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RESUMO

Micotoxinas s&@o substancias toxicas produzidas como metabdlitos secundarios de
diversos fungos filamentosos 0s quais podem causar diversos efeitos toxicos em
humanos quando presentes nos alimentos. Estes além de afetar a salude publica
podem causar implicacbes econdmicas. O trigo e seus subprodutos podem ser
acometidos por fungos toxigénicos capazes de produzir micotoxinas. O Brasil € um
importante produtor e consumidor de trigo. O trigo é a matéria prima para a
fabricagcdo de muitos produtos consumidos diariamente pela populagdo, como por
exemplo, o biscoito do tipo cracker e agua e sal. O biscoito cracker é o segundo tipo
de biscoito industrializado mais consumido pelos brasileiros de diferentes faixas
etarias. Assim é importante a pesquisa da contaminacdo por micotoxinas nesse
produto jA& que é consumido em grande escala pela populacdo e por grupos de
diferentes idades. O presente estudo teve o objetivo de validar um método analitico
para determinagdo de micotoxinas em biscoito crackers e em agua e sal. O método
analitico foi validado para a determinacdo de aflatoxinas M2, M1, G2, G1, B2, B1,
desoxinivalenol, ocratoxina A, fumonisinas Bl e B2, fumonisinas Bl e B2
hidrolisadas, zearalenona e esterigmatocistina em biscoitos por CLUE-EM/EM. A
recuperacéo foi satisfatoria variando de 70 a 110 % e foi obtido um desvio padrdo
relativo inferior a 13 %. O método foi considerado sensivel com limites de
quantificacéo entre 0,20 ug kgt e 12,27 ug kg*. O método validado foi utilizado para
determinar micotoxinas em 60 amostras de biscoitos cracker e agua e sal coletados
na regido 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 ug kg* and 12.27 ug kg?. 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 INTRODUCAO

Micotoxinas sdo substancias toxicas produzidas como metabolitos
secundarios de diversos fungos filamentosos ocorrendo em diferentes regides do
mundo e representam um risco potencial para a saude do homem e dos animais
guando presentes nos alimentos e nas ragdes animais (PERAICA, 1999).

Os efeitos toxicos causados por micotoxinas em seres humanos e animais
incluem efeitos nefrotdxicos, neurotoxicos, carcinogénicos, imunossupressores e
estrogénicos graves. Os compostos menos criticos e a ingestdo cronica de
pequenas quantidades de micotoxinas podem reduzir o apetite e ganho de peso em
animais e causar diarreia em seres humanos (HUSSEIN, 2001).

A Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) publicou em 1993
uma monografia na qual as micotoxinas consideradas de maior risco a saude
humana e animal foram: aflatoxinas, ocratoxina A, zearalenona, desoxinivalenol e
fumonisinas (IARC, 1993).

A producdo de micotoxinas depende do crescimento fungico, 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 ocorréncia de micotoxinas em produtos agricolas € uma preocupacao
importante para a saude dos animais e dos seres humanos (RAZZAZI-FAZELI,
1999). Além de afetar a saude publica causa implicacdes econbmicas que
repercutem na producdo agropecudria, na disponibilidade de alimentos e no
comércio internacional dos produtos (FERNANDEZ-TREVEJO, 2008).

A contaminacdo de alimentos por micotoxinas tem sido relatada
mundialmente e estima—se que cerca de 25 % de todos os produtos agricolas,
estejam contaminados por estas substancias (BENETT & KLICH, 2003, MAZIERO &
BERSOT, 2010).

O trigo € um produto agricola que junto com seus subprodutos representam
uma importante fonte de alimento que podem ser afetados por fungos toxigénicos

capazes de produzir micotoxinas (CREPPY, 2002).
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Em 2015 o Brasil produziu de 5 a 6 milhées de toneladas de trigo (IBGE,
2015) e o consumo interno foi de aproximadamente 11 milhdes de toneladas
(EMBRAPA, 2014). O trigo € a matéria prima para a fabricacdo de muitos produtos
consumidos diariamente pela populacdo (ALMEIDA et al., 2016).

O biscoito cracker é um produto industrializado possuindo em sua formulacao
90 % de trigo (SCUDAMORE, 2009). A pesquisa da contaminagao por micotoxinas
nesse produto € importante ja que € consumido em grande escala pela populacéo e
por grupos de diferentes faixas etarias. (SOUZA et al., 2015).

O Brasil é o segundo produtor mundial de biscoito, em 2013 produziu mais de
um milhdo 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 responsével por 21,4 %
desse consumo. Em 2014, foram comercializadas 354 mil toneladas de biscoito
cracker e agua e sal, o segundo tipo de biscoito mais comercializado no Brasil
(ABIMAPI, 2015).

Diversos estudos no Brasil demonstraram a presenca 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 € produzida pela mesma espécie de Fusarium
(CODEX ALIMENTARIUS, 2007).

Ainda sdo poucos os estudos realizados sobre a presenca de micotoxinas em
produtos a base de trigo para consumo direto. A legislacdo brasileira ja contempla
muitos desses produtos para consumo direto visando controlar a qualidade em
relacdo a contaminacdo por micotoxinas e consequentemente assegurar a saude da
populacdo (BRASIL, 2011).

Para garantir que a legislacdo seja respeitada é fundamental a aplicacdo de
métodos analiticos confiaveis como 0s que empregam a técnica de cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial, capazes
de identificar e quantificar diversas micotoxinas em uma mesma analise e com
pouco tratamento da amostra (CHIARADIA, 2008).

A validacdo de metodologias analiticas que possibilitam a anélise de produtos
a base de trigo é essencial para assegurar a confiabilidade do método e
consequentemente gerar dados confiaveis sobre a qualidade dessa matéria prima

gue esta presente diariamente na mesa do consumidor.
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Com poucos estudos sobre a presenca de micotoxinas em produtos a base
de trigo, principalmente no Brasil, monitoramentos s&o importantes para obter mais
dados sobre a contaminacdo de micotoxinas em alimentos para que acles de
vigilancia sanitaria sejam realizadas e assim minimizar a exposicdo da populacédo a
esse contaminante.

Esse estudo tem como objetivo validar um método analitico por cromatografia
liquida de ultra-eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial (CLUE-
EM/EM) para avaliar a presenca de micotoxinas em biscoito do tipo “crackers” e
“dgua e sal” além de determinar a presenca de micotoxinas nesses produtos e assim

gerar dados que possam servir de subsidios para a¢fes de vigilancia sanitaria.

1.1 MICOTOXINAS

1.1.1 Desoxinivalenol

Os tricotecenos sdo considerados um importante grupo de micotoxinas
produzidos por varios fungos do género 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 toxicos em humanos e em animais, além de
extensivas perdas econémicas (FREIRE et al., 2007).

Os sintomas observados incluem nauseas, vomitos, diarreia, dor abdominal,
dor de cabeca e tontura. Intoxicagbes humanas associadas com o consumo de
graos contaminados por tricotecenos (trigo, cevada, milho) foram relatados na
Coréia, Japdo, india, Colémbia, China e Africa do Sul. Dados epidemiolégicos
disponiveis apontam contaminacdo por DON em produtos de grdos como potencial
causador da intoxicagdo aguda humana. Além disso, hd um potencial efeito crbénico
sobre o crescimento, a fungcdo imune e a reproducdo 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 quimica de DON.
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A ocorréncia de DON em cereais tem sido reportada em diversos paises.
Trigo, cevada e milho juntos respondem por dois tercos da producdo mundial de
cereais e sao as culturas mais suscetiveis a contaminacdo por essa micotoxina
(CODEX ALIMENTARIUS, 2007).

De acordo com IARC, DON é classificado como Grupo 3, ou seja, nao
classificado quanto a carcinogenicidade em humanos (IARC, 1993). O Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA) definiu uma dose maxima
proviséria de ingestdo diaria toleravel de DON de 1 pg kg * por peso corpéreo
(JECFA, 2001).

Figura 1 — Estrutura quimica de desoxinivalenol

DON é solavel em agua, muito estavel durante o armazenamento e moagem,
relativamente estavel ao calor, a maioria dos procedimentos de processamento e de
cozimento, e ndo €& completamente destruido pela fermentacdo (CODEX
ALIMENTARIUS, 2007).

1.1.2 Aflatoxinas

As aflatoxinas sdo metabdlitos secundarios altamente téxicos que podem ser
produzidas por trés espécies de fungo do género Aspergillus sp: A. flavus, A.
parasiticus e A. nomius, que causam contaminagcédo em alimentos (CROWELL et al.,
1981).

