PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM VIGILANCIA SANITARIA
INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE

FUNDAGAO OSWALDO CRUZ

Eloiza Rodrigues Pimentel De Sa Soilo

FUMONISINAS E FUMONISINAS HIDROLISADAS EM CERVEJA:
DESENVOLVIMENTO, VALIDACAO DE METODO ANALITICO E AVALIACAO DA
CONTAMINACAO

Rio de Janeiro
2019



Eloiza Rodrigues Pimentel De Sa Soilo

FUMONISINAS E FUMONISINAS HIDROLISADAS EM CERVEJA:
DESENVOLVIMENTO, VALIDACAO DE METODO ANALITICO E AVALIACAO DA
CONTAMINACAO

Dissertacdo apresentada ao curso de
Mestrado Académico do Programa de Pés-
Graduacdo em Vigilancia Sanitaria, do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude, da Fundac¢éo Oswaldo Cruz, como
requisito parcial para obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias.

Orientadora: Dra. Silvana do Couto Jacob

Colaborador: Dr. André Victor Sartori

Rio de Janeiro

2019



Catalogacéo na fonte
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

Biblioteca



Eloiza Rodrigues Pimentel De Sa Soilo

FUMONISINAS E FUMONISINAS HIDROLISADAS EM CERVEJA:
DESENVOLVIMENTO, VALIDACAO DE METODO ANALITICO E AVALIACAO DA
CONTAMINACAO

Dissertacdo apresentada ao curso de
Mestrado Académico do Programa de Pés-
Graduacdo em Vigilancia Sanitaria, do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saulde, da Fundacéo Oswaldo Cruz, como
requisito parcial para obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias.

Aprovado em: / /

BANCA EXAMINADORA

Bernardete Ferraz Spisso (Doutora)
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS/FIOCRUZ)

Otniel Freitas-Silva (Doutor)
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA)

Lucia Helena Pinto Bastos (Doutora)
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS/FIOCRUZ)

ORIENTADORES

Silvana do Couto Jacob (Doutora)
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS/FIOCRUZ)

André Victor Sartori (Doutor)
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS/FIOCRUZ)


https://www.embrapa.br/

AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus pelo seu amparo e presenca em todos os momentos
da minha vida.

Aos meus pais, pelo apoio e amor incondicional, por sempre me ajudarem e
ndo me deixarem fraquejar nas horas mais dificeis. Agradeco a vocés por tudo que
fizeram e ainda fazem por mim. Amo vocés.

Ao Vinicius, meu marido, por todo amor, carinho, companheirismo,
compreensao e paciéncia.

Ao Bob, meu companheiro fiel, que esteve sempre ao meu lado durante toda
a confeccéo deste trabalho.

A minha orientadora, Silvana do Couto Jacob pela sua paciéncia e orientac&o.

Ao meu co-orientador André Sartori que me auxiliou em todos os momentos e
foi fundamental para o desenvolvimento desse trabalho.

A chefe do laboratério de micotoxinas, Maria Heloisa, pelo seu apoio e
carinho.

Aos meus amigos do laboratério de micotoxinas, Rosana Santos, Ninive Alves
e Yuri, que foram fundamentais para o meu aprendizado durante o mestrado, e pela

grande ajuda para a realizacao deste trabalho.



RESUMO

A cerveja é a bebida alcodlica mais consumida no Brasil e no mundo, apresentando
relevancia econdmica e cultural em diversos paises. Ao longo dos anos, a cerveja
tem se tornado alvo de pesquisas devido a presenca de micotoxinas, substancias
toxicas produzidas como metabdlitos secundarios de fungos, que podem estar
presentes na bebida, devido a utilizacdo de matérias primas contaminadas durante o
processo de producdo. Uma vez que estas matérias primas Sao suscetiveis a
contaminagdo por Fusarium spp., produtores de fumonisinas, e que no Brasil ndo
existe legislagdo para fumonisinas em cerveja. Neste estudo foi desenvolvido e
validado um método analitico para a determinacdo das fumonisinas B1 (FB1) e B2
(FB2) e fumonisinas B1 e B2 hidrolisadas (HFB1 e HFB2) em cervejas do tipo pilsen,
por cromatografia liquida de ultra-eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
sequencial (CLUE-EM/EM). As fumonisinas foram extraidas utilizando o método
QUEChERS com modificacdes. Recuperacdes satisfatérias (89,9 a 99,9%) com
desvios padrao relativos inferiores a 10% foram obtidos para todas as micotoxinas
alvo. O método apresentou sensibilidade adequada com limites de quantificacdo de
0,035 a 0,284 ng/mL para todas as fumonisinas estudadas. O método validado foi
aplicado na andlise de 20 amostras de cerveja obtidas no comércio do Municipio do
Rio de Janeiro. As FB1 e FB2 foram encontradas em 75% e 65% das amostras
analisadas respectivamente, em niveis de concentracdo de 0,110 a 6,861 ng/mL
para FB1 e de 0,041 a 0,616 ng/mL para FB2. As HFB1 e HFB2 foram encontradas
respectivamente, em 10% e 15% das amostras analisadas, com nivel de
concentracdo de até 0,330 ng/mL para HFB1 e para HFB2 valores menores que o
limite de quantificacdo. Os resultados encontrados nesse estudo demonstram a
importancia de se estabelecer uma regulamentacdo para micotoxinas em cerveja no
Brasil e nos demais paises, e alerta para a necessidade do controle da qualidade

das matérias primas utilizadas no processo de fabricacao de cerveja.

Palavras chave: Cerveja. QUEChERS. Fumonisinas. CLUE-EM/EM.



ABSTRACT

Beer is the most consumed alcoholic beverage in Brazil and in the world, presenting
economic and cultural relevance in several countries. Over the years, beer has
become the target of research due to the presence of mycotoxins, toxic substances
produced as secondary metabolites of fungi, which may be present in the beverage
due to the use of contaminated raw materials during the production process. Since
these raw materials are susceptible to contamination by | producers of fumonisins,
and that in Brazil there is no legislation for fumonisins in beer. In this study, an
analytical method was developed for the determination of fumonisins B1 (FB1) and
B2 (FB2) and hydrolysed fumonisins B1 and B2 (HFB1 and HFB2) in pilsen beers by
ultra-efficient liquid chromatography coupled to spectrometry (CLUE-EM / EM).
Fumonisins were extracted using the modified QUEChERS method. Satisfactory
recoveries (89.9 to 99.9%) with relative standard deviations of less than 10% were
obtained for all target mycotoxins. The method presented adequate sensitivity with
quantification limits of 0.035 to 0.284 ng / mL for all fumonisins studied. The validated
method was applied in the analysis of 20 samples of beer marketed in Municipality of
Rio de Janeiro. FB1 and FB2 were found in 75% and 65% of the analyzed samples
respectively at concentration levels of 0.110 to 6.861 ng / mL for FB1 and 0.041 to
0.616 ng / mL for FB2. HFB1 and HFB2 were found respectively in 10% and 15% of
the analyzed samples, with a concentration level up to 0.330 ng / mL for HFB1 and
for HFB2 values lower than the limit of quantification. The results found in this study
demonstrate the importance of establishing a regulation for mycotoxins in beer in
Brazil and in other countries, and warns of the need to control the quality of the raw

materials used in the brewing process.

Key words: Beer. QUEChERS. Fumonisins. LC-MS/MS



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Fluxograma basico do processo de producéo de cerveja. .............cceeeeeenns 20
Figura 2: Estrutura quimica das fuminisinas B1, B2...........ccccoovviiiiiiiiiiiiiiii e, 27
Figura 3: Estrutura quimica das fumonisinas hidrolisadas B1, B2..............cccccceeeennn. 29
Figura 4: Fluxograma do preparo das amOStras. .............ueeeeurummeimmmmminiieiiiiiniiiniennnenens 49

Figura 5: Cromatograma demonstrando o aumento da seletividade para HFB2 com
gradiente de 55% a 80% com tempo de: a) 3 min, b) 4 min, ¢) 5 min, d) 6 min, d) 7
0 1 PR 57
Figura 6: Gréafico demonstrando as recuperagfes dos métodos avaliados. .............. 59
Figura 7: Cromatogramas demonstrando a seletividade do método para a
determinacdo de fumonisinas (FB1= 1ng/mL, FB2= 1ng/mL, HFB1= 0,1ng/mL,
HFB2= 0,1ng/mL no extrato final de Cerveja). .........ccccuuuuurmmmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 60
Figura 8: Cromatogramas demonstrando a auséncia do efeito memoria para as
fumonisinas, gradiente iniciando com 55% de metanol: a) solucdo padrdo das
fumonisinas (10ng/mL), b) solvente (ACN/acido férmico 0,1%, 50:50 v/v)................ 61
Figura 9: Grafico demonstrando o efeito matriz do método, comparando as curvas

CIM MALNZ © SOIVENE. ..o e e 66



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Classificacdo das cervejas N0 Brasil. ........cccccoovvvviiiiiiiiii e, 16
Tabela 2: Limites maximos tolerados de micotoxinas em adjuntos cervejeiros e
[0V 7 T - WP 25
Tabela 3: Ocorréncia de fumonisinas em cervejas de diversos paises.................... 33
Tabela 4: Principais métodos de tratamento de amostras e deteccdo de fumonisinas
BIMN CRIVEJB. et e oottt oo 42
Tabela 5: Condicdes do espectrOmetro de MasSas. .....oocevvveeevriiiiiieee e 56

Tabela 6: Resultados da validacdo do método utilizado na determinacdo de

fumonisinas e fumonisinas hidrolisadas nas amostras de cerveja pilsen.................. 62
Tabela 7: Resultado da precisao intermediaria. ..........cc.uveeeeeeeeiiiiiiiiiieeee e 63
Tabela 8- Equacdes das curvas de calibracéo e extensao do efeito matriz. ............. 64

Tabela 9: Concentracdo encontrada para as fumonisinas nas amostras de cerveja

ANAISAUAS. ..o 67



ANOVA
ANVISA
CCD
CLAE-DF

CLAE-EM

CLAE-EM/EM

CLAE-EMAR

CLUE-EM/EM

CG-DCE
CG-EM
CIA
DON
DON -3G
DPR
DIC

ESI
EFSA
FB1

FB2

FB’s
HFB1
HFB2
HFB’s
HPLC
HT2
IARC
INCQS

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Analise de variancia

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

Cromatografia em camada delgada

Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgcdo por
fluorescéncia

Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas

Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas sequencial

Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas de alta resolugao

Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas sequencial

Cromatografia a gas com deteccgao por captura de elétrons
Cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas
Coluna de imunoafinidade

Desoxinivalenol

Desoxinivalenol -3-glucésido

Desvio padrao relativo

Detector por ionizagdo em chama

lonizagao por eletrospray

European Food Safety Authority

Fumonisina B1

Fumonisina B2

Fumonisinas

Fumonisina B1 hidrolisada

Fumonisina B2 hidrolisada

Fumonisinas hidrolisadas

High performance liquid chromatography

Toxina HT-2

International Agency for Reseach on Cancer

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude



LD
LMT
LQ
NCM
ND
OTA
PSA
PBS
TOF
T2
ZEA

Limite de deteccéao

Limite maximo tolerado

Limite de quantificagcao

N-(carboximetil) fumonisina B1

N&o detectado

Ocratoxina A

Amina primaria-secundaria

Phosphate buffered saline (tampao fosfato-salino)
Tempo de voo

Toxina T-2

Zearalenona



SUMARIO

1 INTRODUGAO . .....ci ittt ettt eee e 14
(O R N o =T VT PP PP PPPPPPPPP 16
2 |V [ Tod o) (o D q | g = L PRSPPI 21
1.3 Regulamentacdo de micotoxinas em alimentosS..............coeevvveennns 23
1.4 FUMONISINGAS ..oiiiiiiiiiiiiee et e e ettt e e e e e e e e ee it e e e e e e eeeeennes 26
1.5 Fumonisinas hidrolisadas ........ccccceeeiiiiiiiiiiiii e 28
1.6 Ocorrénciade fumonisinas €M CEerveja......cccccovrrririieieiiiiieieeeeenennn. 30

1.7 Meétodos analiticos para determinagcdo de micotoxinas em

AlIMBNTOS ...t e e e a e e e 35
1.8 Validacdo do método analitiCo..........cceeevvvviiiiiieeiieeeces e, 44
1.8.1 Seletividade/Especificidade...........coovvvuiiiiiiiieiiiieice e, 44
1.8.2 EXatid80 € PreCIiSA0 ......ccevvruuiiiieeeeeeeeeeiii e e e e e et e e e e e eeanens 44
1.8.3 Limites de detecgao e quantifiCaga ...............cc.euvvrvvvveriininnnninnnnns 45
1.8.4 LINEANAAUE. .....uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 45
1.8.5 EfEItO MALMZ ....uviiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 45

1.9 JUSHTICALIVA..cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeee e 45

2 OBUIETIVOS ..ottt 46
2.1 ODJEtiVO GEIAl ...uuueiiiiiiiiiiiiiiiii 46
2.2 ODbjetivOS ESPECITICOS. . .uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 46

3 METODOLOGIA .. e e e eeaans 47
3.1 Reagentes € SOIVENTES .......ccoiiiiiii e 47
3.2 Preparo das SolugOes Padrio ..........evveeieiiiiiiiiiiii e 47
3.3 Coleta das amOSIIras .........cciouuiiiiiiiiiiiii 48

3.4 Preparo das amOSIIaS ......cooeeiiiiiiiieiiiiii e 48



3.5 Tratamento de amostras empregadas na otimizacdo do método
2T =1L T oo J TR T P SUUPPPPRPPPPPPRPRP 49
3.6 Tratamento das condi¢gdes cromatograficas .........cccceeevuvvvrrnnnnnnns 51
3.7 Instrumental (CLUE-EM/EM)..........ouiiiiiiiiiiieeee e 51
3.8 Validacdo do método analitiCO .........ceevveeeiiiiiiiiiiie e 52
3.8.1 Seletividade/Especificidade...........cccoeeeeviiveiiiiiiiiiieeeeeeeece e 52
3.8.2 EXAtidA0 € PreCISA0 ....uuuiiieeeeieeeiiiiiee e e e e e e 52
3.8.3 Limites de deteccdo e quantificagao ...........cccceeeeeeeeiiiiiiiiiiiieeeeen, 53
3.8.4 LINEANAUE. ......oe it 54
3.8.5 EfEIt0 MALNZ .ccooiiiieeeeeeee e 54

4 RESULTADOS E DISCUSSAOD........couiiieieeeieeeeieeeeee e 55
4.1 Otimizacao das condi¢cfes do espectrometro de massas............ 55
4.2 Otimizagdo das condigfes cromatografiCas......ccccceeeevvvivirieeennnnn. 56
4.3 Otimizacdo do método de tratamento das amostras ................... 57
4.4 Validacdo de métodos analitiCOS .......cceevviiiiiiiiiiiiiiee e 59
4.4.1 Seletividade/Especificidade..........cccccevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 60
4.4.2 EXAtiAE0 € PreCiS80.......uuueiiiiieeiiiiiiiiiiiiee et 61
4.4.3 Limites de quantificac@o e detecCao ..........ccceeevveeeeiiiiiiiiiiiiieeeee, 63
444 LiNEANAAE......ccciiiiiiiiiiiieiee e 63
445 EFEI0O MALIIZ ..oooiiiiiiiiiiieeee e 64

4.5 ANAlISE das AmMOSIIAS....cciiiieiiiiiiiitiiiee e 67

5 CONCLUSAO ...ttt 72

REFERENCIAS ... ettt 74



14

1 INTRODUCAO

Micotoxinas sdo substancias téxicas naturalmente produzidas pela
metabolizagcdo de diversos fungos filamentosos, predominantemente por espécies
dos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium. Encontradas como contaminantes
de alimentos em todo o mundo, as micotoxinas tém causado significativas perdas
econdmicas para a agricultura e problemas para a saude publica devido a
capacidade de induzirem toxicidade ao homem e animais (CHU, 1991; MURPHY et
al., 2006). Estudos apontam a existéncia de mais de 300 tipos de micotoxinas
isoladas e caracterizadas, porém apenas algumas possuem potencial e relevancia
toxicolégica, s&o elas: aflatoxinas, desoxinivalenol, zearalenona, patulina,
fumonisinas e ocratoxina A (BRASIL, 2017; FAO, 2004; HUSSEIN; BRASSEL, 2001).

