ANÁLISE DAS AMOSTRAS 

 

O método validado foi aplicado para determinar a presença de micotoxinas 

(aflatoxinas M2, M1, G2, G1, B2, B1, desoxinivalenol, ocratoxina A, fumonisinas B2 

e B1, fumonisinas B2 e B1 hidrolisadas, zearalenona e esterigmatocistina) em 

amostras de biscoito crackers e biscoito água e sal. Os resultados foram avaliados 

de acordo com a RDC nº 7 de 2011, atual legislação brasileira para controle de 

micotoxinas em alimentos e comparados com estudos presentes na literatura. 

DON foi encontrado nas 60 (100 %) amostras de biscoitos analisados. Em 

amostras de crackers foram encontradas concentrações de 66,4 a 1507,4 µg kg-1, 

com uma média de 437,4 µg kg-1. Em amostras de biscoito água e sal foram 

encontradas concentrações que variaram de 73,4 a 1444,8 µg kg-1, com uma média 

de 524,9 µg kg-1.  

ZEA foi detectada em 30 (50 %) das 60 amostras analisadas em 

concentrações entre LD e 14,83 µg kg-1 sendo 13 amostras de cracker (LD a 13,58 

µg kg-1) e 17 de agua e sal (LD a 14,83).  

FB1 foi detectada em 17 (28 %) amostras sendo 8 amostras de biscoito 

cracker e 9 amostra de biscoito água e sal em concentrações abaixo do limite de 

quantificação. 

Na Tabela 16 constam os resultados encontrados nas análises das amostras 

de biscoito cracker e água e sal. 
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Tabela 16 - Contaminação por Desoxinivalenol, Zearalenona e Fuminisina B1 em amostras de 

biscoito (µg kg-1). 

Micotoxina  
 Amostras 

positivas 
Crackers 

 
Água e Sal 

   mínimo máximo Média  Mínimo Máximo Média 

DON  60 66,4 1507,4 437,4  73,4 1444,8 524,9 

ZEA  30 LD (0,68) 13,58 6,64  LD (0,68) 14,83 6,38 

FB1  17 LD (0,51) < LQ (1,71) -  LD (0,51) <LQ (1,71) - 

 

   

Nos Gráficos 4 e 5 constam os resultados encontrados sobre a contaminação 

po Desoxinivalenol nas amostras de biscoito analisadas. 

 

 

             Gráfico 4 - Contaminação por Desoxinivalenol em amostras de biscoito cracker (µg kg-1). 
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Gráfico 5- Contaminação por Desoxinivalenol em amostras de biscoito água e sal (µg kg-1). 

 

 

 

A concentração de desoxinivalenol encontrada neste estudo foi inferior a 

encontrada por Souza (2015) e Almeida (2016) e superior a concentração 

encontrada por Tanaka (2010) e Savi (2016). Souza (2015) analisou 23 amostras de 

biscoito cracker e 18 amostras estavam contaminadas por DON. A variação da 

concentração encontrada foi maior do que a encontrada nesse estudo, variando de 

377 a 5295 µg kg-1. Ja Almeida e colaboradores (2016) avaliaram 36 amostras de 

biscoito e a concentração máxima encontrada foi de 1720 µg kg-1. Tanaka (2010) 

avaliou 196 amostras de biscoito e encontrou DON em 98 % das amostras com a 

concentração variando de 0,9 a 791 µg kg-1. Savi e colaboradores (2016) analisaram 

10 amostras de biscoito cracker e encontraram DON em 3 amostras com a 

concentração variando de 434 a 1159 µg kg-1, contaminação muito próxima a 

encontrada nesse estudo. Na Tabela 17 constam os resultados encontrados na 

literatura sobra a presença de DON em biscoito. 
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Tabela 17 – Comparação sobre a presença de DON em amostras de biscoitos em estudos realizados 

no Brasil e no mundo. 

Referência  Local  N° amostras  
Amostras 
positivas  

Concentração 
(µg kg -1) 

Presente estudo Brasil 60 60 66,4 – 1507,4 

Souza (2015) Brasil 23 18 377 - 5295 

Almeida (2016) Brasil 36 35 200 - 1720 

Savi (2016) Brasil 10 3 434 - 1159 

Tanaka (2010) Japão 196 192 0,9 - 791 

  

 

A porcentagem de amostras de biscoito contaminadas por zearalenona foi 

maior do que encontrada por Tanaka e colaboradores (2010), porém as médias de 

concentração encontradas foram bem próximas. 