S&o conhecidos atualmente 18 compostos similares designados como
aflatoxina, porém os principais tipos de interesse sdo: aflatoxina B1 (AFB1),
aflatoxinas B2 (AFB2), aflatoxinas G1 (AFG1) e aflatoxina G2 (AFG2). Destas, as
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gue apresentam maior toxicidade sao a AFB1 e a AFG1 (OLIVEIRA et al., 2006). A
estrutura quimica das aflatoxinas esté representada na Figura 2.

A aflatoxina B1 € a mais toxica 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 carcinbgeno para humanos
(IAMANAKA et al., 2007; IARC, 1993).

As aflatoxina M1 e M2 (AFM1 e AFM2) sdo metabolitos hidroxilados das
aflatoxinas B1 e B2 e podem estar presentes no leite e produtos derivados obtidos
de animais que ingeriram ragdo contaminada com estas aflatoxinas (CREPPY,
2002).

Os principais produtos alimenticios susceptiveis ao desenvolvimento desse
fungo incluem amendoim, milho, trigo, arroz, castanha do Pard, nozes, avelg,
castanha de caju, améndoas, frutas secas, temperos, semente de algodao,
mandioca, Oleos vegetais, cacau, entre outros que, normalmente, sao utilizados na
composicao de alimentos e ragbes (CALDAS, 2002; ARAUJO, 2006).

Figura 2 — Estrutura quimica das aflatoxinas.
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As aflatoxinas estdo associadas a toxicidade e carcinogenicidade em
humanos e animais. A intoxicagdo aguda pode causar a morte enquanto a
intoxicacdo crbnica pode levar a alteracdes patoldgicas mais prolongadas como
cancer e imunossupressao. O 6rgdo mais afetado € o figado e o dano hepatico ja foi
relatado em roedores, aves domeésticas e macacos. Na india um surto em 1974
levou a morte de 100 pessoas que consumiram milho altamente contaminado por

aflatoxinas e a aflatoxina B1 foi detectada no figado das vitimas (MURRAY, 2006).

1.1.3 Ocratoxina A

A ocratoxina A (OTA) pertence ao grupo de metabdlitos secundarios
produzidos por fungos toxigénicos do género Aspergillus e Penicilium que
contaminam diversos alimentos (MOSS, 1996; LARSEN et al, 2001).

A OTA destaca-se pela alta toxicidade e pela ocorréncia natural em produtos
vegetais, causando intoxicacfes clinicas e subclinicas em animais e humanos
(MOSS; 1996; FINK- GREMMELS, 2001). A estrutura quimica de OTA esta
representada na Figura 3.

Essa micotoxina vem merecendo atencdo e destaque no cenario mundial
devido a sua alta toxicidade e ocorréncia e tem sido encontrada em diversos
alimentos e bebidas diariamente consumidas pela populacdo e ainda pode ser uma
barreira na comercializagdo de produtos entre os paises (DUARTE, 2010).

Em 1993 a International Agency of Research on Cancer (IARC) langcou um
documento que classificou a Ocratoxina A como “provavel carcinbgeno para
humanos” - Grupo 2B (IARC, 1993).

OTA também tem uma caracteristica importante que é a resisténcia ao
tratamento térmico, é fotossensivel, porém o efeito da luz sobre as toxinas aderidas
aos cereais tem pouca importancia. Essas caracteristicas indicam que a remocao
das ocratoxinas de alimentos e bebidas pode ser muito dificil, sendo assim a
prevencdo € a melhor forma de protecdo para evitar a formacdo da toxina
(KRUGER, 2006).
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Figura 3 — Estrutura quimica da ocratoxina A.
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1.1.4 Zearalenona

Zearalenona (ZEA) é um metabolito secundario produzido principalmente por
fungos do género Fusarium, incluindo Fusarium graminearum, Fusarium culmorum,
Fusarium equisetii e Fusarium crookwellense. Estas espécies flngicas séao
amplamente encontradas como contaminantes em alimentos em diversos paises
(HAGLER, et al., 2001).

Essa micotoxinas estad relacionada com intoxicagcbes agudas e cronicas,
problemas reprodutivos e no desenvolvimento, possui acao genotodxica, hepatotoxica
e imunotoxica (ZINEDINE et al., 2007). Possui caracteristicas estrogénicas e causa
hiperestrogenismo em suinos femininos e incidentes nas mudancas da puberdade
em criangcas (KUIPER-GOODMAN et al., 1987). A Figura 4 apresenta a estrutura
quimica de ZEA.

Figura 4 — Estrutura quimica da zearalenona.

O consumo de alimentos contaminados por ZEA pode causar
hiperestrogenismo nas espécies domésticas, levando a diminuicdo da producéo de
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leite, repeticdo de cio, diminuicdo da taxa de concepcédo e até mesmo abortamento.
(WEAVER et al., 1986; WHITLOW & HAGLER JUNIOR, 1999).

Zearalenona pode contaminar diversos alimentos principalmente os cereais.
Estudos ja demonstraram presenca de ZEA em trigo (STANKOVIC, 2012), arroz
(LEE, 1991; CHUN, 2014) e milho (VISCONTI, 1998).

As evidéncias quanto a carcinogenicidade da zearalenona em animais
experimentais sdo limitadas e a auséncia de estudos em humanos levou a
classificagcdo de ZEA no Grupo 3, ou seja, hao pode ser classificada quanto a sua

carcinogenicidade em humanos (IARC. 1993).

1.1.5 Fumonisinas

Pelo menos 15 diferentes fumonisinas ja foram relatadas, sendo agrupadas
em quatro categorias principais (A, B, C e P). A fumonisina mais importante € 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 varias doencas em animais, como
leucoencefalomalacia em cavalos (KELLERMAN et al., 1990, ROSS et al., 1990),
edema de pulméo e hidrotérax em suinos (HARRISON et al. 1990, COLVIN &
HARRISON, 1992), hemorragia cerebral em coelhos (BUCCI et al., 1996) e cancer
hepético em ratos (GELDERBLOM et al., 1991). Elas também foram suspeitas de
causar cancer esofagico em humanos em regides como Africa do Sul, China,
Nordeste da Itdlia e Estados Unidos onde os produtos a base de milho fazem parte
da dieta (SYDENHAM et al. 1991; RHEEDER et al., 1992, CHU & LI 1994, DOKO &
VISCONTI 1994). A estrutura quimica das fumonisinas esta descrita na Figura 5.
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Figura 5 — Estrutura quimica das fumonisinas.
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As fumonisinas podem ser encontradas contaminando diversos cereais
cultivados em regides tropicais e subtropicais como trigo (STANKOVIC et al., 2012;
CENDOYA et al.,, 2014), milho e produtos a base de milho (SOARES, 2000,
MANJULA et al., 2009).

Em relacdo a carcinogenicidade, a fumonisina Bl foi classificada pela IARC
como um possivel carcindbgeno para humanos, incluindo-a no Grupo 2B (IARC,
2002).

1.1.6 Esterigmatocistina

A esterigmatocistina (ESTG) apresenta estrutura semelhante a das
aflatoxinas. E considerada hepatotoxica e cancerigena, podendo ser produzida por
diferentes espécies de Aspergillus (PURCHASE & VAN DER WATT, 1970; COLE &
COX, 1981). Entretanto, Aspergillus versicolor €, reconhecidamente, a espécie mais

importante como produtora dessa micotoxina.
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Apresenta toxicidade oral aguda baixa, em virtude de sua insolubilidade em
agua e nos sucos gastricos. Por essa razao, € provavel que surtos atribuidos a essa
substancia sejam improvaveis, tanto em humanos quanto em animais. Sua
toxicidade como cancerigeno de figado é de apenas 1/150 da aflatoxina B1, néo
obstante seja, ainda assim, mais potente que muitas outras substancias
cancerigenas. Por essa razdo, a esterigmatocistina é aceita como um potencial
indutor de cancer de figado em humanos (TERAO, 1983). A Figura 6 apresenta a

estrutura quimica da esterigmatocistina.

Figura 6 — Estrutura quimica da esterigmatocistina.

1.2 OCORRENCIA DE MICOTOXINAS EM TRIGO E PRODUTOS A BASE DE
TRIGO

1.2.1 Ocorréncia mundial de micotoxinas

Em diferentes paises foram realizados estudos sobre a presenca 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 concentracdo encontrada variando de 11 a
860 ug kg* (BAUER, 2002).

Em estudo realizado na Dinamarca por Rasmussen e colaboradores DON foi
detectado em 82 % das amostras de farinha de trigo com concentracdo variando de
20 a 527 ug kg'. ZEA foi detectada em 33 % das amostras de farinha de trigo
analisadas e a concentragdo encontrada foi proxima ao limite de deteccdo do
método, 1 pug kg* (RASMUSSEN et al., 2003).
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Biselli & Hummert analisaram na Alemanha 103 amostras de farinha de trigo
e 88 amostras de paes e pastéis. DON esteve presente em ambos produtos. A
concentracdo encontrada foi de 230 a 2270 e 110 a 2350 pg kg?, respectivamente
(BISELLI & HUMMERT, 2005).