A contaminacdo de alimentos por micotoxinas ocorre principalmente por
condigbes inadequadas utilizadas nos processos de producdo, processamento,
transporte e armazenamento de alimentos, 0os quais possibilitam o crescimento de
fungos produtores de micotoxinas (MAGAN; OLSEN, 2004; VIDAL et al., 2013).
Dentre os alimentos com maior ocorréncia de micotoxinas destacam-se o milho,
trigo, arroz, amendoim, café, frutas, farinha de mandioca, vinho, cerveja,
condimentos, leite e seus derivados (AMAYA; SABINO, 2002).

A cerveja é a bebida alcodlica mais consumida no mundo. O Brasil € um dos
maiores consumidores de cerveja, ocupando a terceira posicdo no rancking mundial,
com um consumo anual superior a 10,3 bilhdes de litros da bebida (MARCUSSO;
MULLER, 2017).

Entre as micotoxinas mais frequentemente encontradas nesta bebida,
destacam-se o desoxinivalenol (DON) e zearalenona (ZEA), ocratoxina A (OTA),
aflatoxinas (AFs) e as fumonisinas B1 e B2 (FB1 e FB2) (PIACENTINI et al., 2015;
PASCARI et al., 2018). A presenca de fumonisinas em cerveja tem sido reportada
em diversos paises (SCOTT; LAWRENCE, 1995; TORRES et al, 1998; HLYWKA,
BULLERMAN, 1999; DASKO et al, 2005, BERTUZZI et al. 2011).

As fumonisinas sdo um grupo de micotoxinas, sendo as fumonisinas B1 e B2

as de maior relevancia toxicologica. Estas micotoxinas sdo produzidas pelas
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espécies Fusarium verticillioides, Fusarium proliferatum e s&8o encontradas,
predominantemente, em milho e produtos a base de milho. (CHARMELY et al.,
1994). Estas micotoxinas tém sido associadas ao aumento do risco de carcinoma
esofagico em humanos (CHU; LI, 1994). Estudos de Stockmann e Savolainen (2008)
evidenciaram que a FB1 esta diretamente ligada ao cancer de figado, demonstrando
ser hepatocarcinogénica, hepatotdxica e nefrotoxica em experimentos realizados
com ratos. Além disso, sdo substancias citotoxicas e inibem a sintese de DNA (acido
desoxirribonucleico) (CREPPY et al., 2004).

No Brasil ha poucos estudos acerca da contaminacdo de fumonisinas
hidrolisadas em cerveja e ndo ha dados registrados no pais (KAWASHIMA et al.,
2006).

Tendo em vista a toxicidade dessas substancias muitos estudos tém sido
publicados com o objetivo de desenvolver métodos analiticos para determinacdo de
micotoxinas em alimentos (KOPPEN et al., 2010; SAEGER, 2011; TURNER et al,
2009). Entretanto, novas técnicas de deteccdo mais sensiveis e seletivas tem
surgido com o intuito de criar métodos mais rapidos, simples e com menor custo. A
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
sequencial (CLUE-EM/EM) é uma técnica altamente seletiva que se enquadra nas
caracteristicas citadas acima além de possibilitar a analise simultanea de diferentes
classes de micotoxinas em diversas matrizes de alimentos (SULYOK et al., 2007;
MOL et al., 2008; CHIARADIA, 2008; FRENICH et al., 2009; LACINA et al., 2012).

A determinacdo de micotoxinas e sua aplicacdo no monitoramento de cerveja
€ de extrema importancia para subsidiar ac6es de vigilancia sanitaria possibilitando
a avaliacdo dos niveis de exposicdo a micotoxinas pelo consumo dessa bebida.
Neste contexto, este estudo tem como objetivo avaliar a presenca de fumonisinas e
fumonisinas hidrolisadas em amostras de cerveja comercializadas no Municipio do
Rio de Janeiro. Um meétodo analitico utilizando a técnica de CLUE-EM/EM foi

desenvolvido e validado para ser aplicado na analise das amostras.
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1.1 A cerveja

A cerveja € uma bebida alcodlica mundialmente difundida, de sabor e odor
caracteristicos, apresenta-se como a bebida preferida por milhares de pessoas ao
redor do mundo. Estudos indicam que a producdo da cerveja teve seu inicio por
volta de 8000 a.C, h& evidéncias de que a pratica da cervejaria originou-se na regiao
da Mesopotamia e anos depois chegou ao Egito, onde foram criados outros tipos de
cervejas e divulgadas para os paises orientais e posteriormente a Europa, tornando-
se cada vez mais popular entre essas regides. No Brasil, a cerveja chegou por volta
de 1808 trazida pela colonizacdo portuguesa. (VENTURINI, 2005).

De acordo com o Decreto 6.871 a cerveja é definida como sendo a bebida
obtida pela fermentacdo alcodlica de mosto, oriundo de malte de cevada e agua
potavel, por acdo de levedura, com adi¢do de lupulo. As cervejas sdo classificadas
guanto ao seu extrato primitivo (extrato do mosto de malte de origem da cerveja),
coloracgédo, teor alcoolico, propor¢cdo de malte de cevada e quanto a fermentacao,
conforme a tabela 1 (BRASIL, 2009).

Tabela 1: Classificacéo das cervejas no Brasil.

Classificacéo

Fermentacao - Alta fermentacgéo
- Baixa fermentagéo

- Leve (acima de 5,0% até 10,5% em peso)
*Extrato primitivo - Comum (acima de 10,5% até 12,5% em peso)

- Extra (acima de 12,5% até 14,0% em peso)

- Forte (acima de 14,0% em peso)

Teor alcodlico - Sem élcool (menor que 0,5% em volume de etanol)
- Alcodlica (igual ou maior que 0,5% em volume de etanol)

- Clara (menos de 20 unidades EBC- European Brewery Convention)
- Escura (20 ou mais unidades EBC)
- Colorida (n&o definida pela EBC)

Cor

- Puro malte (igual a 100% em peso)
Proporcéo de malte de - Cerveja (maior ou igual a 55% em peso)
cevada - “Cerveja de...” seguida do nome do vegetal predominante (maior 20% e
menor que 55% em peso)

*Quantidade de substancias dissolvidas (extrato) do mosto, que deu origem a cerveja — (paragrafo 1°
do artigo 38 do Decreto 6.871). Fonte: BRASIL, 2009.
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Com sabor e aroma inconfundiveis, a cerveja € composta basicamente por
agua (90%), além disso, possui sais minerais como calcio e magnésio (essenciais
para se obter uma cerveja estavel e de bom paladar), zinco, cloreto, malte, IGpulo,
leveduras e adjuntos cervejeiros. E uma bebida rica em vitaminas, sobretudo as do
complexo B (B1, B2, B5). Ao contrario das demais bebidas alcodlicas, a cerveja
proporciona um aumento da diurese, provocada pelas resinas amargas do IUpulo
solubilizadas, e quanto ao teor alcodlico (2 a 6%) é considerada como bebida de
baixo teor alcodlico. O seu consumo moderado apresenta beneficios ao organismo,
tais como: estimula o fluxo sanguineo nos musculos, rins e pulmdes, diminui¢cdo na
retencdo de liquidos, diminui em até 60% o risco de lesBes coronarias e facilita a
digestdo (COIMBRA et al., 2009; AmBev, 2011; SLEIMAN et al., 2010).

Atualmente existem mais de 20 mil tipos de cervejas, que sdo diferenciadas
de acordo com o tipo de fermentacéo, baixa ou alta. Dentre as mais conhecidas,
encontram-se: Altbier, Barley Wine, Belgian Ale, Bitter, Brown, Ale, Pale Ale, Porter,
Stout, Scottish, Abadia, Bock Doppelbock, Minchener, Larger e Pilsen. A maior
parte das cervejas produzidas no mundo € fermentada a baixas temperaturas,
aproximadamente de 9 a 14°C, sendo denominadas Lager, com teor alcodlico entre
4 e 5% podendo ser de cor clara, avermelhada ou escura, € o tipo de cerveja mais
consumida no mundo. Alguns dos tipos mais conhecidos sdo Pilsener ou Pilsen,
Vienna, Dortmund, Einbeck, Bock, Export, Munich e Ice, parte delas fazendo
referéncia as cidades onde foram desenvolvidas as formulas. As cervejas
fermentadas sob altas temperaturas, aproximadamente 22°C, sédo denominadas Ale,
gerando um produto de sabor forte, com teor alcodlico entre 4 e 8%, podendo ser de
cor clara, avermelhada ou escura. Existem diversas subdivises de cerveja Ale, a
exemplo das amargas, meio amargas, claras, escuras, porter, stout dentre inimeras
outras (BORTOLI et al, 2013; MORADO, 2009; ROSA; AFONSO, 2015).

A cerveja € produzida a partir do malte, produto resultante da germinacao
parcial dos grdos da cevada, dentre as matérias-primas utilizadas para a producéo
de cervejas, 0 malte de cevada é o mais utilizado para fornecer os carboidratos
necessarios as leveduras durante a fermentacao, processo pelo qual € produzido o
alcool e o gas carbbnico caracteristicos da bebida. Existem diversos tipos de malte a
partir de cevada, no Brasil as grandes maltarias produzem geralmente o tipo Pilsen.
Para a producdo de diferentes tipos de maltes é necessario além de secar o gréo,

tosta-lo ou torra-lo, de acordo com as caracteristicas que desejadas, resultando em
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maltes de diferentes cores, aromas e sabores, que podem ser usados para cervejas
de estilos variados. Essas torras podem dar caracteristicas sensoriais que lembram
café, cacau, chocolate, caramelo, entre outros. Em alguns tipos especiais da bebida
adicionam-se frutas, sucos de frutas, ervas, especiarias, graos, temperos, vegetais e
améndoas que fornecem sabores Unicos a bebida (D’AVILA et al., 2012; MEGA et al,
2011).

Para corrigir propriedades que ndo foram atingidas durante a producédo de
cerveja, ocorre frequentemente um procedimento denominado complementacdo do
mosto (mistura do malte moido com a agua) com adicdo de adjuntos cervejeiros
(D’AVILA et al., 2012). A legislacao brasileira permite que parte do malte de cevada
seja substituida por outras fontes de carboidratos fermentaveis (adjuntos cervejeiros)
em uma proporcdo de até 45% em peso, consideram-se adjuntos cervejeiros a
cevada cervejeira e os demais cereais aptos para o consumo humano, malteados ou
ndo malteados, bem como os amidos e aclcares de origem vegetal. Os adjuntos
podem ser de origem amilacea (arroz, trigo, centeio, mandioca, milho, aveia e
sorgo), sendo o milho e o arroz os mais empregados pelas cervejarias brasileiras, e
adjuntos acgucarados (maltose e cana). O emprego de adjuntos € uma alternativa
viavel para a diminuicdo de custos de cervejarias e para a complementacdo de
carboidratos do malte de cevada, desde que ndo se ultrapassem as quantidades
maximas estabelecidas. A indUstria cervejeira tem muitas razdes para a aplicacédo de
adjuntos, incluindo melhor disponibilidade no mercado local, modificacdo da cerveja
e, 0 mais importante, o preco mais baixo deste produto no Brasil (DHELLOT;
KOBAWILA, 2013; GLATTHAR et al, 2005). O uso de 30% de milho adjunto pode
fornecer uma reducdo de 8% nos custos totais de producdo, embora este nimero
possa variar dependendo dos precos locais de matérias-primas e outros custos de
producdo (BACA, 2001). Contudo, a aplicacdo de adjuntos apresenta algumas
desvantagens, sendo a contaminacao por fungos e a producdo de micotoxinas, uma
das mais relevantes, resultando em um impacto negativo no produto final,
principalmente por causa dos problemas de salde associados a micotoxina
(LANCOVA et al., 2008; BRASIL, 2009; MEGA et al, 2011; ROSA; AFONSO, 2015).

O processamento industrial de cerveja pode ser dividido em operacbes
essenciais: moagem do malte; mosturacdo ou tratamento enzimatico do mosto (é a
mistura do malte moido com a agua cervejeira na tina de mostura); filtracdo (a

separacdo da parte soélida da parte liquida, o mosto cervejeiro); fervura
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(desnaturacédo proteica, a concentracdo do mosto, eliminacdo de compostos
sulfurosos e adicao de lupulo, responsavel pelo sabor amargo); tratamento do mosto
(remocdo do precipitado, resfriamento e aeracdo); fermentacdo (adicdo de
leveduras); maturacdo (geracdo de sabores e aromas carateristicos) e clarificacao
(remocao de particulas sélidas e clareamento da cerveja) (SILVA, 2005). Essa
sequéncia de etapas requer muito conhecimento tedrico e prético, pois estdo
envolvidas diversas reacdes quimicas e bioquimicas, necessitando de um cuidadoso
acompanhamento (MORADO, 2009). Cada planta fabril possui suas caracteristicas
particulares, que dependem do volume de producgdo. Venturini e Waldemar, (2000)
citam ainda como parte do processo, a filtracdo, pasteurizacdo e o envasamento das
bebidas. A Figura 1 ilustra o fluxograma basico do processo de producao da cerveja,

desconsiderando as particularidades da unidade produtora planta fabril.
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Figura 1: Fluxograma basico do processo de producédo de cerveja.
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O setor cervejeiro € um dos mais relevantes da economia brasileira. Com
mais de 2,2 milhGes de pessoas empregadas ao longo da cadeia produtiva, € um
dos maiores empregadores do Brasil. As cervejarias encontram-se localizadas
majoritariamente nas regiées Sul e Sudeste do pais, que somam 83% de todos 0s
estabelecimentos (CERVBRASIL, 2016).

Atualmente, o Brasil produz cerca de 140 milhdes de hectolitros (mi hl) de
cerveja por ano, 0 que coloca o pais em terceiro lugar no ranking mundial atras
apenas da lider China (460 mi hl) e dos EUA (221 mi hl) e & frente da Alemanha (95
mi hl) e da Rassia (78 mi hl) (CERVBRASIL, 2016; MARCUSSO; MULLER, 2017).

A cerveja é a bebida alcodlica mais consumida no mundo e no Brasil; o
mercado brasileiro consome anualmente mais de 10,3 bilhées de litros da bebida,
esses dados conferem ao Brasil competir entre os maiores consumidores de cerveja
do mundo, na terceira posi¢cdo. A China estd em primeiro lugar com consumo anual
de 35 bilhées de litros/ano, seguida pelos Estados Unidos (23 bilhdes de litros/ano) e
da Alemanha (10,7 bilhdes de litros/ano). Em termos de consumo per capta (litros
por pessoa por ano), o Brasil ocupa a décima sétima posicdo no ranking mundial

com consumo de 62 litros/pessoa/ano. A Republica Tcheca retém a liderangca com
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um consumo de 158 litros/pessoa/ano (CERVBRASIL, 2016; CERVIERI, 2014,
MARCUSSO; MULLER, 2017).

Ao longo dos anos, a cerveja tem se tornado alvo de pesquisas devido a
presenca de micotoxinas, substancias téxicas, que podem estar presentes na
bebida. Os cereais utilizados na producdo de cerveja, em especial cevada, trigo e
milho, podem ser contaminados por diferentes micotoxinas; a contaminagdo pode
ocorrer tanto no campo como durante o armazenamento, (condicfes inadequadas
de umidade e temperatura) e durante a maltagem (COSTA et al., 2005). A cevada e
o trigo podem ser contaminados por ocratoxina A (OTA), tricotecenos (TCT),
zearalenona (ZEA), desoxinivalenol (DON) e raramente por aflatoxinas (AFs);

engquanto o milho, por fumonisinas (FBs) e aflatoxinas (BERTUZZI et al., 2011).

1.2 Micotoxinas

Micotoxinas sdo metabolitos secundarios produzidos por fungos filamentosos,
cujas carateristicas sdo bem definidas: amplo espectro de toxicidade, baixo peso
molecular, termoestaveis e atuam em baixas concentra¢cdes. Encontradas como
contaminantes de alimentos em todo o mundo, as micotoxinas tém causado
significativas perdas econdmicas para a agricultura e problemas para a saude
publica devido a capacidade de induzirem toxicidade ao homem e animais (CHU,
1991; MURPHY et al., 2006). A producédo de micotoxinas depende do crescimento
fungico, entretanto, nem todos os fungos produzem toxinas, portanto a presenca de
fungos no alimento ndo implica que toxinas foram produzidas, por outro lado, a
auséncia de sinais visiveis de emboloramento nao significa que o alimento esta livre
de toxinas, uma vez que as mesmas podem persistir apdés o desaparecimento dos
fungos (IAMANAKA et al., 2010). Frequentemente, a qualidade dos alimentos
produzidos pode ser afetada por fatores climaticos, danos fisicos, secagem,
transporte e armazenamento inadequados, promovendo a presenca de fungos nos
alimentos, podendo gerar altos indices de micotoxinas e de perda da qualidade dos
mesmos (MARQUES et al., 2009; STEFANELLO et al., 2012).