Não foram encontrados trabalhos sobre a presença de fumonisinas em 

biscoito crackers, porém a presença de fumonisinas tem sido demonstrada em trigo. 

No sul do Brasil, Mallman e colaboradores (2001) encontraram fumonisina B1 em 

uma amostra de trigo. Stankovic e colaboradores (2012) analisaram na Servia 

amostras de trigo e encontraram fumonisina B1 em 92 das 103 amostras analisadas 

em concentrações que variaram de 750 a 5400 µg kg-1. Li e colaboradores (2015) 

encontraram fumonisina B1 em amostras de farinha de trigo na China com a 

concentração variando de 0,3 a 34,6 µg kg−1. 

De acordo com a RDC nº 7º (2011) o limite máximo permitido para DON em 

biscoito cracker e biscoito água e sal era de 1750 µg kg-1 até dezembro de 2015 e a 

partir de janeiro de 2016 esse limite passaria a ser de 750 µg kg-1. Porém com a 

RDC 59 de 2013 o prazo foi prorrogado para 1 de janeiro de 2017 mantendo o limite 

de 1750 µg kg-1. Assim, nenhuma das amostras analisadas em 2015 e 2016 

excedeu o limite máximo estabelecido pela legislação brasileira. Porém se levarmos 

em consideração o limite estabelecido para DON pela comunidade europeia para 

produtos à base de trigo que é de 500 µg kg-1 30 amostras estariam acima do valor 

permitido por essa legislação. 
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Nesse estudo quatro amostras apresentaram contaminação por DON, ZEA e 

FUB1 mostrando uma possível contaminação simultânea entre essas micotoxinas. 

Stankovic e colaboradores (2012) analisaram 103 amostras de trigo e 47,8 % das 

amostras de trigo continham DON, ZEA e FUB1 indicando também essa possível 

contaminação simultânea. A Figura 8 apresenta uma das amostras analisadas que 

apresentaram contaminação simultânea de DON, ZEA e FUB1. 

 

 

Figura 8: Cromatograma de uma amostra naturalmente contaminada por a) desoxinivalenol (1252,2 
µg kg -1), b) zearalenona (14,83 µg kg -1) e c) fumonisina B1 (>LD). 
 

 

 

 

Foram analisadas amostras de 16 marcas diferentes e os resultados estão 

apresentados na Tabela 18. Todas as marcas apresentaram contaminação por 

DON, apenas duas marcas não estavam contaminadas por ZEA e 9 amostras 

apresentaram contaminação por FB1. As marcas D, F, J, K e P apresentaram maior 

contaminação por DON e ZEA sugerindo uma possível contaminação simultânea 

entre essas micotoxinas.  
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Tabela 18: Resultado das amostras de biscoito analisadas quanto a presença de DON, ZEA e FB1 

por marca. 