Schollenberger e colaboradores analisaram também na Alemanha 101
amostras de paes por espectrometria de massas. DON esteve presente em 92 %
das amostras analisadas e a média da concentracdo das amostras foi de 134 pg kg?
(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 concentracoes variando de 0,037 a 1,0 e 0,064
a 2,1 ug kg, respectivamente. Para DON os niveis encontrados foram de 10 a 503
g kg?! em trigo em grdo e 153 a 661 pug kg?! em farinha de trigo. ZEA esteve
presente em 6 % das amostras de trigo em grédo com concentracdo variando de 0,75
a 4 ug kgt (PUSSEMIER et al., 2006).

Berthiller e colaboradores analisaram 23 amostras de trigo na Austria e DON
foi encontrado em todas as amostras com concentracéo entre 42 e 4130 pg kg*
(BERTHILLER, 2009).

Estudo realizado na Alemanha, Gottschalk e colaboradores detectaram a
presenca de DON em 100 % das amostras analisadas incluindo gréo, farelo, flocos e
farinha de trigo. Os niveis de concentracdo encontrados variaram de 57 a 1163 ug
kgt (GOTTSCHALK et al., 2009).

Azouri e colaboradores analisaram 65 amostras de trigo do Libano e
encontraram DON em todas as amostras com concentracdo acima de 1250 pg kg?
(AZOURI et al., 2010).

No Japao foram analisadas 196 amostras de biscoito e 98 % estavam
contaminadas por DON em concentracdes que variaram de 0,9 a 791 ug kg'. ZEA
foi encontrada em apenas 4 amostras com a concentracao variando de 4,2 a 4,4 ug
kgt (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 % 0s niveis
de contaminacéo estavam acima de 750 ug kg* e ZEA foi encontrado em 45 % das
amostras com 43 % excedendo o valor de 75 ug kg! (GONZALEZ-OSNAYA &
FARRES, 2011).
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Em estudo realizado na Espanha foram analisadas 67 amostras de trigo. DON
esteve presente em 28 amostras com concentracéo variando do LD a 6178 ug kgt e
ZEA esteve presente em 10 amostras com concentracdo de LD a 25 pg kgt
(SANCHIS et al., 2013).

Em estudo realizado na India 100 % das amostras de trigo estavam
contaminadas por DON com a concentracdo variando de 410 a 4300 pg kg sendo
que 90 % dessas amostras estavam com contaminacdo acima de 3100 pg kgt
(MIRSHA, 2013).

A Tabela 1 apresenta os estudos realizados em diferentes paises sobre a
presenca de micotoxinas em trigo e produtos a base de trigo.

Tabela 1 — Estudos de diversos paises sobre a contaminacao de trigo e produtos a base de trigo por

micotoxinas
Referéncia Ano Local Matriz Micotoxina Conﬁgrll(téa}%ao
Bauer 2002  Alemanha Trigo ZEA 11 — 860
DON 20 - 527
Rasmussen 2003 Dinamarca Farinha de trigo
ZEA 1
Farinha de trigo 230 - 2270
Biselli & Hummert 2005 Alemanha N g DON
Paes e pastéis 110 — 2350
Schollenberger Alemanha Paes DON 15-690
Trigo OTA 0,037-2,1
Pussemier 2006 Bélgica Farinha de trigo DON 10 — 661
ZEA 0,75-4
Berthiler 2009 Austria Trigo DON 42 — 4130
Gottstchle 2009  Alemanha graos, f(ljocqs € farinha DON 57 - 1163
e trigo
Azouri 2010 Libano Trigo DON >1250
DON 0,9 -702
Tanaka 2010 Japéo Biscoito
ZEA 42-44
DON >750
Gonzales-Osnaya 2011 México Trigo
ZEA >75

Mishra 2013 india Trigo DON 410 — 4300
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1.2.2 Ocorréncia de micotoxinas no Brasil

No Brasil também foram realizados estudos sobre a presenca de micotoxinas
em trigo e produtos a base de trigo.

Furlong e colaboradores, em estudo realizado no Rio Grande do Sul, na
regido sul do Brasil, encontraram OTA em duas amostras de trigo com
concentragdes de 18 e 26 ug kg! (FURLONG, 1999).

No periodo de 1998 a 2000 foram analisadas em Belo Horizonte/MG 47
amostras de produtos de panificagcdo, farinha e farelo de trigo onde 68 %
apresentaram contaminacgdo por DON variando de 40 a 1205 ug kg* (OLIVEIRA et
al, 2000).

Em outro estudo também realizado na regiao sul do Brasil, 8 % das amostras
de trigo analisadas estavam contaminadas por fumonisina B1 e a concentracéo
encontrada foi de 24,35 ug kg* (MALLMAN et al., 2001).

Vinte e oito amostras de farinha de trigo e 14 amostras de trigo em gréo foram
adquiridos na cidade de Séao Paulo. DON foi detectado em 14 amostras de farinha
de trigo e 5 amostras de trigo apresentando niveis que variaram de 82 a 600 g kg?
e 166 a 1500 ug kg 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 contaminacao por
DON entre 90 e 500 pg kg' e em 4 % os niveis estavam acima de 1000 pg kg?
(CALORI-DOMINGUES et al, 2007).

Em estudo realizado por Mallmann e colaboradores 48,4 % das amostras de
trigo analisadas estavam contaminadas com DON e o0 nivel maximo de
contaminacéo encontrado foi de 8310 pg kg! e a média de contaminagéo dentre as
amostras positivas foi de 289,5 ug kg* (MALLMAN et al., 2008).

No ano de 2011 foram analisadas em Londrina/PR 36 amostras de trigo e
72,2 % dessas amostras apresentaram contaminacdo por DON variando de 89 a
1592 ug kg! (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
contaminacéo das amostras variando de 206,3 a 4732,3 ug kg (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
niveis de concentracdo entre 377 e 5295 ug kg* (SOUZA, et al., 2015).

Almeida e colaboradores analisaram amostras de farinha de trigo e biscoito
coletadas na cidade de Sao Paulo. Das 58 amostras de farinha de trigo analisadas
53 estavam contaminadas por DON com a concentracdo maxima de 1310 ug kg* e
a média encontrada foi de 360 pg kg*. Das 36 amostras de biscoito analisadas, 35
estavam contaminadas por DON e a concentracdo maxima encontrada foi de 1720
ug kg™t com média de 591 g kg* (ALMEIDA et al., 2016).

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

de micotoxinas em trigo e produtos a base de trigo.
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Tabela 2 — Estudos nacionais sobre a contaminacdo de trigo e produtos a base de trigo por

micotoxinas
_ _ ) ) Concentracdo
Referéncia Ano Local Matriz Micotoxina X
Hg kg~
Rio ]
Furlong 1999 Grande do Trigo OTA 18e 26
Sul
Produtos de
o panificacdo
Oliveira 2000 Belo _ DON 40 - 1205
Horizonte Farinha e farelo de
trigo
Mallman 2001 Regido Sul Trigo FMB1 24,35
Lamardo 2006 Trigo DON 166 — 1500
S&o Paulo ) _
Farinha de trigo 82-600
Calori- 2007 Trigo DON 90 — 500
] Séo Paulo
Domingues
Mallman 2008 Regido Sul Trigo DON <8310
Santos 2011 Parana Trigo DON 89 — 1592
Santos 2013 Parana Trigo DON 206,3-4732,3
Souza 2015 Rio Biscoito Cracker DON 377 — 5295
Grande do
Sul
) Farinha de trigo LQ-1310
Almeida 2016 Séo Paulo o DON
Biscoito LQ-1720

Apesar da alta ocorréncia e dos altos niveis de contaminacdo encontrados,

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

contaminag¢do em produtos a base de trigo.

E importante avaliar a extensdo dessa contaminacdo para fornecer subsidios

envolvidos com a producao, utilizacdo e importacdo de trigo, como também a
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fiscalizagdo e pesquisa, com o0 objetivo de garantir ao consumidor final produtos de
melhor qualidade.

1.3 REGULAMENTOS SOBRE MICOTOXINAS EM TRIGO E PRODUTOS A BASE
DE TRIGO

A preocupacdo com os efeitos que as micotoxinas podem causar quando
presente em alimentos tem levado muitos paises, nas Ultimas décadas, a criarem
regulamentos sobre a presenca de micotoxinas em alimentos visando proteger a
saude humana e os interesses econémicos. A formulacdo desses regulamentos
depende da disponibilidade de dados toxicologicos e sobre a presenca de
micotoxinas em produtos além dos interesses comerciais entre os paises (FAO,
2004).