Estudos publicados relatam uma estimativa de que até 50% dos alimentos
agricolas produzidos no mundo podem estar contaminados por micotoxinas
(MAGAN; OLSEN, 2004; FREIRE et al., 2007; VIDAL et al., 2013).
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Dentre os alimentos com maior ocorréncia destacam-se o milho, trigo, arroz,
amendoim, café, frutas e seus produtos derivados farinha de mandioca, cerveja,
especiarias, leite e seus derivados (HUSSEIN; BRASEL, 2001; ZAIN, 2011,
DIDWANIA; JOSHI, 2013; BENKERROUM, 2016). As micotoxinas sdo produzidas
principalmente por cinco géneros de fungos: Aspergillus, Penicillium, Fusarium,
Claviceps e Alternaria. As aflatoxinas (B1, B2, G1, G2 e M1l), acido fusérico,
fumonisinas (B1 e B2), ocratoxinas (A, B e C), patulina, citrinina, zearalenona e
tricotecenos tém sido consideradas as micotoxinas mais relevantes, devido a
toxicidade e sua ocorréncia em alimentos, sendo regulamentadas em alimentos em
8 diversos paises (CHARMLEY et al., 1994; FAO, 2004). Diversas pesquisas tém
demonstrado a presenca de micotoxinas em alimentos (DRUSCH; RAGAB, 2003;
CRUZ et al., 2010; DIDWANIA; JOSHI, 2013).

A contaminacdo de micotoxinas por seres humanos e animais ocorre,
principalmente, através da ingestdo de produtos vegetais contaminados, bem como
pelo consumo de leite e seus derivados (FREIRE et al., 2007).

A exposicdo as micotoxinas pode produzir diversos efeitos danosos nos
organismos humano e animal: comprometimento do sistema imunoldgico, das
funcbes hepéticas e renais, do sistema nervoso central, do trato digestivo, e até
provocar a morte (HUSSEIN; BRASEL, 2001; DIDWANIA; JOSHI, 2013). Os efeitos
mais criticos sao carcinogenicidade (potencial de causar cancer), mutagenicidade
(capacidade de alterar o material genético de um organismo), teratogenicidade
(capacidade de produzir malformacgdes no feto) e imunossupresséo (diminuicdo da
resposta imunoldégica de um organismo). E em menor grau de toxicidade, inclui
reducdo do apetite e diarreia em seres humanos (CREPPY, 1999; ZAIN, 2011,
MARIN et al.,, 2013). A toxicidade das micotoxinas é classificada pela Agéncia
Internacional para a Investigacdo em cancer (IARC), de acordo com o seu grau de
carcinogenicidade, em diferentes grupos: grupo 1: carcinogénica para humanos;
grupo 2: (A) provavel carcinégeno para humanos; (B) possivel carcinégeno para
humanos; grupo 3: ndo classificavel quando a carcinogenicidade em humanos.

Em geral, prevenir a formacdo desses metabolitos toxicos é de extrema
importancia para a saude da populacéo; o conhecimento do tipo de associacdo que
o fungo exerce com o alimento, ou seja, se as micotoxinas serdo formadas antes ou
depois da colheita, envolvendo o mecanismo de produgcao das micotoxinas, garante

o direcionamento das acdes de controle de acordo com os tipos de fungos
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produtores, pré ou poés-colheita. Haja vista que as micotoxinas ndo sao
completamente eliminadas durante o processamento de alimentos, portanto, a

melhor estratégia para seu controle ainda € a prevencao (IAMANAKA et al., 2010).

1.3 Regulamentacéo de micotoxinas em alimentos

Atualmente, uma preocupacdo latente das induastrias cervejeiras é o
crescimento de fungos filamentosos nos gréos utilizados para produgdo de malte.
Isso ocorre devido ao manejo inadequado da matéria prima durante o
armazenamento (excesso de umidade), a condensacdo e o aquecimento. Nos
periodos de pré-colheita, no transporte e armazenamento dos graos, as condi¢cfes
climaticas também sao consideradas muito importantes na formacao de fungos.

O crescimento fungico pode resultar na contaminacdo por micotoxinas, além
de irreparaveis perdas econdbmicas na producdo agricola, devido ao desvio de
qualidade.

Devido aos efeitos graves que essas substancias podem causar aos seres
humanos e animais, diversos paises ja tem niveis maximos de micotoxinas
estabelecidos em suas legislacoes.

No Brasil, somente no ano de 2006 foi o estabelecido limite méaximo toleravel
(LMT) de 10000 pg/kg para o somatorio de fumonisinas B1 e B2 em grédos de milho e
subprodutos destinados a alimentacdo animal (BRASIL, 2006), anteriormente, a
regulamentacdo de micotoxinas estabelecida para milho era restrita apenas as
aflatoxinas (B1 + B2 + G1 + G2) (BRASIL, 1996). Em 2011, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa), 6rgdo responsavel pela seguranca sanitaria de servigcos
e produtos, publicou a Resolu¢do RDC n° 07, contemplando um maior nimero de
micotoxinas e alimentos na legislacao brasileira, incluindo fumonisinas em milho,
milho pipoca e produtos derivados (BRASIL, 2011).

E observado na legislagio uma auséncia de regulamentacéo para os niveis
de mictoxinas em cerveja, com niveis maximos definidos apenas para matérias-
primas (BRASIL, 2011; CE no 1881/2006). Na tabela 2 sdo apresentados os limites
maximos tolerados (LMTs) das micotoxinas que podem ser encontradas nos graos
de cevada, bem como em alimentos que séo utilizados como adjuntos cervejeiros,

no Brasil.
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Quanto a legislacdo internacional, também s&do encontrados LMTs para
micotoxinas em produtos a base de milho estabelecido por legislagdo. Nos Estados
Unidos, a recomendacdo para o somatdrio das fumonisinas Bl, B2 e B3 em
produtos a base de milho degerminado (fuba, farinha de milho) é de 2000 pg/kg
(NGFA, 2011). A Comunidade Europeia estabeleceu o LMT de 400 pg/kg para
fumonisinas (B1 + B2) em alimentos a base de milho para consumo humano direto,
exceto para farinha de milho, sémola de milho, grits, gérmen de milho e
Oleo de milho refinado (CE, 2006). Em nivel internacional, em 2014, o Codex
Alimentarius estabeleceu um limite de 4000 pg/kg para fumonisinas (B1 + B2) em
graos de milho n&o processados (FAO/WHO, 2014).

E importante ressaltar que ainda n&o existem limites maximos toleraveis para
fumonisinas em grdos de cevada, tampouco para micotoxinas em cerveja nas
legislagbes brasileira e internacional. Tal fato demonstra a necessidade de novos
estudos e monitoramento dessas micotoxinas, tendo em vista principalmente a

qualidade dos produtos e a saude do consumidor.



Tabela 2: Limites maximos tolerados de micotoxinas em adjuntos cervejeiros e cevada.
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Micotoxina Alimento LMT (ug/kg)
Fumonisinas (B1+B2) - Milho em gréo para posterior processamento 5000

- Farinha de trigo, massas, crackers e produtos de panificacéo, cereais e produtos 100
de cereais exceto trigo e incluindo cevada malteada.

Zearalenona - Arroz beneficiado e derivados 100

Ocratoxina A - Cereais para posterior processamento, incluindo grao de cevada 20
- Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo integral, farelo de trigo, farelo de 1000
arroz, grao de cevada.

I - Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos de 4gua e sal, e produtos de
Desoxinivalenol e . ; / ] ;

panificacdo, cereais e produtos de cereais exceto trigo e incluindo cevada 750

malteada.

Fonte: BRASIL, 2017.
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1.4 Fumonisinas

As fumonisinas sdo micotoxinas produzidas por diversas espécies do género
Fusarium, especialmente por Fusarium verticillioides, Fusarium proliferatum essas
sdo encontradas, predominantemente, em milho e produtos a base de milho,
entretanto os metabdlitos das fumonisinas tém sido encontrados em tipos de graos,
incluindo cevada, aveia e trigo. (SCOTT, 2012; CHARMELY et al., 1994).

Sao conhecidos mais de 28 anélogos das fumonisinas, a fumonisina B1 (FB1)
€ predominante e geralmente representa 60% ou mais do total de fumonisinas em
milho, ao passo que FB2 e FB3 ocorrem em menores quantidades, sendo FB2 as
mais prevalentes. Isoladas pela primreira vez em 1988 a partir de culturas de
Fusarium verticilioides e denominadas fumonisinas Bl (FB1) e B2 (FB2)
(GELDERBLOM et al., 1988). Posteriormente, as fumonisinas B3 (FB3) e B4 (FB4)
foram descritas por Cawood e colaboradores (1991). As fumonisinas sdo separadas
em quatro grupos principais: séries A, B, C e P, e apresentam metabdlitos (incluindo
B3, B4, B5, B6, A1l e A2), que posuem ocorréncia em concentragdes muito mais
baixas do que FB1 ou FB2, e sdo consideradas menos importantes do ponto de vista
toxicoldgico (BEZUIDENHOUT et al., 1988).

As fumonisinas sao moléculas polares, sollveis em agua, metanol e
acetonitrila. As fumonisinas do grupo B, especialmente FB1, FB2 e FB3, sdo os
analitos de ocorréncia natural encontrados com maior frequéncia nas amostras de
milho contaminadas. A fumonisina B1 apresenta estrutura quimica complexa, € a
mais toxica micotoxina dentre as demais, que ndo apresentam estruturas ciclicas ou
anéis de dificil metabolizacdo e excrecdo pelo organismo contaminado, €
representada por um diéster de propano-1, 2, 3-acido tricarboxilico e 2-amino-12,
16-dimetil-3, 5, 10, 14, 15-pentahidroxieicosano, ja a fumonisina B2 é caracterizada
pela auséncia da hidroxila na posigdo Cio (LINO, 2006). A figura 2 representa a

estrutura quimica das fumonisinas.
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Figura 2: Estrutura quimica das fuminisinas B1, B2
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Fonte: adaptado de TAMURA et al., (2011).

Quanto a toxicidade, os estudos sobre as fumonisinas estéo dirigidos para
FB1, o principal analogo produzido por F. verticillioides tanto em meios de cultura
guanto em milho e produtos derivados naturalmente contaminados (MINAMI et al.,
2004, SCOTT, 2012). O mecanismo de acdo destas micotoxinas esta relacionado
com a sua interferéncia com o metabolismo da esfingosina — esfinganina (So-Sa)
prejudicando assim o metabolismo dos esfingolipideos. Os esfingolipideos estdo
presentes nhas membranas celulares, desempenhando um papel fundamental na
regulacéo celular e no controle de proteinas membranares, mediando o crescimento
celular, a diferenciacdo e a morte das células, portanto, a presenca de fumonisinas
no organismo altera o crescimento, diferenciacdo e morte das células (CIRILLO, et
al., 2003; SCOTT, 2012, VOSS et al., 2017).

A fumonisina B1 tem sido associada ao aumento do risco de carcinoma
hepatico, por isso, foi classificada como um possivel cancinégeno humano (Grupo
2B) pela Agéncia Internacional de pesquisa sobre cancer (2002). Isso significa que

existe evidéncia suficiente para carcinogenicidade em estudos experimentais em
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animais, mas evidéncia insuficiente de carcinogenicidade em humanos (BOLGER et
al., 2001, IARC, 2002; VOSS et al., 2017; STOCKMANN; SAVOLAINEN, 2008).

A exposicdo crbnica através de alimentos contaminados por FB1 causa
efeitos adversos na salde dos animais e seres humanos expostos, tais como edema
pulmonar em suinos, hepatotoxicidade em cavalos e suinos e hepatocarcinoma em
ratos (NORRED et al. 1993; GELDERBLOM et al. 2001; VOSS; RILEY, 2013).
Muitos estudos ja demonstraram o0 potencial neurotdéxico, hepatotoxico,
pneumotoxico e nefrotoxico dessa substancia em animais (VOSS et al., 2017,
HARRISON et al., 1990; GELDERBLOM et al., 2001; HOWARD et al., 2001; KHAN
et al., 2018).

Em seres humanos, os estudos epidemioldgicos tém associado o consumo de
milho altamente contaminado por fumonisinas ao cancer hepatico e esofagico em
populacbes da China e Africa do Sul, respectivamente (MINAMI et al., 2004). As
fumonisinas tém sido consideradas como suspeitas no aumento da incidéncia de
alteracdes no tubo neural entre a populacdo que vive ao longo da fronteira Texas-
México (STACK, 1998).

Por serem relativamente resistentes ao calor, suportando temperaturas de até
120°C, as fumonisinas ndo sdo destruidas pelo processamento e preparo
comumente utilizados em alimentos, consequentemente, ainda ndo ha tecnologia
disponivel para assegurar que todos os alimentos e géneros alimenticios estejam
completamente isentos de fumonisinas. Entretanto, sua presenca deve ser reduzida
ao minimo possivel; a limpeza e selecdo dos grdos, adequadamente, removem
grande parte do material contaminado, reduzindo em até 84% os niveis de
fumonisinas nos cereais (AFOLABI et al., 2006; FIRRAO et al., 2010; MUNKVOLD;
DESJARDINS, 1997; PIETRI; ZANETTI; BERTUZZI, 2009; WESTHUIZEN et al.,
2011). Além disso, deve ser realizado o continuo monitoramento da presenca

desses contaminantes, para contribuir com a qualidade dos alimentos.

1.5 Fumonisinas hidrolisadas

As FB1 e FB2 podem ser hidrolisadas em HFB1 e HFB2 respectivamente, por
processo de hidrdlise alcalina ou durante processos alimenticios utilizando
temperaturas superiores a 100°C. A formacao das fumonisinas hidrolisadas ocorre

devido a remocédo das cadeias laterais de acidos tricarboxilicos (TCA) dos carbonos
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Cis e Cis5 restando uma estrutura denominada aminopentol. A hidrélise de
fumonisinas no processamento de alimentos geralmente ocorre em produtos de
milho preparados por coccdo em meio alcalino, denominado de nixtamalizacéo
(cozimento do alimento em meio alcalino) (HOPMANS; MURPHY, 1993; VOSS;
RILEY, 2013). A fumonisinas podem ser parcialmente hidrolisadas (PHFB1, 2,3 e 4)
quando apenas um grupo de &cido tricarboxilico é removido. As fumonisinas
hidrolisadas ou parcialmente hidrolisadas podem ser ainda resultado do
metabolismo de fumonisinas ingeridas (POLING; PLATTNER, 1999). A figura 3
representa a estrutura quimica das fumonisinas HFB1 e HFB2.

A quantidade de fumonisinas hidrolisadas (HFBs) e parcialmente hidrolisadas
(PHFBs) em milho naturalmente contaminado € bastante inferior relativamente a
guantidade de fumonisinas intactas (LINO, 2006). As fumonisinas hidrolisadas n&o
apresentam os dois grupos de acido tricarboxilico que nas fumonisinas intactas se
encontram esterificados em Cy4 e Cis; as fumonisinas parcialmente hidrolisadas
apresentam apenas um grupo de &cido tricarboxilico. Os métodos utilizados nos
processos de fabricacdo de produtos derivados do milho podem converter
fumonisinas intactas em fumonisinas hidrolisadas e parcialmente hidrolisadas
(POLLING; PLATTNER, 1999).

A significAncia toxicolégica das fumonisinas hidrolisadas ainda ndo € bem
clara, embora testes revelem menor toxicidade in vivo e maior citotoxicidade quando
comparada a FB1 (GELDERBLOM et al., 1993; HUMPF; VOSS, 2004; CIRLINI et al.,
2014).

Figura 3: Estrutura quimica das fumonisinas hidrolisadas B1, B2.
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Fonte: adaptado de VOSS et al., (2009).



