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RESUMO

A principal micotoxina encontrada no trigo é o desoxinivalenol ou “vomitoxina”, um
membro do grupo dos tricotecenos do tipo B. A ingestdo € a principal via de
exposicdo ao desoxinivalenol. Segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa em
Céancer, ndo h4 evidéncias para a carcinogenicidade em humanos e animais, no
entanto, essa micotoxina pode causar uma seérie de efeitos crénicos e agudos,
principalmente em suinos. Com o intuito de controla-la, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria estabeleceu os limites maximos tolerados de micotoxinas em
alimentos. Assim, este trabalho foi desenvolvido para avaliar a ocorréncia de
desoxinivalenol em amostras de trigo e derivados de trigo comercializadas na
cidade de Sdo Paulo. Ao todo foram analisadas 37 amostras, sendo 9 de trigo em
grao, 9 de trigo para quibe, 9 de farinha de trigo e 10 de farelo de trigo. A extracéo
da micotoxina foi realizada com agua ultrapura e a limpeza com colunas de
imunoafinidade. Na deteccéo/quantificacdo empregou-se a cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detector de ultravioleta-visivel. Das 37 amostras analisadas, 21
(56,7%) estavam contaminadas com niveis de desoxinivalenol variando de 200 a
3045,12 pg/kg. O trigo em gréo, a farinha de trigo e 8 amostras de trigo para quibe
apresentaram baixos niveis de contaminacdo. No entanto, 100% das amostras de
farelo de trigo estavam contaminadas e apresentaram niveis maiores de
contaminacdo, variando de 756,74 a 3045,12 ug/kg. Possivelmente a maior
concentracdo de desoxinivalenol no farelo se deve a redistribuicdo e concentracao
da micotoxina em certas fragdes de moagem do trigo. Ao todo 3 (8,1%) amostras
estavam acima do limite de 1250 ug/kg estabelecidos pela legislacao, 2 de farelo de
trigo e 1 de trigo para quibe. A partir de 1° de janeiro de 2019 esse limite passara
para 1000 pg/kg, e se ja estivesse em vigor, 6 (16,2%) amostras estariam
condenadas. O estudo requer mais dados para chegar a uma conclusdo mais

precisa sobre a exposicdo da populacdo ao desoxinivalenol.

Palavras-chave: trigo, micotoxinas, tricotecenos, desoxinivalenol, ocorréncia.




ABSTRACT

The main mycotoxin found in wheat is deoxynivalenol or "vomitoxin”, a member of
the trichothecenes group type B. Ingestion is the main route of exposure to
deoxynivalenol. According to the International Agency for Research on Cancer,
there is no evidence of carcinogenicity in humans and animals, however, this
mycotoxin can cause a number of chronic and acute effects, especially in swine. In
order to control it, the Health Surveillance Agency of Brazil established the
maximum tolerated limits of mycotoxins in food. Thus, this work was developed to
evaluate the occurrence of deoxynivalenol in samples of wheat and wheat products
marketed in the city of Sdo Paulo. In total, 37 samples were analyzed, 9 of them
were wheat grain, 9 of bulgur wheat, 9 of wheat flour, and 10 of wheat bran.
Mycotoxin extraction was performed with ultrapure water and immunoaffinity
columns for sample clean-up. High-performance liquid chromatography with
ultraviolet-visible detector was used for the detection/quantification. In 37 analyzed
samples, 21 (56.7%) were contaminated with deoxynivalenol levels ranging from
200 to 3045.12 ug/kg. Wheat grain, wheat flour, and 8 bulgur wheat samples
showed low levels of contamination. However, 100% of wheat bran samples were
contaminated and showed higher levels of contamination, ranging from 756.74 to
3045.12 pg/kg. Possibly the highest concentration of deoxynivalenol in the bran is
due to redistribution and concentration of the mycotoxin in certain milling fractions.
In total, 3 (8.1%) samples were above the limit of 1250 pg/kg established by
legislation, 2 of wheat bran and 1 of bulgur wheat. In January 1, 2019 the limit will
be reduced to 1000 pg/kg. If it was already in force, 6 (16.2%) samples would
exceed that limit. The study requires more data to reach a more accurate conclusion

about the exposure of population to deoxynivalenol.