Até 2002 a legislacdo brasileira era restrita ao limite méximo tolerado (LMT)
de 20 pg kg! para o somatério das aflatoxinas B1, B2, G1, G2 em milho e para
amendoim e de 0,5 ug Lt e 5,0 ug kg para a aflatoxina M1 em leite fluido e em p6,
respectivamente (BRASIL, 2002).

A partir de 2011 a legislacdo brasileira sofreu um grande avanco em relagéao
as micotoxinas e outros alimentos foram contemplados. A Anvisa, através da RDC
N° 7 de 18 de Fevereiro de 2011, estabeleceu os limites maximos para aflatoxinas
(AFB1+AFB2+AFG1+AFG2 e AFM1), OTA, DON, fumonisinas, patulina e ZEA
admissiveis 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 N° 7 fixou o LMT para DON e ZEA em trigo e seus derivados para
aplicacdo em 2012 e reducgdo gradativa até 2016. Os limites estabelecidos estdo

apresentados nas Tabelas 3 e 4.
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RDC N° 7 de 18 de Fevereiro de 2011

Aplicacéo

Alimento

DON (ug kg

_1)

2012

2012

2014

2014

2016

2016

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

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

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

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

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

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

2000

1750

1500

1250

1000

750

fonte: (Brasil, 2011)



31

Tabela 4 - Limites maximos tolerados para Zearalenona em trigo e seus produtos (ug kg?) no Brasil.

RDC N° 7 de 18 de Fevereiro de 2011

Aplicacéo Alimento ZEA (ugkg 1)

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

Farinha de trigo, massas, crackers e produtos de
2012 panificacdo, cereais e produtos de cereais exceto 200
trigo e incluindo cevada malteada

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

Farinha de trigo, massas, crackers e produtos de
2016 panificacdo, cereais e produtos de cereais exceto 100
trigo e incluindo cevada malteada
fonte: (Brasil, 2011)

De acordo com essa legislacdo esses valores aplicados em 2012 seriam
reduzidos até 2016, porém a RDC 59 de 26 de dezembro de 2013 prorrogou 0 prazo
para reducédo 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 agua e sal Assim o limite maximo toleravel para biscoito cracker e
biscoito Agua e sal em vigor é de 1000 pg kg* para DON e 100 pg kg? para ZEA
(BRASIL, 2013).

A Comunidade Europeia também possui LMT para trigo e produtos a base de
trigo, porém mais rigorosos que o Brasil. Para biscoito o limite maximo permitido
para DON é de 500 pg kg e para zearalenona é de 50 ug kg* (CE, 2006). Os LMT

estabelecidos pela Comunidade Europeia estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Limites maximos de DON e ZEA tolerados pela Comunidade Europeia em trigo e seus

produtos (ug kg?).

LMT Comunidade Europeia (2006)

Micotoxinas (ug kg )
Alimentos DON ZEA

Trigo ndo processado (exceto o
trigo duro) 1250 100

Trigo destinado ao consumo

humano direto, farinha de trigo,

farelo como produto final 750 75
comercializado  para  consumo

humano direto

P&o, pastelaria, biscoitos, cereais e 500 50
cereais matinais
fonte: (CE, 2006)

1.4 METODOS ANALITICOS PARA DETERMINACAO DE MICOTOXINAS EM
TRIGO E SEUS PRODUTOS

Para garantir o cumprimento da legislacdo em vigor, € necessario dispor de
métodos de analise de micotoxinas confidveis e exatos, que permitam uma
identificacdo e confirmagdo inequivocas e também uma quantificacéo precisa ja que
0s niveis de concentragdo encontrados podem ser muito baixos (FRENICH, 2009).

Os métodos mais usados para determinacdo de micotoxinas em trigo e seus
produtos incluem Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), Cromatografia a
gas com deteccao por captura de elétrons (CG-DCE), Espectrometria de massas
(EM) e ELISA (AZOURI, 2010).

Nos ultimos anos técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
a espectrometria de massas sequencial (CLAE-EM/EM) e a de cromatografia liquida
de ultra eficiéncia acopladas a espectrometria de massas sequencial (CLUE-EM/EM)
vém 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 analise de
multi-micotoxinas e necessita de pouco tratamento das amostras permitindo analises
rapidas com sensibilidade adequada as regulamentacdes mais restritivas (FRENICH,
2009).
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1.5 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

Para assegurar a qualidade dos resultados analiticos de um método de
analise é necessario demonstrar a confiabilidade através do estudo de validagcéo do
mesmo sendo necessaria a verificagcdo de alguns parametros como, por exemplo, a
seletividade, a linearidade, a exatiddo e precisdo, os limites de deteccdo e de

quantificacdo do método analitico.

1.5.1 Seletividade

A matriz da amostra pode conter componentes que podem eluir no mesmo
tempo de retencdo 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 néo for assegurada, a linearidade, a exatiddo e a precisao

estardo seriamente comprometidas (RIBANI, 2004).

1.5.2 Efeito Matriz

Efeito matriz é o efeito causado sobre um método analitico por todos os
outros componentes da matriz que ndo sejam o analito de interesse que podem
aumentar ou suprimir o sinal podendo afetar a reprodutibilidade e a exatiddao dos
resultados. (BERTHILHER, 2005). Para compensar o efeito matriz podem ser
realizados alguns procedimentos como, por exemplo, curva de calibracdo em matriz
(DIEZ, 2016).

1.5.3 Linearidade

Linearidade é a capacidade do método de produzir resultados diretamente
proporcionais a concentragdo da substancia de interesse, dentro de uma
determinada faixa de aplicacao (RIBANI, 2004).

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

correlacao 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 parametro permite obter uma estimativa da
qualidade da curva obtida, pois quanto mais proximo de 1,0, menor a dispersao do
conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de regressao
estimados (INMETRO, 2011, RIBANI et al., 2004).

1.5.4 Exatidao e Precisao

A exatiddo indica o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro. Precisdo representa a dispersdao de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
padrdes sob condicbes definidas (INMETRO, 2011).

A repetibilidade representa a concordancia entre os resultados de medicdes
sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condigbes de
medicdo, chamadas condicbes de repetibilidade: mesmo procedimento; mesmo
analista; mesmo instrumento usado sob as mesmas condi¢cdes; mesmo local;
repeticbes em um curto intervalo de tempo (RIBANI, 2004).

Precisdo intermediaria indica o efeito das variacdes dentro do laboratorio
devido a eventos como diferentes dias ou diferentes analistas ou diferentes

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

1.5.5 Limite de Deteccéo e Limite de Quantificagédo

O limite de deteccéo (LD) representa a menor concentracdo da substancia em
exame que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando
um determinado procedimento experimental. O limite de quantificacdo (LQ)
representa a menor concentragcdo da substancia 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 analitico para determinacdo de micotoxinas em biscoito

crackers e agua e sal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

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

- Validar um meétodo por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas sequencial (CLUE-EM/EM) para detectar e quantificar as
micotoxinas.

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

- Avaliar os resultados analiticos considerando o consumo de biscoito e o nivel de

concentracédo encontrado nas amostras.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 PADROES ANALITICOS

Os padrdes analiticos utilizados nesse estudo foram obtidos como sais
sélidos ou em solucdo. Padrdes solidos das aflatoxinas B1l, B2, G1, G2, M1, M2,
ocratoxina A e esterigmatocistina foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA).

3.1.1 Solucéao estoque

Solucbes estoque de OTA (40 pg mL?) foram preparadas em solucéo
empregando uma mistura de tolueno-4cido acético como solvente (99:1, V/v).
Solucdes estoque de EST (10 pg mL?') e de cada aflatoxina (10 pg mL?) foram
preparadas em acetonitrila. As concentracdes de todas as solugbes estoque
preparadas a partir dos padrdes solidos foram checadas por espectrofotometria UV
(Horwitz, Latimer, 2005). Solucdes estoque das fumonisinas B1 e B2 (50 pg mL™?)
em acetonitrila/dgua 1:1 (v/v) foram obtidas da Fluka/Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). Solucdes estoque de DON (100 pg mL?) em acetonitrila foram obtidas da
Fluka/Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Solucéo estoque de ZEA em acetonitrila
(100,7 pug mL?Y) foi obtida da Biopure (Tulln, Austria). Todas as solucdes estoque
foram armazenadas a-18°C (£ 2 ° C).

3.1.2 Solucgéao Intermediaria

As solucgdes intermediarias foram preparadas a partir de diluicbes da solucao
estoque e usadas para o preparo das curvas de calibracdo em solvente, em matriz e
em matriz diluida.