30

A hidrolise da FB1 em HFB1 também pode ser feita por bactérias especificas
que codificam a carboxilesterase de tipo B (enzimas presentes no figado
responsaveis pelo metabolismo de ésteres carboxilicos produzindo acido carboxilico
e um alcool correspondente). Essa reacado € utilizada como uma possivel estratégia
para reduzir a absorgéo intestinal das fumonisinas. N&o obstante, varios estudos
demonstraram que a HFB1 € mais absorvida pela mucosa intestinal em comparagéo
a FB1, o que foi também confirmado por Cirlini e colaboradores (2014). De fato,
neste estudo, foi observada uma diminuicao significativa da quantidade de HFB1 no
intestino, o que poderia ser explicado pela sua polaridade menor. Eles sugerem que
a HFB1 pode ser absorvida e metabolizada, ao contrario da FB1. Cirlini et al. (2014)
também destacaram que existe uma controvérsia sobre a toxicidade da HFB1 e
concluiram que estudos complementares sdo necessarios para entender a
metabolizacdo e a toxicidade da HFB1 comparado a FB1 antes de usar a estratégia
de hidrolisar a FB1 como uma solucao para reducdo da toxicidade da fumonisina B1.

1.6 Ocorréncia de fumonisinas em cerveja

A presenca de fumonisina na cerveja foi descrita pela primeira vez por Scott e
Lawrence (1995), embora a ocorréncia de fumonisina na cerveja tenha sido
inesperada, devido a auséncia de dados sobre contaminacdo por fumonisina em
cevada, esses autores descobriram a partir de um estudo com 41 amostras de
cervejas, quatro amostras (9,76%) contaminadas com 2 ng/mL de FB1. Em estudo
subsequente, Scott e colaboradores (1997) encontraram fumonisinas em 20 de 46
(43%) amostras de cerveja analisadas, incluidos marcas canadenses, americanas,
mexicanas com uma média de 5,6 + 13,6 ng/mL.

Em estudo realizado na Espanha, Torres e colaboradores (1998) encontraram
14 amostras contaminadas por fumonisinas de um total de 32 amostras testadas.
Nos Estados Unidos, os pesquisadores Hlywkay; Bullerman (1999), analisaram 29
marcas de cerveja com e sem alcool, as fumonisinas B1 e B2 foram encontradas em
25 amostras (86%) com concentracdo média de 4,0 = 3,6 ng/mL, em relacdo a
presenca de alcool, as amostras continham quantidades de fumonisinas
semelhantes nos tipos alcodlicos e nao alcodlicos.

Um estudo realizado no Quénia, Mbugua; Gathumbi (2004), encontraram 54

amostras contaminadas por FB1 das 75 cervejas analisadas, tipo larger (pilsen e
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tusker). As concentracdes médias de FB1 encontradas foram 0,28 e 0,32 ng/mL em
tusker e pilsner, respectivamente. Nesse mesmo estudo foram investigadas a
presenca de outras trés micotoxinas: desoxinivalenol (DON), zearalenona (ZEA) e
aflatoxina B1 (AFB1); as incidéncias de DON e ZEA foram 100% em ambas as
marcas (pilsen e tusker), ao passo que para AFB1, ndo foi encontrada nenhuma
amostra contaminada.

Diferentemente dos estudos reportados anteriormente, Dasko et al. (2005)
analisaram mais 20 amostras de cerveja, na Eslovaquia, e ndo encontraram
fumonisinas.

Na ltalia, foram analisadas 33 amostras de cerveja e a FB1 foi detectada em
32 das 33 amostras (97%), enquanto FB2 foi observada em 19 das 33 analisadas
(57,6%). Os valores maximos de fumonisinas encontrados foram entre 30,3 e 3,9
ng/mL para FB1 e FB2, respectivamente. Ao concluir a pesquisa, foi observado que
os niveis de FB1 das amostras de cerveja italianas foram significativamente maiores
do que amostras de outros paises (BERTUZZI et al., 2011).

Rubert e colaboradores (2013) desenvolveram uma pesquisa com 49
amostras de cerveja adquiridas em supermercados e cervejarias especializadas da
Irlanda e Espanha, as fumonisinas B1 e B2 foram identificadas e quantificadas em
32% das amostras com faixa de concentragdo de 71,2 a 127 e 71 a 98 ng/mL
respectivamente, outras 16 micotoxinas também foram investigadas. Ao final da
pesquisa foi observado que as cervejas do tipo pale lager apresentaram maior
incidéncia de micotoxinas que as demais estudadas (stout, red ale e ale).

Recentemente um estudo realizado na Nigéria com cervejas tradicionais da
regido, (marcas burukutu e pito), foram encontradas FB1 e FB2 em 64 das 99
amostras de cerveja analisadas, com média de concentracdo de 107ng/mL para FB1
e 68,5 ng/mL para FB2. Este estudo também analisou outras micotoxinas como
DON e ZEA, bem como fumonisina B1 hidrolisada (HFB1), a HFB1 foi detectada em
concentracbes maximas de 152 ng/mL e 102 ng/mL em total de 11% e 9% das
cervejas burukutu e pito, respectivamente. (CHILAKA, et al, 2018). Outras
pesquisas acerca da contaminacdo por fumonisinas também foram desenvolvidas
em cervejas tradicionalmente fabricadas na Africa, as fumonisinas (FBs) sdo umas
das principais micotoxinas frequentemente detectadas na bebida, com 100% de
ocorréncia para o somatorio de FB1 + FB2 (ABIA et al., 2013; EZEKIEL et al., 2014;
MATUMBA et al., 2014, e SHEPHARD et al. 2005).
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Em estudo recente realizado na Espanha foram analisadas 23 micotoxinas
diferentes em 64 amostras de cerveja, 0s resultados mostraram que todas as
amostras estavam contaminas, além disso, 20,3% das amostras analisadas estavam
contaminadas por micotoxinas com concentracdes acima do limite de deteccao.
Nenhuma das amostras de cerveja sem alcool apresentou contaminac¢édo. FB1 foi
encontrada em uma amostra, com concentracao de 32,78 ng/mL (PASCARI et al.,
2018). Peter e colaboradores (2017) realizaram um estudo sobre a contaminacéo de
cerveja por micotoxinas em grande escala na Europa, foram analisaram 1000
amostras de cerveja, sendo 589 oriundas de producéo artesanal, adquiridas em 42
paises diferentes. A contaminagcdo por fumonisinas foi observada em 14 amostras
artesanais e 10 industriais. A concentracdo mais alta de FB1 foi detectada nas
amostras do tipo lager de origem italiana (51 ng/mL), seguida por uma cerveja ndo
alcodlica da Espanha que continha (28 ng/mL). FB2 néo foi detectada em nenhuma
amostra de cerveja, enquanto FB3 foi detectada em apenas 4 amostras de cerveja.
A tabela 3 apresenta os estudos realizados em diferentes paises sobre a presenca

de fumonisinas em cerveja.



Tabela 3: Ocorréncia de fumonisinas em cervejas de diversos paises.
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Referéncia Local Positiva/total Fumonisinas Faixa de concentracéo Método de detecgéo
(ng/mL)
SCOTT; LAWRENCE, . Bl 0,4 -103
1995 Canada 21/41 B2 048 —12 CLAE/F
TORRES et al., 1998 Espanha 14/32 Bl 4,76 - 85,53 ELISA
HLYWKAY;

BULLERMAN. 1999, EUA 25/29 (B1+B2) 0,3-13,5 CLAE/F
MBUGUA; GATHUMBI, Quénia 54/75 B1 LD - 0,78 ELISA
2004

18/18 B1 38 — 1066
STEPHARD et al., 2005 Africa do Sul 17/18 B2 - CLAE/F
12/18 B3 -
NKWE et al., 2005 Bostuana 48 Bl ND CLAE/F
B1 ND
GONZALEZ et al., 2009 Espanha 3/15 B2 o g* CLUE-EM/EM
ROGER, 2011 Camarfes 105/120 B1 LD - 340 ELISA
. 32/33 B1 0,1-30,3
BERTUZZI et al., 2011 Italia 19/33 B2 02-39 CLUE-EM/EM
5124 Bl
TAMURA et al., 2011 JAPAO 3/24 B2 < 5* CLUE-EM/EM
2/24 B3
SANCHO, 2012 Espanha 64/72 B1+B2 36,9 ug/kg CLAE/F
9/9 B1 1721*
MATUMBA et al., 2014 Malaui 8/9 B2 205* CLUE-EM/EM
6/9 B3 253*
CLUE-EM/EM
Espanha e B1 71,2-127
RUBERT et al., 2013 Irlanda 10/49 B2 71_098
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Referéncia Local Positiva/total Fumonisinas Faixa de concentracdo Método de deteccéo
(ng/mL)
. . 14/589 artesanais B1 2-36

PETERS et al., 2017 Diversos paises 10/411 industriais B1 9_51 CLUE-EM/EM

PASCARI et al., 2018 Espanha 1/64 Bl 32,78* CLAE-EM/EM
20/99 Bl 63 — 316

CHILAKA et al., 2018 Nigéria 12/99 B2 44 — 203 CLUE-EM/EM
10/99 HFB1 57 — 152

LD = limite de deteccéo;
*~média da concentracao;
ND = néo detectado.
Fonte: Do autor, 2019.
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Apesar da evidéncia de alta incidéncia do género Fusarium na cerveja, pouca
informacdo esta disponivel sobre a ocorréncia dessas toxinas nas cervejas
tradicionais do Brasil. A escassez de estudos acerca da contaminacdo de
fumonisinas em cerveja, é significativa. Atualmente ha registro de trés pesquisas
publicadas no pais. O primeiro estudo foi realizado em 2007 na cidade de Campinas,
a presenca de FB1 e de ocratoxina A (OTA) foi investigada em amostras de cerveja
fabricadas no Brasil. FB1 foi pesquisada em 58 amostras de cerveja provenientes de
30 fabricas localizadas em nove Estados, vinte e cinco amostras (43,1%) continham
FB1 em concentragdes de 1 a 40 ng/mL (KAWASHIMA et al., 2007).

Piacentini e colaboradores (2015a) avaliaram a qualidade e ocorréncia de
desoxinivalenol e fumonisinas das cervejas artesanais, do tipo lager e ale, adquiridas
no sul do Brasil. A presenca de DON e FB1 foi confirmada em 17 (32%) e 8 (15,09%)
das 53 amostras analisadas, respectivamente. A faixa de contaminag&o por FB1 foi
de 29 a 285 ng/mL.

Outro estudo também realizado por Piacentini e colaboradores (2017),
analisou a influéncia de fumonisina B1 e desoxinivalenol na qualidade das cervejas
industriais no Brasil. DON nao foi detectado em nenhumas das amostras analisadas,
enquanto a FB1 foi encontrada em 56 (49%) das 114 amostras com nivel de
contaminagao de 201,70 a 1568,62 ng/mL.

1.7 Métodos analiticos para determinacdo de micotoxinas em alimentos

A seguranca alimentar é uma preocupacao constante para a saude publica.
Em resposta a um crescente niumero de surtos alimentares e as preocupacfes dos
consumidores, € primordial aperfeicoar os programas de monitoramento e otimizar
os métodos analiticos de forma a garantir a seguranca alimentar e, eventualmente,
prevenir ou reduzir as doencas transmitidas pelos alimentos. Em geral, os métodos
usados para analisar as micotoxinas sdo baseados na extracdo com solventes,
limpeza (extracdo em fase solida (EFS), colunas de imunoafinidade (CIA), dentre
outros) e, em seguida, etapas de separacédo, deteccdo, quantificacdo e confirmacao
(BERTHILLER et al., 2014).

Para estabelecer a presenca de substancias toxicas em uma amostra,
primeiro € necessario extrair toxinas da matriz e depois analisar o extrato por técnica

adequada. O objetivo desta etapa € a separacdo da micotoxina de interesse dos
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demais componentes da amostra através da solubilizagdo com um solvente
adequado. A escolha do solvente extrator depende do tipo de matriz e do sistema de
limpeza e deteccdo a ser utilizado posteriormente (CIGIC; PROSEN, 2009). As
fumonisinas sdo extraidas por misturas entre agua e solventes organicos, porém,
melhores resultados sdo obtidos quando se emprega misturas mais polares como,
por exemplo, MeOH:H20 (80:20) (QUEIROZ et al.,, 2012) e H20:ACN:MeOH
(50:25:25) (DALL’ASTA et al., 2008; PARK et al., 2004).

Apébs a etapa de extracdo, ocorre a etapa de purificacdo (clean- up), na qual,
é realizada a remocao dos possiveis interferentes. Os principais procedimentos para
limpeza sao a particdo liquido-liquido, a precipitacdo com adicdo de sais metalicos, o0
uso de colunas de extracdo em fase sélida e as colunas de imunoafinidade (SCOTT,
1995). A cerveja apresenta uma matriz complexa; contendo agua, carboidratos,
substancias proteicas, sais minerais e alcool; o &lcool é um subproduto de
fermentacdo e pode fortemente influenciar a extracdo de micotoxinas. Por essa
razdo, diversos métodos de tratamento de amostra para a determinacdo de
micotoxinas em cerveja tém sido desenvolvidos. Quando necessario, a purificacdo é
feita com o auxilio de EFS (KAWASHIMA; SOARES, 2006; RUBERT et al., 2013) ou
CIA (PARK et al.,, 2004; QUEIROZ et al., 2012), colunas de troca anionica forte
(SAX), colunas de fase reversa C18 (PIACENTINI et al. 2017; TAMURA et al. 2011).
O método QUEChERS (sigla dos termos em inglés Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged, and Safe — que significa rapido, facil, barato, eficaz, robusto e seguro)
também tem sido ultilizado para extracdo de micotoxinas em cerveja, permitindo
eliminar analitos interferentes e evitar diluicAho da amostra. A metodologia
QUEChERS foi inicialmente desenvolvida, em 2003 por Anastassiades e Lehotay,
para analise de agrotoxicos, contudo, também permite a deteccdo simultanea de
varios grupos de micotoxinas, além de outros analitos, em diferentes matrizes,
incluindo cerveja (CARRASCO et al., 2015; REJCZAK; TUZIMSKI, 2015; TAMURA
etal. 2011).

O método QUEChERS possui muitas vantagens sobre os métodos
tradicionais de preparo de amostra para determinacdo de residuos em alimentos,
dentre elas podemos citar: altos percentuais de recuperacdo sao obtidos para um
grande numero de analitos de diferentes polaridade e volatilidade. Originalmente,
esse método envolve extracdo inicial em acetonitrila, etapa de particdo apds a

adicao de sal e uma etapa de limpeza utilizando extracdo em fase sélida dispersiva.
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O meétodo de extracdo QUEChERS, atualmente, € o mais utilizado para a
determinacdo de residuos de agrotéxicos em amostras de alimentos,
proporcionando exatiddo e precisdo aceitaveis de agrotoxicos acidos, neutros e
basicos, além disso, pode ser aplicado em qualquer laboratério, devido a
simplicidade do mesmo. Ao longo dos anos pequenas modificagdes no método
QUECHhERS original, como alteracdo no pH da solucdo de extragdo e na etapa de
purificacdo, foram realizadas devido aos desafios que sugiram em decorréncia da
complexidade de novas matrizes e analitos em estudo (PRESTES et al.,, 2011;
REJCZAK; TUZIMSKI, 2015).

Recentemente, em um estudo de JARTIN e colaboradores (2019) foi
desenvolvido um novo método de determinacdo de micotoxinas em cerveja
baseando-se na extracdo QUEChERS com modificacbes seguida de deteccédo por
CLUEM-EM/EM. O método permite a identificacao e quantificacdo de 23 micotoxinas
com diferentes caracteristicas quimicas, e apresentou resultados de recuperacéo de
70 a 110% para maioria dos analitos, com LQ abaixo do nivel maximo estabelecido
nos regulamentos europeus. Portanto, 0 método proposto foi considerado apropriado
para a rotina de analise de cerveja.