Keywords: wheat, mycotoxins, trichothecenes, deoxynivalenol, occurrence.
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1. INTRODUCAO

O trigo € um dos produtos fundamentais para a alimentacdo humana, e esta
intimamente relacionado com o surgimento da civilizagdo. Existem cerca de 30.000
variedades de trigo e 14 espécies sdo cultivadas no mundo. No entanto, somente
1.000 variedades tem importancia comercial (POSNER; HIBBS, 2005). O trigo é uma
graminea que pertence a familia Poaceae, e atualmente trés espécies sdo mais
comumente cultivadas: Tritium aestivum, T. compactum e T. durum. O Tritium
aestivum ou trigo comum é um hexaploide, e corresponde a mais de 90% do trigo
produzido no mundo (FINNIE; ATWELL, 2016). O cereal é versatil podendo ser
utilizado para a producéo de varios produtos como farinhas, massas, biscoitos, bolos,
paes, e também pode ser incorporado em racdes de animais.

A previsdo de producdo mundial de trigo para 2018/2019 e exportacdo € de
725,1 e 172,5 milhdes de toneladas, respectivamente, sendo que 0S maiores
produtores sdo paises da Unido Europeia, China, india, Russia, Estados Unidos,
Canada e Ucrania (AMIS, 2018). Segundo dados da Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB) a produgdo média anual do Brasil foi de 5,4 milhdes de
toneladas nos ultimos 10 anos, no entanto, a quantidade produzida ndo supre a
demanda interna. Os principais produtores sao os estados do Parana e Rio Grande
do Sul, que atualmente séo responsaveis por aproximadamente 90% da producéo
brasileira de trigo. De janeiro a dezembro de 2018 o Brasil importou
aproximadamente 6,8 milhdes de toneladas de trigo e 0s principais paises
exportadores foram Argentina (87,13%), Paraguai (4,99%), Estados Unidos (4,01%),
Canada (2,89%), Uruguai (0,45%), e outros (0,53%) (CONAB, 2018).

Fungos patogénicos, como espécies do género Fusarium, podem provocar
doencas como a giberela ou fusariose, responsaveis pela reducdo da qualidade e
rendimento das culturas de trigo. Além disso, esses fungos podem produzir
micotoxinas (MARIN et al., 2013). A produc¢éo de micotoxinas depende de condi¢gbes
favoraveis para o desenvolvimento dos fungos e pode ocorrer nas varias etapas da
producdo agricola. A principal micotoxina encontrada no trigo € o desoxinivalenol,
gue é responsavel por provocar efeitos tbxicos em seres humanos e animais. Diante
desse contexto o trabalho buscou avaliar amostras de trigo e derivados de trigo

guanto a contaminacéo por desoxinivalenol.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Micotoxinas

Micotoxinas - deriva da palavra grega “mukes” que significa mofo e da palavra
latina “toxicum” que significa veneno - sdo metabdlitos secundarios produzidos por
diversos fungos filamentosos, dentre eles destacam-se os géneros Aspergillus,
Penicillium, Fusarium, Alternaria, Stachibotrys e Claviceps. Na década de 60
comecou a despertar interesse no meio cientifico sobre suas implicacdes para a
saude humana e animal ap6s a morte de 100.000 perus na Inglaterra que
consumiram racédo contendo amendoim contaminado por aflatoxinas (FONSECA,
1975; RAWAL; COULOMBE JR, 2011; WANNOP, 1961). Estima-se que mais de
1.000 micotoxinas ja foram identificadas e esse numero possivelmente crescera
devido ao aumento de publicacdes, e maior interesse dos centros de pesquisa nos
ultimos anos (BRASE et al., 2013; TURNER; SUBRAHMANYAM; PILETSKY, 2009).

A producado de micotoxinas pode ocorrer nas etapas de pré-colheita, colheita,
secagem, armazenamento ou transporte (MARIN et al.,, 2013). Segundo a
Organizacdo das Nacbes Unidas para Agricultura e Alimentagcdo (Food and
Agriculture Organization - FAO) estima-se que anualmente cerca 25% das
plantacBes estejam contaminadas com micotoxinas. ISso € preocupante, pois a
presenca desses contaminantes acima de niveis aceitaveis pode resultar em perdas
econbmicas significativas para os paises, tais como: reducédo do rendimento e valor
das culturas, perda da produtividade animal e custos relacionados a saude humana
(MATNY, 2015).