3.2 REAGENTES E SOLVENTES

Para o preparo das amostras e das curvas de calibracdo foram usados 0s

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),
Agua ultra-pura que foi obtida através de sistema Milli-Q Gradient (Millipore, Bedford,
MA, USA).

Para a fase mével do CLUE foram usados os seguintes reagentes: Formiato
de amodnio (> 99 %) e acido formico (para espectrometria de massas) foram obtidos
da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

3.3 EQUIPAMENTOS

Para realizacdo do estudo foram utilizados equipamentos como: balanca
analitica (SARTORIUS LP620P), blender (WARRING), vortex (IKA Work), centrifuga
com refrigeracdo (HITACHI, CF 7D2), bomba de vacuo (MILLIPORE), ultrassom
(BRANSON, 2510), fluxo de nitrogénio (Turbo-Vac LV) e UPLC-MS/MS.

3.4 INSTRUMENTAL (CLUE-EM/EM)

A cromatografia foi realizada utilizando um cromatografo (Waters ACQUITY
UPLC™) equipado com uma coluna cromatografica BEH C18 (100 mm x 2.1 mm
i.d., 1.7 um) mantida a temperatura de 35 ° C. O fluxo da fase mével foi mantido
constante em 0,3 mL/min.

Devido a presenca de efeito memoria (carryover) para as fumonisinas dois
métodos de anadlise foram utilizados (SARTORI, 2015). Para determinacdo das
fumonisinas, fumonisinas hidrolisadas e esterigmatocistina, solucdo 0,3 % de &cido
férmico foi utilizada como fase mével aquosa. O gradiente de eluicéo 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 entao reequilibrado por 2 min com 60 %
de metanol. O volume de inje¢éo foi de 5 pL. Para determinacéo das aflatoxinas M2,
M1, B2, B1, G2 e G1, desoxinivalenol e zearalenona, solu¢cdo 5 mM de formiato de
amonio foi usada como fase movel aquosa. O gradiente de elui¢éo iniciou com 10 %
de metanol, foi aumentado para 100 % em 4 min e foi mantido em 100 % por 1,5
min. O sistema foi entédo reequilibrado por 2 min com 10 % de metanol. O volume de
injecédo foi de 5 L.

A deteccdo foi realizada empregando-se um espectrdmetro de massas

sequencial do tipo quadrupolo (Waters, Quattro Premier™ XE) equipado com uma
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fonte de ionizacéo por electrospray (ESI) operado em modos de ionizagao positivo e
negativo. Nitrogénio foi usado como gas do cone e gés de desolvatacdo em um fluxo
de 50 L/h e 750 L/h, respectivamente. Argbnio foi usado como gas de colisdo em
uma pressdo de 4 x 103 mbar. As duas transices dos ions selecionadas e as

condi¢cdes de aquisicdo para as micotoxinas sao apresentadas nas Tabelas 6 e 7.

Tabela 6 - Condi¢cdes operacionais do espectrdbmetro de massas usadas na avaliacdo de diversas
micotoxinas (Fumonisina B1 hidrolisada, Fumonisina B1, Fumonisina B2 hidrolisada, Fumonisina B2,

Esterigmatocistina).

) Transicao Energia
Transicdo de g g Voltagem Dwell
e e
Micotoxinas _R guantificacao o Qlqg® L do cone time
(min)2 gualificacéo colisdo
Q (m/z) V) (s)
g (m/z) (eVv)©
Fumonisina B1 1,60 1,2
o 406,3>388,3 406,3>370,3 20/ 20 30 0,05
hidrolisada (1) (+0,2)
o 1,75 1,2
Fumonisina B1 722,2>334,3 722,2>352,3 40/ 40 50 0,05
1) (0,2)
Fumonisina B2 2,47 1,3
o 390,3>372,3 390,3>354,3 20/ 20 30 0,02
hidrolisada (2) (x0,3)
o 2,72 2,0
Fumonisina B2 706,2>336,3 706,2>318,3 35/35 50 0,02
2 (0.4)
) o 3,00 11
Esterigmatocistina 325,2>281,2 325,2>310,2 35/25 45 0,02
3 (0,2)

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

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

aJanelas de aquisicdo demonstradas entre parénteses;.

bintensidades relativas para as transi¢cdes dos ions (Q/q) e o maximo de tolerancia aceitavel para
confirmag&o demonstrado entre parénteses;

“Valores estdo demonstrados na ordem: transicdo de quantificacéo / transicdo de qualificacéo.
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Tabela 7 - CondigBes do espectrometro de massas selecionadas para analise de Desoxinivalenaol,

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

) ) Energia

. Transicdo de  Transicao de q Voltagem  Dwell
e

_ ) _R guantificacdo qualificagéo Q/q® ) do cone time

Micotoxinas (min)2 colisdo

Q (m/z) q (m/z) V) (s)
(ev)©

Desoxinivalenol 2,15 (1) 297,1>249,1 297,1>231,1 2,2(x0,6) 25/25 25 0,15
Aflatoxina M2 2,91 (2) 331,3>273,3 331,3>285,2 1,9(x0,4) 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(x0,4) 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(x0,3) 25/30 50 0,15

Legenda: ESI operado em modo positive para todas as substancias, exceto para a zearalenona,;
Interchannel delay e interscan delay foram ambos 0,005 s;

aJanelas de aquisicdo demonstradas entre parénteses;.

bintensidades relativas para as transi¢cdes dos ions (Q/q) e o maximo de tolerancia aceitavel para
confirmacdo demonstrado entre parénteses;

®Valores estdo demonstrados na ordem: transicdo de quantificacéo / transicdo de qualificacao.

3.5 AMOSTRAS

As amostras foram adquiridas no mercado da regido 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 agua e sal.
Esses produtos possuem a mesma formulagdo variando apenas na quantidade de
gordura em que o biscoito cracker € mais gorduroso.

As amostras coletadas sdo de 13 produtores diferentes representados por 16
diferentes marcas. As amostras foram armazenadas a -18 ©° C (x 2 ° C) até a

realizacdo das analises.
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3.6 TRATAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras de biscoito foram trituradas em blender por um minuto,
peneiradas em peneira com didametro maximo 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 centrifuga com 50 mL de capacidade. Em seguida, adicionou-se 5 mL de hexano,
5 mL de solucdo de acido formico 3 % e 10 mL de acetonitrila. O tubo foi entéo
agitado vigorosamente por 2 min utilizando-se um vortex (IKA Work) e em seguida
foi sonificado por 10 min. Entdo, o tubo foi transferido para uma centrifuga (Hitach-
HIMAC CF 7D2) e submetido a centrifugacdo a 3000 rpm por 7 min. Uma aliquota
de 5 mL do extrato (acetonitrila/agua) foi concentrada a secura a 50 °C sob fluxo de
nitrogénio (Turbo-Vac LV). Os residuos foram entdo ressuspensos com 1 mL de
metanol/agua (1:1, v/v) e as solucgdes filtradas utilizando filtros de polietileno (0,22

pum) antes das andlises.

3.7 VALIDACAO

O método analitico foi avaliado para determinacéo de aflatoxinas M2, M1, G2,
G1, B2, B1, desoxinivalenol, ocratoxina A, fumonisinas B1 e B2 e fumonisinas Bl e
B2 hidrolisadas, zearalenona e esterigmatocistina em biscoito cracker e agua e sal.
Os parametros foram avaliados seguindo o Protocolo de Validacdo de Métodos de
Andlise para Micotoxinas em Alimentos - POP 65.3120.145 do Laboratorio de
Analise de Residuos de Micotoxinas do Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude (INCQS, 2009) e os critérios de legislacdes vigentes. Foram avaliados os
seguintes parametros: seletividade, efeito matriz, linearidade, precisdo, exatidao,

limite de detecc¢éo e limite de quantificacao.
3.7.1 Seletividade
Para avaliar a seletividade o tempo de retencdo de amostras de biscoito

crackers e agua e sal foram comparadas com o tempo de retencdo de solucdes

padrées dos analitos em estudo.
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Para confirmacéao foram comparadas as razdes da intensidade dos sinais das

transicfes dos ions de cada analito.

3.7.2 Efeito Matriz

Para avaliar a presenca de efeito matriz foram preparadas trés curvas de
calibracdo para cada substancia de interesse: curva em solvente metanol/agua (1:1,
v/v), curva em matriz (1 g mL™?) e curva em matriz diluida (0,1 g mL™t). As curvas em
solvente e em matriz foram preparadas em seis niveis de concentracdo, nas faixas
de concentracdo de 0,5 a 25 ng mL* (aflatoxinas, M1, G1, B2, B1, ocratoxina A e
esterigmatocistina), 1 a 100,0 ng mL* (zearalenona), 1,5 a 75 ng mL* (fumonisina
Bl e B2), 2,5 a 125,0 ng mL* (fumonisinas hidrolisadas B1 e B2) e 5 a 250 ng mL!
(desoxinivalenol). As curvas foram injetadas em triplicata.