Com o aprimoramento das técnicas analiticas empregadas cada vez mais
seletivas e sensiveis, os meétodos de tratamento de amostra desenvolvidos,
atualmente, possuem poucas etapas de processamento baseando-se,
principalmente, na extracdo seguida de diluicdo dos extratos das amostras,
caracterizando métodos de extragdo mais simples e rapidos (NATHANAIL et al.,
2015; TOLOSA et al., 2017; WARTH et al., 2015). Devido a complexidade da matriz
cerveja apenas um estudo utilizou somente a diluicdo do extrato (diluicdo isotopica
estavel), como método de extracdo e posterior injecdo. Al-Taher e colaboradores
(2013) desenvolveram um método rapido “dilute and shoot” do inglés “diluir e injetar”,
para identificar e quantificar multiplas micotoxinas em cervejas e vinhos. Esta técnica
de diluicdo da amostra € um procedimento comumente usado para compensar o
efeito matriz observado em analises por CLAE/EM-EM (VARGA et al., 2012). O uso
de padrbes internos marcados com isétopos parece ser a melhor ferramenta para
lidar com esses efeitos e garantir resultados confiaveis. No entanto, os altos custos e
a disponibilidade limitada de padrdes internos rotulados isotopicamente restringem
sua aplicacdo (MALACHOVA et al., 2014). Ao comparar a diluicdo com padres

internos marcados com isotopos e a diluicdo com padrdao comum adicionado na
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amostra, os resultados foram bastantes promissores, com valores de recuperagao
entre 20 a 125% para matriz cerveja com diluicdo comum e 61 a 131% com diluicéo
isotopica estavel, concluindo que a diluicdo com padréo isotopico garante resultados
confiaveis, em detrimento a diluicdo com padrdo comum.

As técnicas mais utilizadas para separacdo de micotoxinas sado basicamente a
cromatografia liquida, cromatografia gasosa (acoplada a detectores de ultravioleta,
fluorescéncia ou espectrometria de massas) e imunoensaio ELISA (ensaio de
imunoabsorcdo enzimatica). Na tabela 4 encontram-se os principais métodos de
analise de micotoxinas em cerveja e seus respectivos métodos de preparacdo da
amostra (ANFOSSI, et al., 2016).

A cromatografia em camada delgada ndo tem sido utilizada para
determinacdo de micotoxinas em cerveja, este meétodo foi muito utilizado em
diversas matrizes antes do grande desenvolvimento e acessibilidade dos
instrumentos de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e espectrometria de
massas. Outros métodos mais sensiveis tém sido publicados na literatura, como a
CLAE com deteccéo por ultravioleta ou fluorescéncia, a cromatografia gasosa com
deteccdo por captura de elétrons (CG-DCE), deteccao por ionizagdo em chama
(DIC), e por espectrometria de massas (EM) e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccdo por espectrometria de massas (ANFOSSI, et al.,, 2016;
BERTHILLER, et al., 2014; CIGIC; PROSEN, 2009).

A maioria dos estudos em cerveja utiliza a CLAE com fluorescéncia para
determinacao de micotoxinas (DASKO, et al., 2005; HLYWKAY; BULLERMAN, 1999;
KAWASHIMA, et al., 2007; MABLY et al.,, 2005; ODHAV; NAICKER, 2002;
PIACENTINI, et al.,, 2016; SANCHO et al.,, 2012; SCOTT; LAWRENCE, 1995;
SHEPHARD, et al., 2005). Contudo, as fumonisinas néo fluorescem e ndo absorvem
radiacdo ultravioleta, consequentemente para serem detectadas pelos detectores
comuns de CLAE necessitam uma modificagdo quimica.

Para a determinacdo de fumonisinas utilizando CLAE é comum o uso de
derivatizacdo do grupo 2-amino usando o-ftaldialdeido (OPA) com mercaptoetanol
para torna-las fluorescentes (BERTHILLER et al., 2014; CAMARGOS et al.,1999;
MACHINSKI; SOARES, 2000; PIACENTINI et al., 2017; SANCHO, 2012). Muitos
estudos de determinagdo de fumonisinas em cerveja utilizaram o processo de
derivatizacdo, entretanto este procedimento acarreta aumento nos custos e no
tempo das analises (DASKO, et al.,, 2005; KAWASHIMA, et al., 2007; SCOTT,;
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LAWRENCE, 1995; SANCHO et al.,, 2012; SHEPHARD, et al.,, 2005); o que
consequentemente impulsiona a pesquisa por técnicas mais simples, rapidas e
menor custo.

Outra técnica que necessita de derivatizacao para analise de fumonisinas é a
CG, entretanto, tem sido utilizada com menor frequéncia na determinacdo de
micotoxinas em cerveja, principalmente devido a caracteristica polar dessas
substancias, sendo necessario incluir etapas de derivatizacdo no processo de
tratamento das amostras (ANFOSSI, et al., 2016; CARRASCO et al., 2015). Para a
matriz cerveja, apenas Juan e colaboradores (2017) utilizaram a técnica de CG-
EM/EM (massas sequencial) para a determinacdo de micotoxinas, incluindo
fumonisinas.

Estudos com método de imunoensaio também sdo utilizados para
determinacdo de micotoxinas em cerveja, inclusive, ha varios estudos comparando
0os resultados obtidos por ELISA (ensaio de imunoabsor¢do enzimética) com
métodos cromatograficos para a analise de fumonisinas em milho e derivados,
incluindo a matriz cerveja (MBUGUA; GATHUMBI, 2004; SHEPHARD, 1998; SCOTT
et al., 1997; ROGER, 2011). Normalmente, devido a ocorréncia de reacbes
cruzadas, o ELISA gera resultados de concentracdo maiores que os métodos
cromatograficos, apesar de terem uma boa correlagdo estatistica, indicando sua
melhor aplicabilidade para a triagem (SYDENHAM et al., 1996). Usando essa
metodologia, Torres e colaboradores (1998) investigaram fumonisinas em cervejas
espanholas, obtendo o limite de deteccdo de 3 ng/mL e recuperacdo de 81% em
amostras contaminadas artificialmente com 100 ng/mL fumonisinas. Outro estudo
realizado no Canada também utilizou a metodologia ELISA para determinacédo de
fumonisinas em cerveja com resultados de recuperacdo entre 98,7 e 102,8% para
FB1; este estudo ainda comparou o metodo ELISA e CLAE, concluindo que o ELISA
demonstrou ter valor consideravel para a triagem rapida de amostras de cerveja
diretamente, sem limpeza, para fumonisinas (SCOTT et al., 1997).

Atualmente, a cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas sequencial (CLUE-EM/EM) tem sido muito utilizada para
analise de micotoxinas em diversas matrizes incluindo a cerveja, em funcdo do
desenvolvimento de instrumentos mais eficientes, sensiveis e do melhoramento da
tecnologia dos analisadores de massa (SULYOK et al., 2007; SONGSERMSAKUL;

FAZELI, 2008). A espectrometria de massas (EM) transforma moléculas no estado
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natural em ions no estado gasoso, obtendo a sua massa molecular por meio da
analise da relacdo massa/carga (m/z) sendo detectados através de exposicdo a
campos eletrostaticos. Para a espectrometria de massas sequencial (EM/EM), uma
etapa é adicionada para deteccdo e identificacdo de uma substancia desconhecida a
partir da fragmentacéo de ions incluida antes da detec¢do e assim obter informacgéo
estrutural do analito (LANCAS, 2009).

A cromatografia liqguida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas de alta resolucdo (CLAE-EMAR), empregando principalmente analisadores
de massas como tempo de voo (TOF - do ingés time-of-flight) ou Orbitrap (armadilha
de ions de Kingdon - Kingdon trap), também tem sido uma técnica de escolha na
identificacdo de diversas micotoxinas em cerveja, utilizando um Unico método
(método multimicotoxina), com isso, € importante ressaltar que com o avanc¢o das
técnicas cromatograficas, a maioria dos métodos publicados para fumonisinas
envolve a inclusdo de ensaios multimicoxinas (BERTHILLER, et al., 2014; CHILAKA
et al., 2018; JARTIN et al., 2019; ZACHARIASOVA et al., 2010).

Rubert et al. (2013) compararam dois espectrbmetros de massa para um
método multimicotoxinas em amostras de cerveja na Europa. O método baseado na
tecnologia Orbitrap foi usado para identificacdo de 18 micotoxinas alvo, bem como
para rastrear outras micotoxinas, que nao eram alvo, como enniatinas,
fusaproliferina e DON-3-glucésido (DON-3G); considerando que a quantificacao de
micotoxinas foi realizada com o analisador do tipo triplo quadrupolo os autores
concluiram que o triplo quadrupolo foi mais satisfatério para quantificacdo, enquanto
o Orbitrap melhorou a identificacdo de substancias que ndo sédo de interrese no
estudo, e capacidades de triagem. Mesmo com o0 avanco técnoldgico dos estudos
de determinacédo de micotoxinas em cerveja, a maioria desses estudos nao inclui as
fumonisinas hidrolisadas, um ponto importante a ressaltar diante da toxicidade das
mesmas; dentreos trabalhos publicados em cerveja, somente Clilaka e
colaboradores (2018) analisaram HFB1, utilizando o QUEChERS como método de
extracdo e CLUE-EM/EM para detecgéo.

A determinacao de micotoxinas e sua aplicagdo no monitoramento de cerveja
€ de extrema importancia para subsidiar acbes de vigilancia sanitaria possibilitando
a avaliacdo dos niveis de exposicdo a micotoxinas pelo consumo dessa bebida.
Neste contexto, este estudo tem como objetivo validar um método analitico por

cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
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sequencial (CLUE-EM/EM) para avaliar a presenca de fumonisinas FB1 e FB2 e
fumonisinas hidrolisadas HFB1 e HFB2 em amostras de cerveja.



Tabela 4: Principais métodos de tratamento de amostras e deteccao de fumonisinas em cerveja.
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Referéncia Origem das Fumonisinas Método de extracao Método de deteccéo
amostras
SCOTT; LAWRENCE, Canada B1/B2 CIA CLAE/F
1995
SCOTT et al., 1995 Canada B1/B2 CIA ELISA e CLAE/F
TORRES et al, 1998 Espanha B1 Extragao com metanol/ ELISA
diluicdo com PBS
HLYWKAY; BULLERMAN, EUA (B1+B2) CIA CLAE/F
1999
MBUGUA; GATHUMBI, P SPE com C18 +diluicao
2004 Quénia Bl com PBS ELISA
DASKO et al., 2005 Eslovaquia B1/B2 CIA CLAE/F
SHEPHARD et al, 2005 Africa do Sul B1/B2/B3 EFS com C18 CLAE/F
NKWE et al, 2005 Bostuana Bl EFS com SAX CLAE/F
KAWASHIMA et al., 2007 Brasil Bl EFS com SAX CLAE/F
RUDRABZ"(')AOELA etal, EUA B1/B2/B3 CIA CLAE-EM/EM
GONZALEZ et al, 2009 Espanha B1/B2 ESF com C18 CLUE-EM/EM
ROGER, 2011 Camardes B1 ESF com CéSB/gIIUIQaO com ELISA
BERTUZZI et al., 2011 Italia B1/B2 ClA/diluicdo com PBS CLUE-EM/EM




Referéncia Origem das Fumonisinas Método de extragao Método de deteccéo
amostras
< QUEChERS ]
TAMURA et al., 2011 Japéo B1/B2/B3 modificado/EES com C18 CLUE-EM/EM
SANCHO, 2012 Espanha B1+B2 CIA CLAE/F
MATUMBA et al., 2014 Malaui B1/B2/B3 EFS com C18 + CIA CLUE-EM/EM
RUBERT et al., 2013 Eslﬁgﬂgg € B1/B2 EFS com C18 CLUE-EM/EM
AL-TAHER etal,, 2013 Diversos paises B1/B2 Diluigdo isotopica estavel CLUE-EM/EM
PIACENTINI et al., 2015 Brasil Bl EFS com SAX CLAE/F
JUAN et al., 2017 Tunisia B1 Q“EChERCSl; EFScom -G EM/EM +CLAE-EM-EM
PETERS et al., 2017 Diversos paises Bl N&o informado CLAE-EM/EM
PIACENTINI et al., 2017 Brasil Bl EFS com SAX CLAE/F
Extragdo com solvente e
PASCARI et al., 2018 Espanha Bl sais4 g de MgSO4 +1 g de CLAE-EM/EM
NaCl.
L B1/B2
CHILAKA et al., 2018 Nigéria HEBL QUEChERS CLUE-EM/EM
JARTIN et al., 2019 Espanha Bl QUEChERS modificado CLUE-EM/EM

ClA:coluna de imunoafinidade
EFS: extracdo em fase solida

SAX: coluna de troca anibnica forte
Fonte: Do autor, 2019.
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1.8 Validacdo do método analitico

A validacdo é o processo pelo qual é demonstrado, por meio de estudos
experimentais, que o método atende as exigéncias das aplicacbes analiticas as
quais ele se destina, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para assegurar a
confiabilidade do método proposto faz-se necesséria a avaliagdo dos parametros de
desempenho analitico estabelecidos na legislacédo: especificidade, seletividade,
linearidade, exatiddo, precisdo, limite de quantificagdo, limite de deteccdo e
robustez, quando pertinente (ANVISA, 2017; INMETRO, 2017).

1.8.1 Seletividade/Especificidade

A seletividade avalia a capacidade de um método de distinguir de forma
inequivoca, as substancias de interesse na presenca de componentes que podem
interferir na sua determinacdo em uma amostra complexa. Enquanto a
especificidade avalia a capacidade de um método produzir resposta para apenas um
analito (INMETRO, 2017).

1.8.2 Exatidao e precisao

A exatiddo de um método é definida como sendo o grau de concordancia
entre os resultados individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor
de referéncia aceito como verdadeiro (INMETRO, 2017).

A precisdo representa a dispersdao de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
padrées, sob condicbes definidas. A precisdo € avaliada pelo desvio padréo
absoluto, e pode ser determinada de duas formar: repetitividade e reprodutibilidade.
A repetitividade indica o efeito das variacdes dentro do laboratério, sdo realizadas
sucessivas repeticdes do método sob as mesmas condi¢cbes de medicao (condi¢bes
de repetitividade), com o mesmo procedimento; mesmo observador, mesmo
instrumento usado sob as mesmas condi¢gbes; mesmo local e repeticdes em curto
espaco de tempo. Ao passo que a reprodutibilidade ou precisdo intermediaria é
avaliada pelo grau de concordancia entre os resultados das medi¢cdes de uma
mesma amostra, efetuadas sob condi¢cdes variadas (mudanca de analista, ou de
equipamentos, ou dias diferentes, podendo até ocorrer uma combinacdo dessas
variaveis) (ANVISA, 2017; RIBANI et al., 2004; INMETRO, 2017).
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1.8.3 Limites de deteccao e quantificacéo

O limite de quantificacdo (LQ) é a menor concentracdo do analito que pode
ser quantificada em determinado experimento. Ao passo que o limite de deteccao
(LD) € a menor concentracdo do analito de interesse que pode ser detectada pela
técnica instrumental utilizada (ANVISA, 2017; RIBANI et al., 2004; INMETRO, 2017).

1.8.4 Linearidade

A linearidade é a habilidade de um método analitico em produzir resultados
gue sejam diretamente proporcionais a concentracdo do analito em amostras, em
uma dada faixa de concentracdo. A linearidade pode ser observada por meio da
curva analitica, e é avaliada por intermédio da regressédo linear pelo método dos
minimos quadrados (INMETRO, 2017).

1.8.5 Efeito Matriz

A matriz analisada pode conter componentes que interferem no desempenho
da medicdo. O efeito matriz ocorre quando esses interferentes modificam o0s
resultados obtidos da quantificacdo do analito com a curva de calibracdo construida
em matriz e em solvente, podendo aumentar ou diminuir o sinal analitico.
Adicionalmente a magnitude desse efeito também pode depender dos niveis de
concentracéo (INMETRO, 2016).

1.9 Justificativa

7

A cerveja € a bebida alcodlica mais consumida no mundo, entretanto, se
estiver contaminada por fumonisinas pode causar efeitos toxicos ao consumidor.
Considerando a importancia do produto em questdo, o seu elevado consumo e a
caréncia de informacdes acerca da contaminacdo por fumonisinas em cerveja, 0
presente trabalho é de relevancia para a saude publica, tendo em vista o propdsito
de desenvolver e validar um método analitico para determinacdo de fumonisinas em
cerveja e avaliar os niveis de contaminacdo da bebida para subsidiar acbes de

vigilancia sanitaria.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a presenca de fumonisinas e fumonisinas hidrolisadas em cerveja.