A producdo de micotoxinas depende de fatores intrinsecos (caracteristicas
préprias dos alimentos) e fatores extrinsecos (condices ambientais) dentre eles
destacam-se (BARBOSA-CANOVAS et al., 2007; BARCELO et al., 2008; BIANCHINI
et al.,, 2009; CAST, 2003; FRANCO; LANDGRAF, 2005; MALLMANN; DILKIN, 2007,
PITT; HOCKING, 2009; SCUSSEL, 1998; SWEETS, 2018):

= Regido de cultivo: predominam em regides tropicais e subtropicais;

= Composicdo do alimento: substratos ricos em carboidratos e lipidios sdo

mais suscetiveis a ataques de fungos;
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= Temperatura;

= pH: preferencialmente levemente acido, no entanto, podem crescer em
uma ampla faixa de pH;

= Atividade de agua (Aw): parametro que mede a agua livre do alimento
disponivel para reagBes enzimaticas, quimicas e crescimento dos micro-
organismos. Considera-se que para a proliferacdo de qualquer micro-
organismo a Aw deve estar entre 0,60 e 1. O limite inferior relatado na
literatura para o crescimento de fungos que produzem micotoxinas € ~ 0,78.
Normalmente, os valores minimos de atividade de agua para producdo de
micotoxinas sdo mais elevados que os valores minimos para o crescimento
dos fungos. Assim, a reducéo da Aw pode inibir a producdo de micotoxinas,
sem necessariamente limitar o desenvolvimento dos fungos;

» Umidade Relativa (UR): pode alterar a Aw do alimento favorecendo ou nao
a multiplicagdo de fungos. Os alimentos tem tendéncia a absorver umidade
do ambiente se Aw < UR;

= Teor de umidade: quantidade total de agua no alimento, geralmente é
expressa como uma porcentagem do peso total. Deve estar acima de 12,5%;

= Dano mecanico: facilita o acesso de fungos aos nutrientes de graos,
sementes ou plantas danificadas;

= Competicdo entre micro-organismos: inibe o crescimento de fungos, pois
competem por espago e nutrientes e, consequentemente, afetam a

producdo de micotoxinas (por exemplo, bactérias acido-laticas).

As principais micotoxinas que sdo motivo de preocupacdo mundial sdo: as
aflatoxinas (B1, B2, G1, G2 e M1), fumonisinas (B1 e B2), ocratoxina A (OTA),
zearalenona (ZEA), patulina e desoxinivalenol (DON) (Figura 1). A ingestéo, inalacéo
ou contato dermal com micotoxinas podem provocar efeitos agudos e cronicos na
saude de seres humanos e animais, conhecidos como micotoxicoses. Estudos
indicam que embora a pele seja uma barreira natural, micotoxinas com carater
hidrofébico podem penetra-la, especialmente, em casos de exposi¢cdo ocupacional
ou acidental (BOONEN et al.,, 2012). A inalacdo de poeiras provenientes do
processamento de alimentos contaminados com aflatoxinas pode ter contribuido
para a incidéncia de cancer em trabalhadores holandeses, um caso de exposi¢do
ocupacional (HAYES, 1984).
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Figura 1 - Estrutura das aflatoxinas, fumonisina B1, OTA, ZEA, patulina e DON.
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Fonte: BARCELO et al., 2008 (modificado).

Seres humanos e animais também estdo expostos aos derivados das
micotoxinas que surgem por varios mecanismos, esses podem ndo ser detectados
pelos métodos analiticos convencionais. As micotoxinas e seus derivados foram
classificados da seguinte forma para um melhor entendimento: micotoxinas livres,
associadas a matriz e modificadas. As micotoxinas livres ou “ndo modificadas” ou
“nativas” sdo os metabdlitos secundarios téxicos produzidos por varios fungos.
Compostos acetilados derivados do desoxinivalenol como o 3-acetil-desoxinivalenol (3-
AcDON) e 15-acetil-desoxinivalenol (15-AcDON), também sao incluidos nessa
categoria. As micotoxinas associadas a matriz sdo micotoxinas ligadas covalentemente
ou nao aos constituintes da matriz, como carboidratos e proteinas. O “aprisionamento
fisico” de fumonisinas € um caso de interacdo nao-covalente que € considerado um
problema analitico, pois torna-se dificil estimar os niveis reais de fumonisinas. As
micotoxinas modificadas sé&o caracterizadas por modificacdes quimicas ou biologicas na
sua estrutura quimica. As micotoxinas modificadas quimicamente podem ser
termicamente formadas ou ndo, por exemplo, a formagdo pode ocorrer durante o
processamento térmico de alimentos e ragcbes, ou sob condicbes alcalinas e sem
tratamento térmico. As micotoxinas modificadas biologicamente s&o micotoxinas