Para avaliar a presenca de efeito matriz os coeficientes angulares e lineares
das curvas de calibracdo foram comparados pelo teste t, considerando um nivel de
significancia de 5% (SOUZA, 2007). A extensdo do efeito matriz foi avaliada
comparando os coeficientes angulares das curvas de calibracdo preparadas em
solvente com os coeficientes angulares das curvas preparadas em matriz e o calculo
foi realizado a partir da Equacéo 1 (SARTORI et al., 2015):

Efeito Matriz = (coeficiente angular  matiz / coeficiente angular solvente ) X100
(Equacéo 1)

3.7.3 Linearidade e faixa de trabalho

A linearidade foi avaliada a partir das mesmas curvas de calibracdo em matriz
(cracker e agua e sal) utilizadas para avaliar o efeito matriz com 0os mesmos niveis
de concentracdo j& que foi observado um efeito matriz significativo para as
micotoxinas estudadas (SOUZA & JUNQUEIRA, 2005).

Como premissas para a andlise de regressdao foram verificadas a

homocedasticidade, a independéncia e a normalidade dos residuos da regressao.
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Inicialmente, os valores aberrantes foram investigados sucessivamente pelo teste de
residuos padronizados de Jacknife (BELSLEY et al., 1980). A significancia da
regressao e a falta de ajuste foram verificadas pela analise de variancia (ANOVA)
(DRAPER & SMITH, 1998).

3.7.4 Exatidao e Precisao

Para avaliar a exatidao e a precisdo do método foram realizados estudos de
recuperagéo utilizando amostras branco de biscoito fortificadas com as micotoxinas
de interesse em trés niveis de concentracdo, com quatro replicatas para cada nivel.
A precisado intermediaria foi avaliada através da analise de amostras fortificadas com
a mesma concentracdo utilizada no primeiro nivel de concentracdo. As amostras
foram analisadas por quatro analistas diferentes em quatro dias diferentes. Na
Tabela 8 consta os niveis de fortificagdo para cada micotoxina.

Tabela 8 — Niveis de concentragbes das fortificagcdes utilizadas nos estudos de recuperagdo do

método (ug kg?).

Micotoxinas Nivel 1 (ug kg 1) Nivel 2 (ugkg™)  Nivel 3 (ugkg™)
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 >0 150
Fumonisina B2

10 50 150

(hidrolisada)
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As férmulas utilizadas para calcular a recuperagédo e a exatiddo do método
estdo representadas nas Equacdes 2 e 3.

C medida
% Rec =— X 100
C fortificada

(Equacéo 2)
Sendo:

Rec = Recuperacao;

C = concentracéao

DP
Cv

X 100
CMD

(Equacéo 3)

Sendo:
CV = Coeficiente de variagéo
DP = desvio-padrao;

CMD = concentracdo média determinada

3.7.5 Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacao

O LD e o LQ das amostras de biscoito crackers foram determinados através
da relacdo sinal/ruido de 3 e 10, respectivamente (SAEGER, 2011), utilizando o
menor nivel de concentracdo utilizado no estudo de recuperacdo descrito
anteriormente. Nao foi encontrada nenhuma amostra de biscoito crackers ou agua e
sal livre de contaminacdo por DON. Para solucionar esse problema foi utilizado o
método de adicdo padrdo para determinar a concentragdo de DON na amostra com
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o menor nivel de contaminacdo de DON encontrada (SANTE, 2016). Foram
adicionadas quantidades conhecidas de padrdo de DON no extrato final para obter
concentracfes que correspondem na amostra as seguintes concentracoes: 50, 100,
150, 200 e 250 pg kg?. A concentragdo encontrada na amostra, corrigida pela
recuperacdo do método, foi de 68,5 ug kg* e o sinal/ruido para determinacdo do
limite de detecc¢éo e quantificacdo foi determinado a partir dessa amostra. O grafico

1 apresenta o0 método de adi¢do padréo.

Grafico 1: Determinacédo da concentracdo de DON da amostra de biscoito por adicao padrao.
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3.8 ANALISE DAS AMOSTRAS

As amostras foram injetadas em duplicata e os resultados foram
apresentados pela média das injecdes. As amostras foram quantificadas a partir das
curvas de calibracdo em matriz cracker e matriz agua e sal. As amostras que
apresentaram altas concentracdes de micotoxinas e portanto se encontram fora da

faixa linear da curva de calibragdo em matriz foram diluidas e quantificadas nas
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curvas de calibragdo em matriz diluida. Os resultados encontrados foram avaliados
de acordo com a RDC N° 7/2011 (BRASIL, 2011).

3.9 ESTIMATIVA DA EXPOSICAO A DON EM BISCOITOS CRACKER E AGUA E
SAL

A estimativa da ingestdo maxima toleravel representa a exposicdo humana
permitida como resultado da ocorréncia natural da substancia nos alimentos, sem
prejuizo para a saude do individuo. Para isso, 0s niveis estabelecidos pelas
agéncias governamentais devem ser considerados.

A Associacdo Brasileira das Industrias 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 sdo através do consumo de biscoito
cracker e agua e sal, foi estimado um consumo de 4,8 g per capita por dia de
biscoitos cracker e agua. Utilizando essas informacdes sobre o consumo foi possivel
estimar os niveis de micotoxinas ingeridos diariamente nesses produtos através da

equacgao 4.

Ingestdo Diaria de DON = consumo (kg) x concentracd o média

encontrada (ug kg 1)/ 60 Kg (peso padréo)

(Equacéo 4)



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 VALIDACAO DO METODO

4.1.1 Seletividade
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O método avaliado demonstrou ser seletivo para a matriz estudada ja que nao

foram observados interferentes eluindo no mesmo tempo de retencdo dos analitos

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

fortificada com as micotoxinas alvo mostrando a auséncia de interferentes.

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

(nivel intermediario de concentracao) utilizados na validagdo do método.

] _ 325.2»281.2
10% sterigmatocystin 1.69e5
G T T T T T T T
1.50 2.00 2.50 3.00
706.2>336.3
1004 fumonisin B2 4.69e5
; A
0 TT T T T TT T T T TT T T TT T T T T
1.50 2.00 250 3.00
100 o 390.3 > 372.3
hydrolyzed fumonisin B2 3.72e5
=]
G T T T 1 1 I 1
1.50 2.00 2.50 3.00
. 722.2>334.3
1005 fumonisin B1 2.12e5
=
O T T T LI L TT 1T T[T T rI1]
1.50 2.00 2.50 3.00
406.3 > 388.3
1007 hydrolyzed fumonisin B1 2.61e5
=]
G 1 1 1 T T T T T
1.50 2.00 250 3.00

time (min}
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Continuacdo da Figura 7: Cromatogramas obtidos de uma amostra de cracker fortificada com as

micotoxinas alvo (nivel intermediario de concentracéo) utilizados na validacao do método.
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4.57ed4

zearalenon |
T

T80

400 | 420 @ 440

404.2 =239.2
9.92e4

ZaD | 260 ZEO | A00 | 3.5

200 220 340 380 380 400 420 440
100 - 313.0 > 269.2
E aflatoxin B1 | 6.386d
T T T T T T T T | T | T | T T T T T T T T T
200 220 240 280 3N 360 B0 400 420 44D
1 315.2 = 287.0
}:'_ aflatoxin B2 I 1.13&5
. ] T T T T T T T T T T T T T T T T
200 220 Z40 300 3.2 360 380 400 420 440
100+ 329.2 = 243.2
] aflatoxin G1 1.31e5
] T T T T T T T T T T T T T T T T
200 220 240 28 X 340 | TED | BED | ADD | AZ0 | 44D
. 331.3 >245.3
] aflatoxin G2 3.47e4
] T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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. ) 331.3 > 273.3
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TZD0 | 220 | Z40 | ZH0 | ZE0 | 300 | 30 | 3.40 | 360 | IB0 | 400 | AZ0 | 450
. 297.1>249.1
% I deoxynivalenaol a0%e5
TED0 | zzo | a0 | ZED ZED T 3B0 | 35 | 540 | 3E0 | 30 | 400 450 440

time (min)

Legenda: Niveis de concentracdo em ordem crescente: aflatoxinas M2, M1, G2, G1, B2 e B1,

ocratoxina A e esterigmatocistina: 5 ug kg?; desoxinivalenol: 500 pg kg*; Fumonisinas (B1 e B2) e

Fumonisinas hidrolisadas (B1 e B2) e zearalenona: 50 ug kg

4.1.2 Efeito matriz

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

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

curvas de calibracdo em solvente e em matriz em biscoito cracker foi observada
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diferenga entre os coeficientes para todas as micotoxinas alvo, exceto ESTG; em
relagdo a curva em matriz em biscoito agua e sal foi verificado diferengas
significativas para todas as micotoxinas estudadas, com excecao de AFM1, AFM2 e
HFB1. Assim, foi demonstrado que o efeito da matriz € significativo para maioria das
substancias estudadas.