2.2 Objetivos especificos

a) Desenvolver um método analitico para determinacdo de FB1, FB2, HFB1 e
HFB2 em cerveja por CLUE-EM/EM,;

b) Validar um método analitico para determinacéo de FB1, FB2, HFB1 e HFB2
em cerveja por CLUE-EM/EM;

c) Aplicar o método validado na analise de amostras de cerveja comercializadas

no Municipio do Rio de Janeiro.
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3 METODOLOGIA

3.1 Reagentes e solventes

Acetonitrila e metanol (HPLC-grade), Cloreto de sodio - NaCl, Sulfato de
magneésio — MgSOQOy, (P. A.), acido formico, formiato de amdnio e acetato de etila (P.
A.) foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Germany). Agua ultra-pura foi obtida
através de sistema Milli-Q Gradient (Millipore, Bedford, MA, USA).

3.2 Preparo das solucdes padréo

A solugao padrao das fumonisinas FB1 e FB2 (50 pg/mL) em acetonitrila/agua
1:1 (v/v) foram obtidas da Fluka/Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

As HFB1 e HFB2 foram preparadas no laboratério através da hidrélise das
FB1 e FB2 obtidas comercialmente de acordo com o procedimento de Dall’Asta et al.
(2009). Uma aliquota (1 mL) de uma solugdo padréo contendo as FB1 e FB2 (50
Mg/mL) em acetonitrila/agua 1:1 (v/v) foi evaporada a secura sob fluxo de N, a 40 °C;
o residuo foi redissolvido em 1 mL de solugdo 2 mol/L de KOH e deixado reagir por
12 h a temperatura ambiente. As fumonisinas hidrolisadas foram entdo extraidas da
solugdo alcalina por trés vezes com 5 mL de acetato de etila sob agitagdo. Os
extratos provenientes das extragdes foram combinados e secos sob fluxo de N2 e 0
residuo redissolvido em 1 mL de metanol. A auséncia das fumonisinas foi verificada
nessa solugao por CLUE-EM/EM (concentragbes menores que o LD) e a conversao
total para as fumonisinas B1 e B2 hidrolisadas foi assumida. As concentracdes das
formas hidrolisadas foram calculadas considerando-se os fatores de converséo
estequiométrica, obtendo-se 28,1 e 27,6 pg/mL para as concentragcbes das FB1 e
FB2 hidrolisadas, respectivamente. Todas as solugbes estoque foram armazenadas
a-20 °C.

As solugdes de trabalho das curvas de calibragdo foram preparadas em

acetonitrila:agua 1:1(v/v) com 0,1% de acido férmico.



48

3.3 Coleta das amostras

As amostras foram adquiridas em supermercados na regido metropolitana do
Rio de Janeiro, entre julho e dezembro de 2018, perfazendo um total de 20 amostras
representando 16 marcas de cerveja industriais do tipo Pilsen. Estas amostras foram
utilizadas na validagdo dos meétodos e analisadas quanto a contaminagdo por

fumonisinas.

3.4 Preparo das amostras

As amostras foram preparadas baseando-se na metodologia QUEChERS
descrita por RUBERT e colaboradores (2014), as quais, foram previamente tratadas
no ultrassom (BRANSON/3510), em tubo Falcon de 50mL, por 10 min para a
remocdao do dioxido de carbono presente na cerveja; 3 mL de amostra (medidos com
pipeta volumétrica) foram colocados em tubo de centrifuga com 15 mL de
capacidade e fortificados com 60 pL da solucdo padrdo de FBs e HFBs. Em seguida,
foram adicionados 3 mL de uma solucéo de acetonitrila com &cido férmico 0,1%; 1,2
g de sulfato de magnésio e 0,3 g de cloreto de sédio. O tubo foi agitado por 1 min
(Ultra-Turrax, IKA®) e centrifugado a 3000 rpm por 5 min (Hitach- HIMAC CF 7D2). A
aliquota do extrato (1 mL) foi adicionado 1 mL de &cido férmico 0,1%. A solucdo
resultante foi homogeneizada e filtrada (filtro PTFE 0,22 um) no vial para analise. Na

figura 4 esta esquematizado o fluxograma do tratamento das amostras.
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Figura 4: Fluxograma do preparo das amostras.

30mL de amostra
(tubo Falcon de 50mL)

Ultrassom por 10 min

3 mL de amostra
(tubo de centrifuga de15 mL)

3 mL de uma solucdo de
acetonitrila com acido formico 0,1%

1,2 g de MgSO4 + 0,3 g de NaCl
Agitagao por 1 min

Centrifugacao a 3000 rpm por 5 min

Transferir para outro tubo 1 mL do extrato e
adicionar 1 mL de acido féormico 0,1%.

Filtracao (0,22um)

CLUE - EM/IEM

Fonte: Do autor, 2018.

3.5 Tratamento de amostras empregadas na otimizacdo do método analitico

Para realizacdo desse estudo, amostras de cerveja do tipo pilsen nao
contaminadas com as substancias alvo (amostras branco) foram fortificadas em
triplicata para obter concentracbes de 10 ng/mL para as FBs e 4 ng/mL para as
HFBs. Para avaliar a recuperagdo foram utilizados extratos de amostras branco
fortificados com as micotoxinas em questdo. Os métodos avaliados estédo descritos a
sequir.

Método A (CHILAKA et al., 2018, com modificacdes) (método QUEChERS
utilizando extracdo com acetonitrila, incluindo etapa de secagem do extrato com
sulfato de magnésio e evaporacdo do extrato final): cada amostra (3 mL) foi
transferida volumetricamente para tubo de centrifuga com 15 mL de capacidade. Em
seguida, foram adicionados 3 mL de acetonitrila, 1,2 g de sulfato de magnésio e 0,3

g de cloreto de sédio. O tubo foi entdo agitado por 1 min (Ultra-Turrax, IKA®) e em
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seguida centrifugado a 3000 rpm (rotagbes por minuto) durante 5 min (Hitach-
HIMAC CF 7D2). A uma aliquota de 2 mL do sobrenadante (acetonitrila) foi
adicionado 0,3 g de sulfato de magnésio, e novamente o tubo foi agitado e
centrifugado. Um aliquota de 1mL do sobrenadante (acetonitrila) foi concentrada a
secura sob fluxo de nitrogénio em banho maria a 45 °C. O extrato seco foi dissolvido
com 2 mL de uma solucdo de metanol:adgua:acido formico (50:49,9:0,1 viviv) e a
solucao resultante foi filtrada (filtro PTFE 0,22 um) antes da analise.

Método B (RUBERT et al.,, 2014, com modificacdes) (método QUEChERS
utilizando extracdo com acetonitrila); cada amostra (3 mL) foi transferida
volumetricamente para tubo de centrifuga com 15 mL de capacidade. Em seguida,
foram adicionados 3 mL de acetonitrila, 1,2 g de sulfato de magnésio e 0,3 g de
cloreto de sédio. O tubo foi agitado por 1 min (Ultra-Turrax, IKA®), e centrifugado a
3000 rpm por 5 min (Hitach- HIMAC CF 7D2). Uma aliquota do extrato (1 mL) foi
diluida com 1 mL de uma solucéo 0,2% de acido férmico e a solucéo resultante foi
filtrada (filtro PTFE 0,22 um) antes da analise.

Método C (CARRASCO et al., 2015, com modificacdes) (método QUEChERS
utilizando extracdo com acetonitrila, incluindo etapa de secagem do extrato com
sulfato de magnésio): cada amostra (3 mL) foi transferida volumetricamente para
tubo de centrifuga com 15 mL de capacidade. Em seguida, foram adicionados 3 mL
de acetonitrila, 1,2 g de sulfato de magnésio e 0,3 g de cloreto de sédio. O tubo foi
agitado por 1 min (Ultra-Turrax, IKA®) e centrifugado a 3000 rpm por 5 min (Ultra-
Turrax, IKA®). A uma aliquota de 2 mL do sobrenadante (acetonitrila) foi adicionado
0,3 g de sulfato de magnésio, e novamente o tubo foi agitado e centrifugado. Uma
aliquota do extrato (1 mL) foi diluida com 1 mL de uma solu¢édo 0,2 % de &cido
férmico e a solucédo resultante foi filtrada (filtro PTFE 0,22 um) antes da analise.

Método D (RUBERT et al.,, 2014, com modificacdes) (método QUEChERS
utilizando extracdo com acetonitrila acidificada): cada amostra (3 mL) foi transferida
volumetricamente para tubo de centrifuga com 15 mL de capacidade. Em seguida,
foram adicionados 3 mL de uma solugé@o de acetonitrila com 0,1% de acido férmico,
1,2 g de sulfato de magnésio e 0,3 g de cloreto de sddio. O tubo foi agitado por 1
min (Ultra-Turrax, IKA®) e entdo centrifugado a 3000 rpm por 5 min (Hitach- HIMAC

CF 7D2). Uma aliquota do extrato (1 mL) foi diluida com 1 mL de uma solucéo de
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acido formico a 0,1% e a solucao resultante foi filtrada (filtro PTFE 0,22 um) antes da

andalise.

3.6 Tratamento das condi¢cdes cromatograficas

A composi¢do da fase movel foi estudada com o objetivo de obter picos
cromatograficos com formato e sensibilidade adequados para todas as micotoxinas
alvo. Diferentes propor¢cdes do solvente organico (metanol foi selecionado para ser
utilizado como solvente organico) no gradiente inicial (50, 55, 60, e 65 %), com um
gradiente linear terminando em 70 e 80 % de solvente organico, bem como a adigéo
de acido férmico (0,1 e 0,3 %) a fase mével aquosa foram estudados com o intuito
de obter maior sensibilidade dos picos cromatograficos. O tempo utilizado no
gradiente (3, 4, 5, 6 e 7 min) também foi avaliado quanto a seletividade.

Outro ponto importante que foi avaliado refere-se a presenca de efeito
memoria (carry over) nas andlises de fumonisinas, esse fendmeno ocorre quando ha
o arraste do analito presente na amostra injetada em uma analise posterior,
causando erros nos resultados e comprometendo a seletividade do método. Em
estudo anterior realizado no laboratério, foi observado efeito meméria para as
fumonisinas em varios ciclos de injecdo seguidos da injecdo de uma solucdo padréo
ou de uma amostra contaminada, utilizando os gradientes iniciando com 20 e 40, 60
e 62% de metanol (MATOS, 2015). Para avaliacdo do efeito memadria neste estudo,
foi injetada uma solucdo de fumonisinas B1, B2, HFB1 e HFB2 com concentragéo
mais alta (10 ng/mL) para certificar que ndo ha efeito meméria nem mesmo em
concentracfes mais elevadas, logo em sequéncia foi injetada uma solucdo de
ACN/acido féormico 0,1%, 50:50 v/v, para posteriormente comparar 0S

cromatogramas.

3.7 Instrumental (CLUE-EM/EM)

A cromatografia foi realizada utilizando um cromatégrafo (Waters UPLC® I-
Class ACQUITY) equipado com uma coluna cromatografica BEH C18 (100 mm x 2.1
mm i.d., 1.7 ym) mantida a temperatura de 35 °C. O fluxo da fase mével foi mantido
constante em 0,3 mL/min. Solug¢do 0,1 % de acido férmico e metanol foram
utilizados como fases moveis aquosas e organicas, respectivamente. O gradiente de

eluigdo iniciou com 55 % de metanol seguido de um gradiente linear (6 min) para 80
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% de metanol. A coluna foi entdo lavada com metanol (100 %) por 1 min e em
seguida o sistema foi reequilibrado por 2 min na condi¢do inicial da fase mével. O
volume de injecao foi de 5 pL.

A deteccao foi realizada empregando-se um espectrbmetro de massas
sequencial do tipo quadrupolo (Waters, Xevo® TQ-S) equipado com uma fonte de

ionizagao por electrospray (ESI) operado em modo de ionizagao positivo.

3.8 Validac&do do método analitico

O método foi validado através da avaliacdo dos seguintes parametros de
desempenho analitico: especificidade, seletividade, linearidade, exatiddo, preciséo,
limite de quantificac&oe limite de detecgéo.

3.8.1 Seletividade/Especificidade

A seletividade do método foi avaliada comparando-se os tempos de retencéo
das micotoxinas estudadas, observados nas amostras com os obtidos utilizando
solugbes padrdao. A confirmacgédo foi realizada por comparacdo das razbes das
intensidades das transicdes dos ions obtidas para as micotoxinas nas amostras com

as raz0es obtidas na solucao padrdo (CE, 2002).
3.8.2 Exatidao e precisao

Para os estudos de exatiddo e precisdo do método foram analisadas cinco
amostras com o0 objetivo de obter amostras ndo contaminadas (branco) ou com
baixos niveis de contaminacao para as fumonisinas. Apos a identificacdo da amostra
de cerveja ndo contaminada, a mesma foi fortificada em trés niveis de concentragao:
1 ng/mL; 5 ng/mL e 10 ng/mL, com seis replicatas para cada nivel estudado. Ao
passo que a precisao intermediaria para o método avaliado foi realizada através da
analise de quatro amostras fortificadas com a concentragédo de 0,1 ng/mL, em 4 dias
diferentes.

Os calculos de recuperagado (Rec%) e desvio padrao relativo (DPR%) dos

métodos analiticos foram realizados a partir das equacdes 1 e 2 respectivamente.
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Rec% = C medida X 100
C fortificada

(Equacéo 1)

Sendo:
Rec= Recuperacéao
C= Concentracao
DPR% = DP X 100
CMD

(Equacéo 2)

Sendo:
DPR= Desvio padrao relativo
DP= Desvio padrao

CMD= Concentracdo média determinada

3.8.3 Limites de deteccao e quantificacéo

No presente trabalho, os limites de deteccéo (LD) e limites de quantificagao
(LQ) das fumonisinas e fumonisinas hidrolisadas foram determinados pelo método
da relacao sinal/ruido (S/R), considerando razbes de S/R de 3:1 para o LD, ou seja,
o sinal produzido através da resposta da injecdo de uma concentracdo conhecida do
analito de interesse é 3 vezes maior do que o sinal produzido do ruido da linha de
base do cromatograma; e 10:1 para o LQ (RIBANI et al.,, 2004; SAEGER et al.,
2011). Esta relacao (S/R) foi avaliada fortificando-se uma amostra com 0,1 ng/mL de
fumonisina e fumonisina hidrolisadas. O célculo foi concluido através do software do
cromatografo (Waters UPLC® I-Class ACQUITY).
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3.8.4 Linearidade

A linearidade das curvas de calibracdo em matriz foi estudada nas faixas de
concentragao de 0,05 ng/mL a 5 ng/mL para todas as substancias alvo, em 8 niveis
de concentracéo.

As curvas de calibracido foram avaliadas com base em estudo de Souza e
Junqueira (2005). Como premissas para a analise de regresséo foram verificadas a
homocedasticidade, a independéncia e a normalidade dos residuos da regressao. A
analise de variancia foi utilizada para avaliar a falta de ajuste e a significancia da

regressao.

3.8.5 Efeito Matriz

O efeito matriz do método utilizado na determinagdo de fumonisinas e
fumonisinas hidrolisadas foi realizado utilizando a preparagcdo das curvas de
calibracdo na matriz estudada (matrix-matched calibration) e em solvente, utilizando
a faixa de concentragcédo de 0,05 ng/mL a 1 ng/mL para todas as substancias alvo,
em seis niveis de concentragao.

O teste t foi utilizado para avaliar a presenga de efeito matriz no método
analitico pela comparacao das inclinagdes das curvas de calibracdo preparadas em
matriz e em solvente (SOUZA, 2007).

Para avaliar a extensao do efeito matriz, os coeficientes angulares das curvas

de calibragao preparadas em solvente e em matriz foram comparados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Otimizacao das condi¢cdes do espectrémetro de massas

Os parametros da fonte de ionizagéo otimizados foram: voltagem do capilar (3
kV), temperatura de dessolvatacdo (400 °C), temperatura da fonte (150 °C).
Nitrogénio foi usado como gas do cone e gas de dessolvatagdo em um fluxo de 150
L/h e 750 L/h, respectivamente. Argbnio foi usado como gas de colisdo em um fluxo
de 0,15 mL/min. As condi¢cbes do espectrdmetro de massas foram otimizadas por
infusdo das solug¢des padrao individuais (100 ng/mL).

O equipamento foi operado usando uma fonte ES/ (ionizagédo por eletrospray)
em modo de ionizagao positivo. A voltagem do cone foi otimizada e ions protonados
[M + H]" foram selecionados para todas as substancias alvo. Energias de colisdo
foram otimizadas para as principais transi¢des identificadas. As duas transicdes de
ions mais intensas, selecionadas através da relagdo sinal/ruido dos picos
cromatograficos, foram usadas como as transicdes de quantificacdo e confirmacao.
A energia do capilar foi avaliada na faixa de 0 a 4 kV; a voltagem de 3 kV apresentou
a melhor resposta para todas as substancias.