funcionalizadas ou conjugadas. Um exemplo do primeiro grupo é a conversao da
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aflatoxina B1 no figado de humanos e animais em um metabdlito altamente reativo que
pode formar adutos de DNA. Os conjugados podem ser produzidos por plantas,
animais, fungos, etc. No entanto, segundo a International Life Science Institute (ILSI)
somente os conjugados de plantas sdo denominados de micotoxinas “mascaradas”, um
exemplo é o metabdlito desoxinivalenol-3-glicosideo (DON-3-Glc) (DALL’ASTA,;
BERTHILLER, 2016; RYCHLIK et al., 2014).

2.2. Tricotecenos

Os tricotecenos sdo um grupo de micotoxinas produzidas por varios géneros
de fungos como Fusarium, Myrothecium, Stachybotrys, Cylindrocarpon,
Verticinimonosporium, Phomopsis, Trichoderma e Cephalosporium. Os tricotecenos
sdo caracterizados por uma estrutura quimica comum 12,13-epoxi-tricotec-9-eno
(FRUHMANN et al., 2014), e sdo estaveis quimicamente e termicamente. Eles estdo
comumente presentes em cereais. De acordo com os grupos funcionais 0s
tricotecenos podem ser divididos nos tipos A, B, C e D (Figura 2), no entanto, ha
algumas excecdes que ndo estao classificadas nesses tipos. O tipo A pode ter uma
hidroxila, um éster ou hidrogénio no carbono C8. O tipo B possui um grupo carbonila
na posicao C8, o tipo C tem um grupo epoxido em C7/C8 e os tricotecenos do tipo D
s&o os macrociclicos (BARCELO et al., 2008; BRASE et al., 2013; JOINT FAO/WHO
EXPERT COMMITTEE ON FOOD ADDITIVES. MEETING, 2001; TOLA; KEBEDE,
2016).

Figura 2 - Estrutura comum dos tricotecenos e 0s principais tipos.

Ry SNE
R, \
R, R,
(Tipo A)

Fonte: Brése et al., 2013 (modificado).
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No tipo A e B os radicais R podem ser iguais ou diferentes dependendo do
composto, geralmente R é um hidrogénio (-H), uma hidroxila (-OH) ou um éster: O-
acetil (-OCOCHz3), O-isovaleril (-OCOCH,CH(CHzs),, presente no tipo A) ou O-crotonil
(-OCOCH=CHCHg, presente no tipo B) (CROTEAU; PRELUSKY; TRENHOLM, 1994;
DRAPER, 1980). No tipo C, os compostos crotocol e crotocina podem ser formados se
o radical R for uma hidroxila ou um éster insaturado (-OCOCH=CHCHj3),
respectivamente (CZUGLER; KALMAN, 1975). O tipo D é formado pelos tricotecenos
macrociclicos como a roridina, a satratoxina e a verrucarina (FREIRE et al., 2007;
LAMARDO, 2004). Os tricotecenos mais importantes classificados no tipo A sdo a
toxina T2, a toxina HT2 e o diacetoxiscirpenol (DAS), e as do tipo B mais relevantes

sédo 0 DON, o nivalenol (NIV) e a fusarenona-X.

2.2.1. Desoxinivalenol

O desoxinivalenol (12,13-epoxi-3a,7a,15-trihidroxitricotec-9-en-8-ona) € um
composto organico polar de massa molar de 296,32 g/mol solivel em &gua e
solventes orgéanicos polares (metanol, acetonitrila, acetato de etila, etanol e
cloroférmio)(NATIONAL TOXICOLOGY PROGRAM, 2009). A estrutura quimica do
DON (Figura 3) tem um grupo carbonila (C8) conjugado com uma dupla ligacédo (C9
e C10), que absorve no ultravioleta (cetona a,B-insaturada) (BARCELO et al., 2008).
Especula-se que a carbonila conjugada pode estar associada aos efeitos toxicos da
micotoxina, assim como 0 grupo epoxido situado nos carbonos 12 e 13 (NAGY et al.,
2005).