A extensdo do efeito matriz estd demonstrada na Tabela 9. As curvas em
matriz diluida (0,1 g mL™%) obtiveram efeito matriz menos significativo para as

micotoxinas estudadas.

Tabela 9 — Extensao do efeito da matriz sobre as micotoxinas nas matrizes estudadas.

Efeito Matriz (%) 2

Micotoxinas Crackers Crackers (diluida)  Agua e Sal Agua e Sal (diluida)
DON -29,0 -0,4 -42,3 4.8
AFM1 8,1 -5,3 -2,4 3,3
AFM2 49 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 -15 -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; (-) supresséo do sinal

matriz diluida: 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 supressao de sinal tanto na matriz crackers quanto na
matriz agua 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 calibracdo em matriz cracker e matriz agua e sal foram
avaliadas e assim as faixas de trabalho para cada micotoxina foram determinadas.

A homocedasticidade dos residuos, verificada pelo teste de Levene
modificado (BROWN & FORSYTHE, 1974), foi confirmada para todas as curvas
avaliadas (p-valores > 0,05). A independéncia dos residuos, avaliada pela estatistica
de Durbin-Watson (DURBIN & WATSON, 1951), foi confirmada para todas as curvas
de calibracdo avaliadas (p-valores > 0,05). A normalidade dos residuos, verificada
pelo teste de Ryan-Joiner (RYAN & JOINER, 1976), também foi confirmada (p-
valores > 0,05). Foi verificada alta significancia da regresséo (p-valores < 0,001) e
falta de ajuste néao significante (p-valores > 0,05), atestando a linearidade das curvas
de calibracdo avaliadas. As Tabelas 10 e 11 apresentam os resultados da avaliacéo

da linearidade em matriz crackers e matriz 4gua e sal.



Tabela 10 — Avaliacdo da linearidade da curva em matriz cracker.
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Curva em Matriz Cracker

Faixa de
Micotoxinas trabalho Equacéo da reta R 2 R Homocedasticidade
(ng mL 1)

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 15-45 y=438,5x + 1214,2 0,991 0,996 p > 0,05

HFB1 25-125 y=548,0x + 631,1 0,993 0,997 p > 0,05

HFB2 25-750 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 15-45 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 — Avaliacéo da linearidade da curva em matriz agua e sal.
Curva em Matriz Agua e Sal
Faixa de
Micotoxinas trabalho Equacéo da reta R? r Homocedasticidade
(ngmL ™)

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 15-45 y=484,4x + 532,9 0,996 0,998 p > 0,05
HFB1 25-125 y= 640,8x + -1403,3 0,994 0,997 p > 0,05
HFB2 25-125 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 15-45 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 Exatidao e Precisao

Os resultados obtidos estdo demonstrados na Tabela 12 onde a precisédo &
expressa pelo desvio padrdo relativo (CV %) e a exatiddao por valores de
recuperacdo. Os valores de recuperacdo encontrados entre 70 a 110 % atenderam
aos critérios de aceitagdo da Comunidade Europeia (CE, 2002, CE, 2006) bem como
o desvio padréo relativo abaixo de 14 % para a maioria das micotoxinas em
condicbes de repetibilidade (mesmo analista e mesmo dia). No Grafico 2 e 3
constam as recuperacdes e os coeficientes de variacdo obtidos para cada nivel
estudado.

Na avaliacdo da precisdo intermediaria o DPR encontrado para as

micotoxinas de interesse foi inferior a 17 %.

Tabela 12 — Resultados da validacéo: exatidao, precisao e precisao intermediaria.

. _ Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
Micotoxinas

Rec DPRa DPRy Rec DPR Rec DPR
Desoxinivalenol 779 6,2 50 91,2 8,3 822 15
Aflatoxina M2 76,2 30 7.4 109,6 9,9 84,7 43
Aflatoxina M1 85,3 12,2 13,3 107,6 9,0 79,0 10,2
Aflatoxina G2 1044 7,2 16,7 109,8 5,9 86,5 4.8
Aflatoxina G1 70,0 3,3 38 91,2 8,5 786 24
Aflatoxina B2 70,3 12,3 4,0 106,7 9,1 86,3 1,8
Aflatoxina B1 72,3 134 54 91,4 8,1 759 2.1
Fumonisina B1 836 80 4,0 96,2 3,9 85,0 3,6
Fumonisina B2 80,2 10,1 6.4 93,8 29 87,0 53
Fumonisina B1 (hidrolizada) 71,5 11,0 8,8 91,6 2,7 779 57
Fumonisina B2 (hidrolizada) 70,5 9,9 6,6 89,4 0,9 73,0 34
Ocratoxina A 88,0 76 51 99,5 7,3 79,3 7.9
Zearalenona 756 19 46 101,0 6,2 88,7 13
Esterigmatocistina 709 49 6,3 87,0 4,1 739 55

Legenda: Rec (%), Recuperagéo; aDPR (%), Desvio padréo relativo (intra-day, n=4); °DPR (%) Desvio
padrdo relativo (inter-day, n=4). Niveis de concentragdo em ordem crescente: aflatoxinas M2, M1, G2,
G1, B2 e B1, ocratoxina A e esterigmatocistina: 1, 5, 15 ug kg; desoxinivalenol: 100, 500, 1500 ug
kg; Fumonisinas (B1 e B2) e Fumonisinas hidrolisadas (B1 e B2) e zearalenona: 10, 50, 150 ug kg™.



Grafico 2: Resultados das recuperagfes obtidas para cada nivel

interesse.
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Gréfico 3: Resultados dos coeficientes de variagdo obtidos para cada nivel

micotoxinas de interesse.
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A recuperacdo e o DPR encontrados para desoxinivalenol, zearalenona,

aflatoxina M1, G2, B2, G1, B2, ocratoxina e fumonisinas B1 e B2 atenderam aos
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critérios estabelecidos pela Comunidade Europeia que contempla valores
especificos de recuperacéo e precisdo para essas micotoxina (CE, 2006). Para as
outras micotoxinas que ndo possuem valores especificos de recuperacao e precisao
(aflatoxinas M2, esterigmatocistina e as fumonisinas B1 e B2 hidrolisadas) foi
utilizado para avaliagdo os critérios estabelecidos pelo documento da Comunidade
Europeia de 2002 (CE, 2002).

Essas micotoxinas atenderam aos critérios estabelecidos para a recuperacao
e DPR, exceto HFB1, HFB2 e ESTG nao atenderam aos critérios de recuperacao
para o nivel 3, porém os valores encontrados foram muito préximos do valor
recomendado (77,9, 73,0 e 73,9 %, respectivamente). As Tabelas 13 e 14

apresentam os critérios de recuperacao estabelecidos pela Comunidade Europeia.

Tabela 13: Critérios de recuperacdo estabelecidos pela Comunidade Europeia especifico para cada
micotoxina (CE, 2006).

Micotoxinas Concentracéo ug kg Recuperaco (%)
0.01-0,05 60 - 120
AFM1 >0,05 70 - 110
AFB1, AFB2, <1.0 50-120
AFG1 e AFG2 1-10 70-110
>10 80 — 110
<1,0 50 - 120
OTA 1-10 70- 110
>100 - < 500 60 - 110
DON >500 70 - 120
<50 60 - 120
ZEA >50 70 - 120
<500 60 - 120
FB1 e FB2 >500 70 - 110

fonte: (CE, 2006)
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Tabela 14: Critérios de recuperacdo estabelecidos pela Comunidade Europeia especifico para
micotoxinas (CE, 2002).

Concentracdo (ug kg?) Recuperacao (%)
. . <1 50-120
Micotoxinas >1-10 70 - 110
210 80-110

fonte: (CE, 2002).

Com os resultados apresentados o meétodo desenvolvido apresentou boa

exatiddo e precisdo para a maioria dos niveis de concentracdo avaliados

4.1.5 Limite de Deteccao e Limite de Quantificacao

Os resultados do limite de detecgao e quantificagéo estéo representados na

Tabela 15 para todas as micotoxinas estudadas.

Tabela 15 - Limite de Detecc¢éo e de Quantificagdo (ug kg?).

Micotoxinas LD (ug kg™) LQ (Mg kg™)
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 estd adequada para a analise de rotina atendendo as legislacbes mais

exigentes para as micotoxinas regulamentadas nesses produtos.