A temperatura do gas de dessolvatacao (N.) foi avaliada na faixa de 200 a
500 °C; temperaturas superiores a 400°C nao ofereceram ganho de sinal e, portanto,
essa temperatura foi selecionada. O fluxo do gas de dessolvatagao (N,) foi avaliado
na faixa de 300 a 1200 L/h; o fluxo de 750 L/h foi selecionado ja que fluxos
superiores ndo ofereceram ganho de sinal para as substancias. O fluxo do gas do
cone (N2) foi avaliado na faixa de 150 a 300 L/h; o fluxo foi mantido em 150 L/h ja
que essa foi a melhor condi¢cao de sensibilidade para as substancias.

Apos distribuicdo das substancias nas respectivas janelas de aquisicéo, o
dwell time foi otimizado através da inje¢ao de solucado padrao das substancias alvo
(5 ng/mL) com o objetivo de obter picos cromatograficos com um numero adequado
de scans (entre 15 e 25). As duas transi¢des dos ions selecionadas e as condigdes

de aquisicao para as micotoxinas sdo apresentadas na tabela 5.
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Tabela 5: Condi¢des do espectrémetro de massas.

Tempo de  Transigdo de Trar:jselc;ao Energia  Voltagem Dwell
Micotoxinas retencéo guantificacdo qualificacéo Q/qb de colisdo do cone time
. \a c

(min) Q (m/z) a (/2 (eV) V) (s)
HFB1 2,28 (0,0-3,20) 406,0>369,9 406,0>351,9 1,4(x0,3) 20/20 64 0,1
FB1 2,67 (0,0-3,20)0 722,0»351,9 722,0»333,9 1,0(x0,2) 36/40 86 0,1
HFB2 3,94 (3,2-9,0) 390,0>353,9 390,0»335,9 1,4(x0,3) 20/22 60 0,1
FB2 4,45 (3,2-9,00 706,0»335,9 706,0-317,9 1,8(x0,4) 38/40 86 0,1

ESI operado em modo positivo para todas as substancias;

4Janelas de aquisicdo mostradas entre parénteses;

®Intensidades relativas para as transi¢cbes dos ions (Q/g) e o maximo de tolerancia aceitavel para
confirmagdo demonstrado entre parénteses (EC, 2002);

“Valores estdo demonstrados na ordem: transicdo de quantificagéo / transi¢éo de qualificacao.

Fonte: Do autor, 2019.

4.2 Otimizacao das condi¢cdes cromatograficas

O gradiente iniciando com 55% e terminando com 80% de metanol foi
selecionado para este estudo pois apresentou seletividade e sensibilidade
adequadas para todas as substancias, diferentemente dos métodos de gradiente
avaliados com inicio de 65 % de metanol e 35% de solu¢do de acido formico 0,1%; e
60% de metanol e 40% de solucdo de acido formico 0,1%, que apresentaram
interferentes eluindo no mesmo tempo de retencdo da HFB1 e da FB2,
respectivamente.

Apbs selecdo da condicédo inicial (55 % de metanol) e final do gradiente (80
% de metanol), o tempo de 6 min foi selecionado, pois apresentou seletividade
satisfatéria no menor tempo para as micotoxinas avaliadas, conforme demonstrado
na figura 5, contribuindo com aumento na agilidade nas andlises, e diminuicao

solventes.
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Figura 5: Cromatograma demonstrando o aumento da seletividade para HFB2 com gradiente de 55%
a 80% com tempo de: a) 3 min, b) 4 min, ¢) 5 min, d) 6 min, d) 7 min.
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Fonte: Do autor, 2019.

4.3 Otimizacao do método de tratamento das amostras

Em relacdo ao tratamento da amostra varias abordagens foram seguidas
baseando-se em estudos reportados na literatura. Todas as amostras foram
previamente degaseificadas por 10 min no ultrassom (BRANSON/3510) para a
remocéao do diéxido de carbono presente na cerveja. Para extracdo das amostras, o
método QUEChERS com modificacdes foi avaliado a fim de se obter um método
eficiente para a extracdo das substancias alvo com o menor tempo de analise
possivel. Os extratos foram diluidos para minimizar a extensdo do possivel efeito de
matriz (supressédo/ ganho de sinal analitico).

Todos os meétodos testados utilizaram o sulfato de magnésio e cloreto de
sédio com acetonitrila na etapa de extracdo, seguida de agitacdo e centrifugacéo,
sem etapa adicional de limpeza. Cabe ressaltar que a maioria dos métodos
reportados na literatura tem utilizado etapas de limpeza do extrato, principalmente
utilizando EFS com C18 para a matriz cerveja (CARRASCO et al., 2015; JARTIN et
al., 2019; TAMURA et al. 2011).
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As modificagfes realizadas nos métodos estudados foram: redugéo da massa
pesada de cerveja (de 10mL para 3mL), com isso todos os reagentes foram também
reduzidos proporcionalmente diminuindo os custos com materiais; modificagcdes no
método QUEChERS também foram necessarias para adequar as necessidades do
laboratério e da matriz cerveja (alteracdo do solvente metanol para acetonitrila); e
diluicdo do extrato final com &cido férmico 1:1.

Os resultados obtidos para os métodos avaliados sdo apresentados na Figura
6. O Método D foi selecionado para validagéo, pois apresentou melhores resultados
(menor erro relativo) em relacdo aos outros métodos avaliados, além de apresentar
maior rapidez nas analises e método de extracdo mais simples. Por esses
resultados verificou-se que a utilizacdo de acetonitrila com acido formico 0,1 %
aumentou a eficiéncia de extracdo principalmente para as FB1 e FB2 comparado ao
método utilizando acetonitrila sem a adicdo de &cido. Esse resultado da adicdo de
acido férmico em ACN também foi observado por Rubert e colaboradores (2014),
gue apos aplicacdo de 1% de acido férmico ao método QUEChERS modificado, as
recuperacdes das micotoxinas alvo foram maiores e mais reprodutiveis, concluindo
gue a acidificacdo aumenta a migracdo destes analitos da fase aquosa para a
camada organica, aumentando a eficiéncia da extragéo.

Para o desenvolvimento desta etapa foi utlizado o estudo de avaliacao da
adicdo de acido formico (0,1 e 0,3%) no preparo das solucbes padrao
(metanol/agua, 50:50 v/v) na sensibilidade das fumonisinas, realizada por Matos
(2018) cujo resultado gerou um aumento da sensibilidade para FB1, FB2, HFB1 e
HFB2 com adicdo de &cido formico 0,1% em relacdo a solucdo preparada sem
adicao de acido férmico; ao passo que quando foi adicionado 0,3% de acido férmico
gerou supressdo da resposta para HFB1. Com base no estudo reportado acima,
utilizou-se 0,1% de acido formico para o desenvolvimento do método do presente
trabalho.

A necessidade de adicionar uma etapa de limpeza do extrato também foi
avaliada, entretanto, Rubert e colaboradores (2014) testaram a etapa de limpeza
com a matriz leite, que apresenta substéncias complexas como as proteinas e
lipideos que ndo estdo presentes na cerveja, e concluiram que essa etapa nao
melhorou a limpeza da amostra, logo, foi excluida do fluxo de trabalho. Diante disso,

nao foi efetuada a avaliacao da etapa de limpeza no presente estudo.
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Em relacdo ao solvente de extragdo, muitos aspectos devem ser
considerados, entre eles: habilidade de extracdo de um amplo espectro de residuos
com diferentes polaridades, apresentar seletividade durante a extracdo, particao,
compatibilidade com diferentes técnicas cromatograficas, baixo custo e dentre outros
a seguranca (PRESTES et al., 2011). Para este trabalho a acetonitrila foi o solvente
de escolha, como no QUEChERS original, por permitir boas recuperacfes de
micotoxinas, remocao parcial de material indesejado, e promover a extracdo em uma
fase Unica quando em contato com a matriz sem a necessidade de adicao de
solventes apolares para que ocorra a separacao entre as fases organica e aquosa
(ANASTASSIADES; LEHOTAY et al., 2003; REJCZAK; TUZIMSKI, 2015; RUBERT
at al., 2016).

Figura 6: Grafico demonstrando as recuperag¢des dos métodos avaliados.

120 4

100 -+

S
< g0
o
]
O
5 07 ® HFB1
-
g 407 ® HFB2
<
20 mFB1
0 FB2
Método A: Método B: Método C: Método D:
Quechers (MgS04, Quechers (diluicao Quechers (MgSO4 Quechers (Extracao
secar, 1:1 acido formico para secar extrato, com ACN
metanol/agua/ 0.2%) diluir acido formico acidificada, diluir
formico 0.1%) 0.2%) acido formico

0.2%)

Fonte: Do autor, 2018.

4.4 Validacdo de métodos analiticos

Nesse estudo foi validado um método analitico para a determinacao direta de
fumonisinas e fumonisinas hidrolisadas (naturalmente encontradas na amostra). Os
parametros de desempenho dos métodos estudados foram: seletividade,
linearidade, efeito matriz, precisédo (repetitividade e precisdo intermediaria), exatidao
(recuperacao), limite de deteccao (LD) e limite de quantificagao (LQ).
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4.4.1 Seletividade/Especificidade

O método avaliado demonstrou seletividade para todas as fumonisinas
estudadas. Nao foram observados sinais interferentes eluindo no tempo de retencéo
das micotoxinas verificadas. Na Figura 7 sdo mostrados os cromatogramas obtidos

para amostras de cerveja analisadas pelo método desenvolvido nesse estudo.

Figura 7: Cromatogramas demonstrando a seletividade do método para a determinacdo de
fumonisinas (FB1= 1ng/mL, FB2= 1ng/mL, HFB1= 0,1ng/mL, HFB2= 0,1ng/mL no extrato final de

cerveja).
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Fonte: Do autor, 2018.
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Durante as andlises de determinacdo de fumonisinas € esperado que haja
ocorréncia de efeito memdéria para essas micotoxinas, conforme tem sido relatado
em alguns estudos com matrizes variadas (PLATTNER et al., 1999; TAMURA et al.,
2012). Este problema pode ocasionar falsos positivos nas analises de rotina e,
portanto, deve ser investigado. Contudo, ao avaliar a ocorréncia de efeito memaria
para as fumonisinas pode-se observar a auséncia deste efeito nas condi¢des

propostas pelo método, como demonstra a figura 8.

Figura 8: Cromatogramas demonstrando a auséncia do efeito meméria para as fumonisinas,
gradiente iniciando com 55% de metanol: a) solucdo padréo das fumonisinas (10ng/mL), b) solvente
(ACN/acido férmico 0,1%, 50:50 v/v).
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Fonte: Do autor, 2018.

4.4.2 Exatidao e Precisao

Os resultados obtidos estdo demonstrados nas tabelas 6 e 7, nas quais, a
repetibilidade e a precisédo intermediaria sdo expressas pelo desvio padréo relativo

(DPR%) e a exatidao pelos valores de recuperacao percentual, nas condicbes de
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repetibilidade (mesmo dia e mesmo analista), obtido através da equacdo 1,
anteriormente citada. A Recuperacéo e a repetibilidade foram realizadas em 3 niveis
de concentracdo, sendo que o terceiro nivel (10 ng/mL) esta fora do intervalo de
linearidade estudado, que foi de 0,05 a 5 ng/mL; isso foi necessario, pois durante o
preparo, a amostra € diluida no extrato final, logo, uma amostra com 10 ng/mL de
concentragédo inicial equivale a 5 ng/mL no extrato final que compreende a faixa de
concentracdo estudada na linearidade. A precisao intermediaria foi avaliada em um
nivel apenas, com concentracao diferente da repetibilidade; para tanto, foi utilizada
uma concentragdao mais baixa (0,1 ng/mL), a fim de obter bons resultados a partir de
concentragbes mais criticas. Os resultados foram avaliados de acordo com os
critérios adotados na Unido Europeia (CE, 2002, 2006). Os valores de recuperacao
encontrados, utilizando o método de determinacdo de fumonisinas e fumonisinas
hidrolisadas, foram entre 89,9 e 99,9%. O DPR obtido para os estudos de
repetibilidade e precisdo intermediaria foi inferior a 10% para as micotoxinas
estudadas, atendendo aos critérios de aceitacdo estabelecidos pela Comunidade
Europeia. Dessa forma, pode-se considerar que o método desenvolvido apresentou

exatidao e precisdo adequadas para a matriz estudada.

Tabela 6: Resultados da validacdo do método utilizado na determinacdo de fumonisinas e

fumonisinas hidrolisadas nas amostras de cerveja pilsen.

1 ng/mL 5 ng/mL 10 ng/mL

Micotoxinas (ngL/aL) (nglj_/rQnL) Rec °DPR Rec °DPR Rec °DPR
HFB1 0,085 0,284 99,9 3,0 96,7 2,7 99,1 41
FB1 0,015 0,049 99,2 3,0 954 21 928 3,8
HFB2 0,014 0,046 89,9 4,2 98,1 3,3 993 44
FB2 0,011 0,035 92,5 3,9 9477 2,6 91,8 3,7

HFB1: fumonisina B1 hidrolisada; HFB2: fumonisina B2 hidrolisada; FB1: fumonisina B1l; FB2:
fumonisina B2; LD: Limite de deteccdo (ng/mL); LQ: Limite de quantificacdo (ng/mL); Rec (%),
recuperacao; “DPR (%) desvio padrao relativo (“no dia”, n=6).

Fonte: Do autor, 2019.
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Tabela 7: Resultado da preciséo intermediaria.

0,1 ng/mL
Micotoxinas °DPR
HFB1 3,6
FB1 7,3
HFB2 5,9
FB2 4,9

HFB1: fumonisina B1 hidrolisada;

HFB2: fumonisina B2 hidrolisada;

FB1: fumonisina B1; FB2: fumonisina B2;

’DPR (%) desvio padréo relativo (“entre-dias”, n=4).
Fonte: Do autor, 2019.

4.4.3 Limites de quantificacdo e detecc¢ao

Para a determinacao dos limites de quantificacdo e deteccéao, foi calculada a
relacdo sinal/ruido (S/R) para cada uma das fumonisinas considerando o LD 3 x
(S/R) e o LQ 10 x (S/R). A amostra ndo contaminada foi fortificada seguindo o
procedimento apresentado nos estudos de exatiddo e precisdo (descrito
anteriormente). Os resultados correspondentes as concentragdes injetadas de 1
ng/mL foram utilizados para estabelecer a relagdo (S/R), através do software do
CLUE-EM/EM. A tabela 6 demonstra os valores encontrados de LQ e LD das

fumonisinas nas amostras analisadas.

4.4.4 Linearidade

Na avaliacdo da linearidade das curvas analiticas utilizadas na quantificacéo
das amostras, a homocedasticidade dos residuos foi confirmada para todas as
curvas avaliadas (p-valores >0,05), pelo teste de Levene modificado (BROWN;
FORSYTHE, 1974). A independéncia dos residuos foi avaliada pela estatistica de
Durbin-Watson (DURBIN; WATSON, 1951), e confirmada para todas as curvas de
calibracdo avaliadas (p-valores > 0,05). A normalidade dos residuos foi verificada
pelo teste de Ryan-Joiner (RYAN; JOINER, 1976), e também foi confirmada (p-
valores >0,05). Foram verificados significativos resultados da regressao (p-valores

<0,001) e falta de ajuste nédo significante (p-valores >0,05) pela anéalise de variancia
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(ANOVA) (DRAPER; SMITH, 1998). Com isso, pode-se concluir que as curvas de
calibragédo avaliadas foram lineares para as faixas de concentracdo estudadas.

4.45 Efeito matriz

As curvas em matriz foram construidas na faixa de concentracao de 0,05 a 1
ng/mL, todas as premissas (homocedasticidade, independéncia, normalidade dos
residuos e ajuste ao modelo linear) das curvas de calibragao utilizadas na realizagéao
desta analise foram atendidas, indicando linearidade na faixa de concentragcao
estudada; seguindo estritamente o protocolo de avaliagédo descrito na avaliagao da
linearidade. As equacdes das curvas de calibracdo em solvente e em matriz com
seus respectivos coeficiente de determinagdo e a extensdo do efeito matriz sao

mostrados na tabela 8.