 
DON 

 
ZEA 

 
FB1 

Marcas  

Amostras 
Positivas / 
Amostras 
analisadas  

Média da 
concentração  Faixa 

 Amostras 
Positivas / 
Amostras 
analisadas  

Faixa 

 Amostras 
Positivas / 
Amostras 
analisadas  

Faixa 

A 10/10 210,62 48,26 - 383,05  1/10 ND - <LQ  7/10 ND - <LQ 

B 9/9 239,43 161,27 - 343,64  1/9 ND - <LQ  3/9 ND - <LQ 

C 5/5 351,92 226,13 - 547,59  2/5 ND - 3,43  2/5 ND - <LQ 

D 10/10 865,91 227,70 - 1507,37  9/10 ND - 14,53  0/10 ND 

E 3/3 321,51 147,88 - 605,93   1/3 ND - 4,00  1/3 ND - <LQ 

F 4/4 886,65 660,54 - 1392,48  4/4 >LD - 10,68  0/4 ND 

G 3/3 355,33 213,08 - 487,80  2/3 ND - 3,82  1/3 ND - <LQ 

H 1/1 335,60 335,60  1/1 3,82  0/1 ND 

I 3/3 217,80 129,59 - 285,80  1/3 ND - <LQ  0/3 ND 

J 1/1 1423,40 1423,40  1/1 11,99  1/1 <LQ 

K 2/2 905,48 558,80 - 1252,16 
 

2/2 >LD - 14,83 
 

0/2 ND 

L 1/1 66,45 66,45  0/1 ND  0/1 ND 

M 2/2 414,50 336,40 - 492,57  0/2 ND  2/2 ND - <LQ 

N 2/2 463,03 444,23 - 481,83  2/2 4,61 - 5,06  1/2 ND - <LQ 

O 1/1 495,47 495,47  1/1 4,24  0/1 ND 

P 3/3 682,52 480,15 - 1071,85  2/3 ND - 6,83  1/3 ND - <LQ 

 

 

4.3 ESTIMATIVA DA EXPOSIÇÃO A DON EM BISCOITOS CRACKER E ÁGUA E 

SAL 

 

A exposição ao DON através do consumo de biscoitos crackers e água e sal 

foi estimada considerando que esta foi a micotoxina presente em todas as amostras 

analisadas neste estudo. A quantidade média de DON encontrada em biscoito, 481 

µg kg -1, resultaria numa ingestão diária de 0,04 µg kg -1 de peso corporal por dia e 

se for considerado um adulto de 60 Kg este valor não ultrapassaria o limite proposto 

pelas autoridades de segurança do JECFA (2001), que é 1,0 µg kg-1 de peso 

corporal por dia. Se considerarmos a maior concentração encontrada que é de 

1507,4 µg kg-1
 o nível de 0,12 µg kg-1

 de peso corporal de DON poderia ser ingerido 

por dia. 

Assim, o biscoito cracker e água e sal podem contribuir com 3,8 % do 

consumo total de DON preconizado pelo JECFA.   
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Souza e colaboradores (2015) e Savi colaboradores (2016) também 

estimaram a ingestão de DON em biscoito e o valor encontrado também não 

ultrapassou o limite preconizado pelo JECFA. No estudo realizado por Savi e 

colaboradores o biscoito cracker contribuiu com 3 % do consumo de DON, valor 

muito próximo encontrado nesse estudo. 

A concentração de DON presente nas amostras de biscoito desse estudo não 

ultrapassou o valor aceitável definido pelo JECFA, mas vale ressaltar que o biscoito 

cracker e água e sal não são a única fonte de DON na dieta já que o trigo está 

presente em muitos outros produtos consumidos diariamente.   Além disso, os dados 

estimados de consumo não consideraram uma ingestão diária maior ou a ingestão 

por diferentes faixas etária. 
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5 CONCLUSÃO 

 

Nesse estudo um método para determinação de aflatoxinas M2, M1, G2, G1, 

B2, B1, desoxinivalenol, ocratoxina A, fumonisinas B2 e B1, fumonisinas B2 e B1 

hidrolisadas, zearalenona e esterigmatocistina em biscoito cracker e água e sal foi 

validado. O método apresentou sensibilidade satisfatória podendo ser usado em 

análises de monitoramento. Foi observado efeito matriz significativo para a maioria 

das micotoxinas que foi corrigido utilizando curvas de calibração em matriz para 

quantificar as amostras. O método de adição padrão para determinar o limite de 

detecção e de quantificação para DON foi empregado com sucesso propondo o uso 

desse método na ausência de amostra branco. 

O método validado foi aplicado para analisar amostras de biscoito cracker e 

água e sal. Desoxinivalenol, Zearalenona e Fumonisinas B1 foram detectadas nas 

amostras. A presença de DON em todas as amostras pode ser considerada um 

problema de saúde pública, pois muitas amostras apresentaram concentrações 

muito próximas ao limite máximo permitido pela legislação brasileira. A presença 

simultânea de desoxinivalenol, zearalenona e fumonisina B1 nas amostras confirma 

a importância da utilização de métodos que avaliam várias micotoxinas numa 

mesma análise e assim detectar um maior número desses contaminantes que 

podem estar presentes nos alimentos. 

A estimativa do consumo de DON através do biscoito cracker e água e sal, 

não ultrapassou o limite determinado pelo JECFA, porém o resultado encontrado 

poderá servir de subsídio para que órgãos da saúde pública aumentem o controle 

sobre esse produto, além de alertar e prevenir pessoas que se expõem diariamente 

a este contaminante através do consumo de alimentos. 
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