4.2 ANALISE DAS AMOSTRAS

O método validado foi aplicado para determinar a presenca de micotoxinas
(aflatoxinas M2, M1, G2, G1, B2, B1, desoxinivalenol, ocratoxina A, fumonisinas B2
e B1, fumonisinas B2 e Bl hidrolisadas, zearalenona e esterigmatocistina) em
amostras de biscoito crackers e biscoito dgua e sal. Os resultados foram avaliados
de acordo com a RDC n°® 7 de 2011, atual legislagdo 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 concentracdes de 66,4 a 1507,4 ug kg,
com uma média de 437,4 ug kg*. Em amostras de biscoito dgua e sal foram
encontradas concentracdes que variaram de 73,4 a 1444,8 ug kg, com uma média
de 524,9 ug kg

ZEA foi detectada em 30 (50 %) das 60 amostras analisadas em
concentracOes entre LD e 14,83 ug kg-1 sendo 13 amostras de cracker (LD a 13,58
ug kg') 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 agua e sal em concentragBes abaixo do limite de
quantificacao.

Na Tabela 16 constam os resultados encontrados nas analises das amostras

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

biscoito (ug kg™1).

Amostras ;
Micotoxina - Crackers Agua e Sal
positivas
minimo maximo Média Minimo Maximo Média
DON 60 66,4 1507,4 437,4 73,4 1444.,8 5249
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 Graficos 4 e 5 constam os resultados encontrados sobre a contaminacéo

po Desoxinivalenol nas amostras de biscoito analisadas.

Gréfico 4 - Contaminacgédo por Desoxinivalenol em amostras de biscoito cracker (ug kg?).
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Gréfico 5- Contaminacédo por Desoxinivalenol em amostras de biscoito agua e sal (ug kg?).
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A concentracdo de desoxinivalenol encontrada neste estudo foi inferior a
encontrada por Souza (2015) e Almeida (2016) e superior a concentracéo
encontrada por Tanaka (2010) e Savi (2016). Souza (2015) analisou 23 amostras de
biscoito cracker e 18 amostras estavam contaminadas por DON. A variacdo da
concentracdo encontrada foi maior do que a encontrada nesse estudo, variando de
377 a 5295 ug kg?. Ja Almeida e colaboradores (2016) avaliaram 36 amostras de
biscoito e a concentracdo maxima encontrada foi de 1720 ug kg?'. Tanaka (2010)
avaliou 196 amostras de biscoito e encontrou DON em 98 % das amostras com a
concentragdo variando de 0,9 a 791 ug kg*. Savi e colaboradores (2016) analisaram
10 amostras de biscoito cracker e encontraram DON em 3 amostras com a
concentracdo variando de 434 a 1159 pg kg?, contaminacdo muito préxima a
encontrada nesse estudo. Na Tabela 17 constam os resultados encontrados na

literatura sobra a presenca de DON em biscoito.
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Tabela 17 — Comparacéo sobre a presenca de DON em amostras de biscoitos em estudos realizados

no Brasil e no mundo.

Referéncia Local N° amostras Amostras Concentra};;ao
positivas (Mg kg™
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) Japéo 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
concentracdo encontradas foram bem proximas.

N&o foram encontrados trabalhos sobre a presenca de fumonisinas em
biscoito crackers, porém a presenca 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 concentracdes que variaram de 750 a 5400 pg kg?. Li e colaboradores (2015)
encontraram fumonisina B1 em amostras de farinha de trigo na China com a
concentracdo variando de 0,3 a 34,6 ug kg™.

De acordo com a RDC n° 7° (2011) o limite maximo permitido para DON em
biscoito cracker e biscoito agua e sal era de 1750 pg kg? até dezembro de 2015 e a
partir de janeiro de 2016 esse limite passaria a ser de 750 ug kg*. Porém com a
RDC 59 de 2013 o prazo foi prorrogado para 1 de janeiro de 2017 mantendo o limite
de 1750 pg kg?'. Assim, nenhuma das amostras analisadas em 2015 e 2016
excedeu o limite maximo estabelecido pela legislacdo brasileira. Porém se levarmos
em consideracdo o limite estabelecido para DON pela comunidade europeia para
produtos a base de trigo que é de 500 pg kg* 30 amostras estariam acima do valor
permitido por essa legislacao.
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Nesse estudo quatro amostras apresentaram contaminacéo por DON, ZEA e
FUB1 mostrando uma possivel contaminagdo simultanea entre essas micotoxinas.
Stankovic e colaboradores (2012) analisaram 103 amostras de trigo e 47,8 % das
amostras de trigo continham DON, ZEA e FUBL1 indicando também essa possivel
contaminacao simultanea. A Figura 8 apresenta uma das amostras analisadas que

apresentaram contaminacdo simultanea de DON, ZEA e FUBL1.

Figura 8: Cromatograma de uma amostra naturalmente contaminada por a) desoxinivalenol (1252,2
ug kg 1), b) zearalenona (14,83 ug kg 1) e ¢) fumonisina B1 (>LD).
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Foram analisadas amostras de 16 marcas diferentes e os resultados estéo
apresentados na Tabela 18. Todas as marcas apresentaram contaminacao por
DON, apenas duas marcas nao estavam contaminadas por ZEA e 9 amostras
apresentaram contaminagéo por FB1. As marcas D, F, J, K e P apresentaram maior
contaminacdo por DON e ZEA sugerindo uma possivel contaminacdo simultanea

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

por marca.
DON ZEA FB1
Amostras Amostras Amostras
Marcas Positivas / Média da~ Faixa Positivas / Faixa Positivas / Faixa
Amostras concentracao Amostras Amostras
analisadas analisadas analisadas
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 11 <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
(0] 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 EXPOSICAO A DON EM BISCOITOS CRACKER E AGUA E
SAL

A exposicdo ao DON através do consumo de biscoitos crackers e agua 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
ug kg -, resultaria numa ingestéo diaria de 0,04 pg kg "' de peso corporal por dia e
se for considerado um adulto de 60 Kg este valor ndo ultrapassaria o limite proposto
pelas autoridades de seguranca do JECFA (2001), que é 1,0 ug kg?! de peso
corporal por dia. Se considerarmos a maior concentragdo encontrada que é de
1507,4 pug kg* o nivel de 0,12 ug kg* de peso corporal de DON poderia ser ingerido
por dia.

Assim, o biscoito cracker e agua 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 ingestdo de DON em biscoito e o valor encontrado também néo
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 préximo encontrado nesse estudo.

A concentragédo de DON presente nas amostras de biscoito desse estudo nao
ultrapassou o valor aceitavel definido pelo JECFA, mas vale ressaltar que o biscoito
cracker e 4gua e sal ndo séo a Unica fonte de DON na dieta ja que o trigo esta
presente em muitos outros produtos consumidos diariamente. Além disso, os dados
estimados de consumo nao consideraram uma ingestao diaria maior ou a ingestéao

por diferentes faixas etaria.
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5 CONCLUSAO

Nesse estudo um método para determinacéo de aflatoxinas M2, M1, G2, G1,
B2, B1, desoxinivalenol, ocratoxina A, fumonisinas B2 e B1, fumonisinas B2 e Bl
hidrolisadas, zearalenona e esterigmatocistina em biscoito cracker e agua e sal foi
validado. O método apresentou sensibilidade satisfatéria podendo ser usado em
analises de monitoramento. Foi observado efeito matriz significativo para a maioria
das micotoxinas que foi corrigido utilizando curvas de calibragdo em matriz para
quantificar as amostras. O método de adicdo padrdo para determinar o limite de
deteccédo e de quantificacdo para DON foi empregado com sucesso propondo 0 uso
desse método na auséncia de amostra branco.

O método validado foi aplicado para analisar amostras de biscoito cracker e
agua e sal. Desoxinivalenol, Zearalenona e Fumonisinas B1 foram detectadas nas
amostras. A presenca de DON em todas as amostras pode ser considerada um
problema de saude publica, pois muitas amostras apresentaram concentracoes
muito proximas ao limite maximo permitido pela legislacdo brasileira. A presenca
simultanea de desoxinivalenol, zearalenona e fumonisina B1 nas amostras confirma
a importancia da utilizacdo de métodos que avaliam véarias micotoxinas numa
mesma analise e assim detectar um maior nimero desses contaminantes que
podem estar presentes nos alimentos.

A estimativa do consumo de DON através do biscoito cracker e agua e sal,
nao ultrapassou o limite determinado pelo JECFA, porém o resultado encontrado
podera servir de subsidio para que 6érgdos da saude publica aumentem o controle
sobre esse produto, além de alertar e prevenir pessoas que se expdem diariamente

a este contaminante através do consumo de alimentos.
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