Tabela 8- Equagfes das curvas de calibracéo e extenséo do efeito matriz.

Micotoxina  Curva em Solvente R2 Curva em matriz R* Efeito matriz (%)*
FB1 y=11936x-18,562 0,9991 y=10238x+99,488 0,9977 -14
FB2 y=30060x-102,51 0,9992 y=26059x-104,8 0,9988 -13
HFB1 y=26871x+25,765 0,9996 y=25484x+37,173 0,9996 -5
HFB2 y=56724x-324,46 0,9997 y=56256x-14,314 0,9991 0,8

a: (+) aumento do sinal; (-) supressao do sinal; R”: coeficiente de determinacao.
Fonte: Do autor, 2019.

O método utilizado na determinacdo de fumonisinas em cerveja apresentou
supressao do sinal analitico das fumonisinas B1 (-14 %), B2 (-13 %) e HFB1 (-5 %),
demonstrando que a presenga da matriz reduz a ionizagcado para essas substancias.
Para HFB2 foi observado um pequeno aumento do sinal analitico (0,8 %). O efeito
matriz em baixo potencial observado em nosso estudo, mesmo sem a utilizagdo de
método de limpeza dos extratos, pode ser justificado devido ao relativo extenso
tempo de gradiente (6 min) utilizado no método cromatografico, sendo eficiente na
separagao dos analitos alvo de possiveis interferentes presentes na matriz. A Figura
9 apresenta a comparagao dos graficos das curvas de calibragdo preparadas em

matriz e em solvente.
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Pelo teste t ndo foi verificada diferenga significativa (p > 0,05) entre as
inclinagdes das curvas de calibracdo em matriz e em solvente para HFB2
demonstrando auséncia de efeito matriz para essa substancia. Para as FB1, FB2 e
HFB2 foram observadas diferengas significativas entre as inclinagdes das curvas de
calibragcdo em matriz e em solvente (p < 0,05) demonstrando presenca de efeito
matriz para esses analitos.

Para compensar o efeito matriz as amostras analisadas na rotina foram

quantificadas utilizando curvas de calibragdo em matriz.
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Figura 9: Gréafico demonstrando o efeito matriz do método, comparando as curvas em matriz e solvente.
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4.5 Analise das amostras

O método analitico validado para determinagdo de fumonisinas e fumonisinas
hidrolisadas foi aplicado nas andlises de 20 amostras de cervejas industrializadas
adquiridas no Municipio do Rio de Janeiro. Os resultados foram comparados a
outros estudos publicados, visto que, ndo ha limites maximos tolerados (LMTs) de
fumonisinas estabelecidos para a bebida. As amostras foram quantificadas utilizando
curvas de calibracdo preparadas em matriz. Os resultados encontrados estdo

apresentados na tabela 9.

Tabela 9: Concentracdo encontrada para as fumonisinas nas amostras de cerveja analisadas.

Cod. FB1 FB2 HFB1 HFB2
amostras  (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
A#l 0,134 2D nd nd
A#2 2LD nd nd nd
A#3 0,588 0,063 0,330 2LD
A#4 0,307 0,048 2LD 2LD
A#5 6,861 0,616 nd nd
A#6 0,335 0,041 nd nd
A#H7 0,259 0,044 nd nd
A#8 3,62 0,433 nd 2LD
A#9 0,534 0,056 nd nd
A#10 2,027 0,223 nd nd
A#11 nd nd nd nd
A#12 nd nd nd nd
A#13 0,407 0,067 nd nd
A#l14 2LD nd nd nd
A#15 0,202 0,042 nd nd
A#16 4,610 0,458 nd nd
A#17 0,298 0,052 nd nd
A#18 0,188 0,042 nd nd
A#19 0,110 nd nd nd
A#20 nd nd nd nd

nd: ndo detectado; LD: limite de deteccéo.
Fonte: Do autor, 2019.

As fumonisinas B1 e B2 foram encontradas em 75% e 65% das amostras
analisadas respectivamente, em niveis de concentracdo de 0,110 a 6,861 ng/mL
(média:1,208 ng/mL) para FB1 e de 0,041 a 0,616 ng/mL (média: 0,157 ng/mL) para
FB2. Essa diferenca entre a contaminagéo de FB1 e FB2 segue o padrdo geral de
contaminacgao por fumonisinas em milho e alimentos a base de milho, onde a FB1 é

tipicamente presente em niveis mais elevados do que a FB2 (DOKO et al. 1995;
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SCOTT et al., 1997). A alta incidéncia de fumonisinas encontrada neste estudo pode
ser explicada pela utilizacdo de cereais ndao malteados (por exemplo, o milho) para
producdo da bebida. De acordo com estudos anteriores, os adjuntos cervejeiros nao
malteados sdo suscetiveis a contaminacdo por micotoxinas e consequentemente
ocorre a transferéncia para a cerveja (TORRES et al., 1998).

Todas as amostras de cerveja utilizadas para as andlises deste estudo
apresentaram como ingredientes cereais ndo malteados no roétulo. Estudos
anteriores demonstraram que paises subdesenvolvidos como o Brasil costumam
exportar as melhores fontes (gréos) produzidas. Os graos de qualidade média sédo
para o consumo da populagdo e os demais, ou seja, a pior parte da producao é
destinada aos adjuntos e alimentos processados (LESLIE; LOGRIECO, 2014). Isso
pode explicar a alta incidéncia de fumonisinas no produto final, encontrada no
presente estudo.

Em relacdo aos niveis de concentracdo, os resultados encontrados neste
estudo estdo bem abaixo dos niveis encontrados nos estudos reportados na tabela
3, paginas 40 e 41.

Diversos estudos tém demonstrado altas contaminacbes de fumonisinas em
cervejas tradicionais produzidas, principalmente na Africa; Abia et al. (2013),
Matumba et al. (2014), Chilaka et al. (2018), Roger (2011) e Shephard et al. (2005).
Matumba et al (2014) relataram taxa de incidéncia de 100% de fumonisinas em seus
estudos, com concentracdo média de 1898 ug/kg, além disso, 5 amostras de cerveja
apresentaram quantidades de FBs superiores ao limite maximo (1000 pg/kg)
estabelecido pelo Regulamento (CE) n.° 1126/2007 para produtos a base de milho
para consumo humano direto.

A mesma tendéncia foi relatada em cervejas produzidas a partir de milho
Xhosa em Transkei, Sul da Africa (concentracdo maxima de 1329 ng/mL para o
somatorio de FB1+FB2+FB3) (SHEPHARD et al., 2005); Chilaka et al. (2018)
detectaram FB1 em 22% e 18% das cervejas do tipo burukutu e pito (cervejas
tradicionais, produzidas na regido), com concentragdo méaxima de 316 ng/mL
(média: 138 ng/mL) e 194 ng/mL (média: 114 ng/mL), respectivamente; apenas 13%
das cervejas burukutu e 11% de pito) foram contaminadas por FB2.

As fumonisinas (FBs) sédo algumas das principais micotoxinas frequentemente
detectadas em cervejas tradicionais produzidas na Africa (ABIA et al., 2013;
EZEKIEL et al., 2014; MATUMBA et al., 2014; SHEPHARD et al., 2005). Em
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decorréncia disto, a Africa do Sul é uma das regifes endémicas de alta incidéncia de
cancer de es6fago, visto que, esta doenca é altamente ligada ao consumo de
alimentos contaminados por fumonisinas (RHEEDER et al.,1992). Uma curiosidade
relatada nos estudos de Shephard et al. (2005) salienta que a maior parte da Africa
€ quente e Umida, facilitando a infec¢éo e crescimento fungico da género Fusarium.
Além disso, os produtores da regido de Eastern Cape, selecionam os milhos de boa
qualidade para cozinhar, enquanto o milho deteriorado (apresentando fungos) é
usado para fabricacdo de cerveja. Acredita-se que o milho deteriorado acrescenta
um sabor desejavel e peculiar a cerveja.

Os altos niveis de fumonisinas em cerveja reportados nos estudos citados
acima também podem ser explicados através da estabilidade desta micotoxina ao
calor (ALBERTS et al., 1990) e da resisténcia ao processo de fermentacdo de
levedura do milho e mosto (BOTHAST et al., 1992; SCOTT et al., 1995).

Estudos na Europa também detectaram fumonisinas em cerveja, porém em
niveis mais baixos que na Africa; Bertuzzi et al. (2011) detectaram fumonisina B1 em
97% das amostras (n = 32) niveis maximos de 30,3 ng/mL e FB2 em 57,6% das
amostras (n= 19) com nivel maximo de 3,9 ng/mL, e concluiram que as cervejas
produzidas na Italia apresentaram concentracdes significativamente maiores de FBs
que os demais paises da Europa, provavelmente causada pela alta ocorréncia
destas toxinas no milho produzido na Italia (Pietri et al., 2010). Em outros paises
europeus, por exemplo, a Croacia, a Polbnia, a Franca e Roménia, os niveis de FBs
no milho sdo geralmente mais baixos, provavelmente devido as baixas temperaturas
gue diminuem a proliferacdo de fungos, principalmente da género Fusaruim.

Na Espanha, Pascari et al. (2018) encontraram FB1 em apenas 1 das 64
amostras de cerveja analisadas com concentracdo de 32,78 ng/mL.

Dasko et al. (2005) ndo encontraram FBs em cervejas eslovacas produzidas
usando apenas cevada, um dado importante a se considerar, pois confirma a
contaminacdo da cerveja através do uso de milho infectado.

Sancho et al. (2011) realizaram um estudo na Espanha e detectaram uma
meédia de contaminacdo de 39,6 pg/kg de fumonisinas (FB1+FB2) nas amostras de
cerveja analisadas.

Estudos mais antigos, realizados na Europa, detectaram fumonisinas em
43,8% nas cerveja espanholas (n = 32) com niveis de 4,8 a 85,5 ng/mL (Torres et

al., 1998). Scott e Lawrence (1995) encontaram FB1 em 10 de 40 amostras de
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cerveja analisadas (25%) com concentragdo mais alta igual a 59 ng/ml. Em um
estudo subsequente, Scott et al. (1997) detectaram fumonisinas B1 e B2 em 20 de
46 (43%) amostras de cervejas canadense, norte-americana e mexicana com niveis
variando de 0,2 a 64 ng/mL.

No Brasil, estudos da contaminacdo por fumonisinas em cerveja também
apresentaram baixos niveis de contaminagdo. Em 2007, um estudo realizado com
cervejas de 5 estados diferentes, 43,1% das cervejas industriais analisadas estavam
contaminadas por FB1 com niveis variando de 1 a 40 ng/mL (KAWASHIMA et al.
2007). Esses dados de contaminacgao estdo bem acima dos valores encontrados nas
amostras comercializadas no RJ, no presente estudo, ainda que tenha sido realizado
com menor numero de amostras. Em 2017 Piacentini e colaboradores encontraram
concentracfes elevadas de FB1 em cervejas industriais, destoando dos resultados
anteriores. A FB1 foi detectada em aproximadamente 50% das amostras (56
positivas de 114 amostras analisadas) com niveis variando de 201,70 ng/mL a
1568,62 ng/mL (média: 367,47 ng/mL).

As HFB1 e HFB2 foram encontradas, no presente estudo, em 10% e 15% das
amostras respectivamente, apresentando concentracdo de até 0,330 ng/mL para
HFB1, e abaixo do LQ para HFB2. As concentracdes encontradas para FB1 em
nosso estudo foram até 20 vezes maiores que a concentracdo encontrada para a
forma hidrolisada. As concentracbes de HFB2 nao foram quantificadas, pois se
encontraram abaixo do limite de quantificacéo.

Apenas um estudo apresentou dados de contaminacdo de fumonisinas
hidrolisadas Chilaka e colaboradores (2018) detectaram altas concentracdes de
HFB1 em cervejas tradicionais da Africa, com valores maximos de 152 ng/mL e 102
ng/mL em 11% e 9% nas cervejas burukutu e pito, respectivamente.

Embora o HFB1 tenha sido considerado inicialmente como toxina formada
durante o processamento alcalino de alimentos, estudos mostraram também a
ocorréncia em outros produtos alimenticios processados, bem como cereais em
bruto (ADETUNJI et al.,, 2014; HOPMANS; MURPHY, 1993). Estudos sobre a
administracéo oral de HFB1 em diferentes espécies animais mostrou que HFB1 tem
menor potencial toxico quando comparado a FB1 (GRENIER et al. 2012; VOSS et
al., 2009), assim, a degradagédo de fumonisinas em formas hidrolisadas pode ser
uma estratégia para uma reducdo da exposicdo a fumonisinas, porém, Cirlini et al

(2014) evidenciaram a necessidade de mais estudos para concluir tal afirmagéo.
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De acordo com regulamentos nacionais e internaionais, a cevada malteada
pode ser substituida por adjuntos cervejeiros em uma quantidade maxima de
aproximadamente 50%. O milho, que é o principal grao disponivel e escolhido no
Brasil para melhorar e acelerar o processo de fermentacdo na industria cervejeira, é
altamente susceptivel a contaminacédo pelo género Fusarium, o principal produtor de
fumonisinas. (BERTUZZI et al., 2011; KAWASHIMA et al., 2007; PIACENTINI et al.,
2017). Como consequéncia do uso de milho na fabricacdo de cerveja, as
fumonisinas podem portanto, ocorrer no produto final em grande potencial, como foi
detectado neste estudo, com 75% das amostras analisadas para fumonisina B1. O
reconhecimento dos problemas causados pelas micotoxinas nos alimentos €, sem
davida, o primeiro passo para a implementacao de legislacdes com a finalidade de
estabelecer LMTs e de programas que permitam a adocdo de medidas apropriadas

para a prevencao e a reducao da contaminacao.
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5 CONCLUSAO

Neste estudo foi desenvolvido e validado um método analitico utilizando um
método QUEChERS modificado para o tratamento das amostras e a técnica de
CLUE/EM-EM para deteccdo e quantificacdo de fumonisinas e fumonisinas
hidrolisadas em cerveja.

Diversas modificacdes do método QUEChERS foram avaliadas e melhores
resultados de recuperacao foram obtidos com a adicédo de acido férmico na etapa de
extracdo/particdo principalmente para as FB1 e FB2.

Devido a presenca de interferentes, o método cromatografico foi otimizado
para obter seletividade adequada no menor tempo de analise possivel evitando
etapas adicionais de limpeza do extrato. Assim, foi possivel estabelecer um método
analitico para determinacdo de fumonisinas em cerveja sem a necessidade de
purificacdo dos extratos, por exemplo, utilizando colunas de imunoafinidade ou
extracdo em fase solida. A auséncia de etapas de purificacdo, além de reduzir o
tempo de analise, reduz significativamente o custo das andlises, sendo o método
desenvolvido atraente para ser implementado por outros laboratorios.

O método proposto foi capaz de determinar as fumonisinas alvo em amostras
de cerveja de diferentes fabricantes sem a presenca de interferentes demonstrando
ser um método adequado para andlises de rotina.

Os resultados obtidos para as amostras de cerveja analisadas, provenientes
do comércio do Municipio do Rio de Janeiro, demonstraram alta incidéncia (> 70%)
principalmente das FB1 e FB2. Os niveis de concentracdo encontrados estdo de
acordo com a maioria dos estudos resportados na literatura.

As HFB1 e HFB2 foram encontradas nas amostras analisadas indicando a
possivel hidrolise das fumonisinas durante o processo de fabricacédo cervejeiro. Esse
€ o primeiro estudo demonstrando a ocorréncia de fumonisinas hidrolisadas em
amostras de cerveja do Brasil.

Os resultados obtidos neste estudo demostraram alta incidéncia de
contaminagao por fumonisinas em cervejas industriais, possivelmente provenientes
das matérias primas utilizadas na fabricacdo, como os cereais ndo malteados.

Os resultados encontrados no estudo estdo de acordo com outros estudos

previamente publicados na literatura e indicam a necessidade de estratégias para
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controlar a contaminacdo de fumonisinas na matéria-prima e consequentemente a
contaminacgao presente na bebida final.

Os resultados encontrados nesse trabalho podem ser utilizados em estudos
de avaliacdo da exposicdo a fumonisinas pela ingestdo de cerveja subsidiando a
discussdo sobre a possivel regulamentacdo dos niveis maximos tolerveis destes
contaminantes em cerveja levando em consideracdo o elevado consumo e a

importancia econdmica da bebida.
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