Figura 3 - Estrutura quimica do DON.

Fonte: Sigma aldrich, 2018 (modificado).
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O desoxinivalenol ou “vomitoxina” € o tricoteceno mais comumente
encontrado em cereais, embora ndo seja 0 mais téxico (RAN et al.,, 2013). Ele é
produzido por espécies de Fusarium, e ocorre com frequéncia em trigo, milho, arroz,
cevada, centeio, aveia e também em produtos derivados com base nesses cereais
(PLEADIN et al.,, 2012; SUDAKIN, 2003). A Tabela 1 mostra a ocorréncia de
desoxinivalenol em cereais e derivados.

O DON resiste a altas temperaturas e pode se manter estavel mesmo apos o
cozimento. Contudo, a concentragdo desse contaminante pode reduzir
consideravelmente em alimentos cozidos na 4gua, como € o caso do macarrao, pois
DON é soluvel no meio (KUSHIRO, 2008). Entretanto, observou-se uma pequena
reducdo em massas preparadas com farinha de trigo e submetidas ao processo de
fritura (SAMAR et al., 2007).

A ingestdo é a via mais comum de exposicdo ao contaminante. Os efeitos
toxicos associados ao DON s&do mais evidentes em animais, principalmente em
suinos. O DON pode induzir em animais: voémito; causar diarreia e efeitos
imunossupressivos; interferir na sintese de proteinas; provocar hemorragia;
anorexia, diminuir o ganho de peso e afetar o crescimento. Segundo a International
Agency for Research on Cancer (IARC) ha evidéncias inadequadas para a
carcinogenicidade em animais experimentais. Os principais efeitos agudos
observados em seres humanos foram: diarreia, nauseas, vomito, dor abdominal, dor
de cabeca, tontura e febre (IARC, 1993; JOINT FAO/WHO EXPERT COMMITTEE
ON FOOD ADDITIVES. MEETING, 2001).

Muitos métodos analiticos foram desenvolvidos ao longo dos anos para a
determinacdo de DON em alimentos, esses devem seguir orientacbes para
assegurar que os resultados obtidos sejam confidveis, como as sugeridas pelo
INMETRO (INMETRO, 2016). O desenvolvimento de um método deve ter etapas de
amostragem; preparo da amostra com extracdo, limpeza e concentracdo (caso
necessario); e deteccao/quantificacdo de DON. A Tabela 2 mostra os métodos
utiizados no meio cientifico para extracdo, limpeza e quantificacdo de

desoxinivalenol.
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Tabela 1 - Ocorréncia de desoxinivalenol em cereais e derivados.

Média®

Intervalo

Produto Pais N Referéncias
(hg/kg)  (ug/kg) i
Semolina 39 LD -172 13/13
Farinha integral 39 LD -131 11/11
Centeio 28 LD-288 Alemanha 37/37 (GSLTSZ%%S;‘ K
Farinha de centeio 26 LD - 64 15/15 b
Flocos de aveia 4,3 LD - 55 27/31
. — (BOHM et al.,
Racéo 409 LD - 1390 Austria 24/29 2010)
Biscoito 1310 377-5205  Brasi  18;23 (ooozAetal
2015)

Pao integral 491 165 - 988 Brasil 5/30 (SAVI et al.,
Biscoito 739 434 - 1159 3/30 2016)
Biscoito 591 LQ-1720 Brasil 35/36 (ALMEIDA et

Macarrao 387 LQ - 1609 39/40 al., 2016)
1700 - 310 - . (PIACENTINI et
Cevada 7500 15500 Brasil 72/76 al., 2018)
Farelo de aveia 230 LD - 276 Espanha 5/30 (VIDAL etal,
2013)
(DOMBRINK-
. o KURTZMAN;
A"mfea”rffi‘lgbao i 10 - 224 ﬁ?ddc?: 23/52 POLING:
KENDRA,
2010)
Milho® 314 0,3-2149 China 49/60 (WEI et al.,
Derivados de milho® 170 0,3 -1828 141/155 2012)
Pao 48,3 11-148 China 48/51 (JIANG et al.,
Biscoito 276,8 13,3-942 47149 2018)
Trigo 910 70 -4730 20/50
Milho 450 10-1070 india 6/25 (M'S';c'?g)et al.
Cevada 210 30 - 530 4/25
Pao 125 13- 350 A 16/17
Petisco 124  13-320 Rzﬁ]‘ﬁfa 21/34 ('\gf\;fg'g(l)l\;p‘
Farinha® 103 28 - 594 16/22 K

Fonte. Elaborado pela autora, 2018.
a) Concentracdo média; b) alimentacdo infantil a base de cereais; c) dados referentes ao ano de 2010;
d) farinha de trigo e centeio.

N, - nimero de amostras positivas.



Tabela 2 - Métodos utilizados para extracao, limpeza e quantificacdo de DON.
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Referéncias

Tipo de alimento

Método de extracdo

Método de limpeza

Método
cromatografico
de quantificacao

Condicbes
cromatograficas

LD/LQ
(Mg/kg)

(SOLEIMANY;
JINAP; ABAS,
2012)

(JUAN:
RITIENI;
MANES,

2013)

(VIDAL et al.,
2013)

(SPANJER;
RENSEN;
SCHOLTEN,
2008)

(STECHER et
al., 2007)

arroz, trigo, aveia,

cevada e
farinha de milho

diversos cereais
orgéanicos e
produtos
derivados

farelo de trigo e
farelo de aveia

amendoim,
pistache,
trigo, milho,
flocos de milho,
uva-passa e figo

trigo

acetonitrila:agua:acido
aceético (79:20:1, viviv)

acetonitrila:dgua
(84:16, viv)

agua

acetonitrila:dgua
(80:20 v/v); uva-passa e
figo: extracdo com
metanol:dgua
(70:30, viv)

acetonitrila:dgua
(84:16, viv);
metanol:agua
(20:80, viv)

Coluna de
imunoafinidade
(DONPREP)

Cartuchos de extracao em
fase solida com diferentes

polaridades: Supelclean LC-

18, Isolute C8, Mycosep
227, OASIS™ HLB e GMA-
DVB

CLAE-MS/MS

CLAE-MS/MS

CLAE-UV/Vis

CLAE-MS/MS

CLAE-UV/Vis

Coluna C18 Thermo Scientific
(150 mm x 4,6 mm, 3 um)
Fase mével: diferentes proporcoes
de metanol ou acetonitrila contendo
0,1% de acido acético
Fluxo: 0,2 - 0,3 mL/min; Vol. de inje¢éo: 10 - 30 pL

Coluna C18 Gemini (150 mm x 2,0 mm, 5 um)
Fase mavel: (A) agua:metanol:acido acético
(89:10:1, viviv) e (B) agua:metanol:acido acético
(2:97:1, viviv) ambas com 5 mM de acetato de
amonio; Fluxo: 0,2 mL/min; Vol. de injecdo: 20 pL

Coluna Water Spherisorb ODS2,
(250 mm x 4,6 mm, 5 um)
Fase moével: 4gua:acetonitrila:metanol
(92:4:4, viviv); A =220 nm
Fluxo: 1,2 mL/min; Vol. de inje¢do: 100 pL

Coluna C18 Alltima
(150 mm x 3,2 mm, 5 um)
Fase moével: (A) 0,1% de &cido formico em agua e
(B) 0,1% de &cido férmico em acetonitrila
Fluxo: 0,3 mL/min; Vol. de injecdo: 20 pL

Coluna Nucleosil 120-3 C18
(125 mm x 2 mm, 3 um)
Fase moével: (A) dgua e (B) metanol
Fluxo: 0,4 mL/min; Vol. de injecdo: 20 pL
A =220 nm e 260 nm

Continua

5/10

5/10

100/ 300

20/ -

LD = 3,47
pmol



(TANG et al.,
2013)

(PACIN et al.,
2010)

(ENNOUARI
et al., 2013)

(SUN et al.,
2016)

arroz, trigo,
amendoim e
milho

farinha de trigo

e péo

trigo

trigo, milho
e arroz

PBS;
PBS - metanol

acetonitrila:agua
(84:16, viv)

agua

acetonitrila:agua
(80:20, v /v) contendo
0,1% de acido formico

Coluna de
imunoafinidade
(Myco6in1")

Colunas MycoSep 216, 225
e 227 (Romer Labs)

Coluna de
imunoafinidade
(DONPREP)

C18, PSA, GCB,
SPE, coluna com
grupo funcional amina
e QUEChERS

CLUE-MS/MS

GC-ECD%
ccp®

CLAE-UV/Vis

CLUE-MS/MS

Continua 21

Coluna ACQUITY UPLC BEH C18 05/
(100 mm x 2,1 mm, 1,7 ym) 5<LQ<20
Fase mavel: (A) 0,1% de acido
férmico em agua e (B) metanol;
Fluxo: 0,3 mL/min; Vol. de injecao: 10 pL

GC-ECD - Coluna capilar Hewlett-Packard HP-5 4/10
(30 m x 0,25 mm i.d., 0,25 ym)
Tinjetor =250 OC; Tdetector =300 OC;
Fase movel: N,; Fluxo = 1 mL/min;

CCD - Placa de aluminio com silica gel (n° 5553);
Fase mavel: tolueno:acetona (1:2, v/v);
Revelador: solugdo de etanol:dgua (1:1, v/v) com
20% de cloreto de aluminio, T =150°C e
tempo = 10 min; Rf = 0,5

Coluna Waters Spherisorb 13,3/40
(150 mm x 4,6 mm, 5 um)
Fase movel: 4gua:acetonitrila:metanol
(94:3:3, viviv); Fluxo: 1,2 mL/min; A =220 nm

Coluna CORTECS C18 Waters Corp. 5/15
(100 mm x 2,2 mm, 1,6 um)
Fase mavel: (A) metanol e (B) agua
contendo 0,5% de &cido férmico
Fluxo: 0,2 mL/min; Vol. de injecdo: 5 pL

Fonte. Elaborado pela autora, 2018.
a) Determinacdo de DON; b) detec¢éo e confirmagédo de DON para amostras acima de 40 ug/kg.

Siglas: LD - Limite de Deteccdo; LQ - Limite de Quantificacdo; CLAE-UV/Vis - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de Ultravioleta/Visivel, CLAE-MS/MS -
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao Espectrémetro de Massas Triplo Quadrupolo; GC-ECD - Cromatografia Gasosa com detector de Captura de Elétrons; CCD -
Cromatografia em Camada Delgada; CLUE-MS/MS - Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada ao Espectrometro de Massas Triplo Quadrupolo; GMA-DVB (Glycidyl
Methacrylate-Divinylbenzene); OASIS™ HLB (Hydrophilic-Lipophilic Balance); PBS (Phosphate Buffered Saline) - tamp&o de fosfato salino; PSA (Primary Secondary Amine) - amina
priméria secundaria; C18 - octadecilsilano; GCB (Graphitized Carbon Black) - carbono grafitizado; QUEChERS (Quick Easy Cheap Effective Rugged Safe) - Rapido, Facil, Barato, Eficaz,

Robusto e Seguro.
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2.3. Legislacao

Diante desse cenario € preciso um controle maior das micotoxinas em
produtos agricolas com o intuito de minimizar os riscos em seres humanos e
animais. Assim, o ideal € que o0s contaminantes estejam ausentes ou em
guantidades aceitaveis, seguras e de acordo com a legislacdo vigente. A Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publica suas normas com base em dados
cientificos, considerando as demandas internas e o cenario internacional. No
entanto, o setor produtivo precisa de um periodo para a melhoria de seus processos,
sem onerar demasiadamente o consumidor e diminuir a competitividade no mercado.
Logo, tanto os 6rgdos governamentais quanto os produtores precisam ter bom senso
na tomada de decisdo, levando-se em conta, principalmente, a salde do
consumidor.

A ANVISA em 18 de fevereiro de 2011 publicou a Resolucdo da Diretoria
Colegiada (RDC) n°® 7, que dispde sobre limites maximos tolerados (LMT) para
micotoxinas em alimentos prontos para oferta ao consumidor e em matérias-primas.
O regulamento estabeleceu os limites maximos para as aflatoxinas (B1, B2, G1, G2
e M1), OTA, DON, fumonisinas (B1 e B2), patulina e ZEA. Na resolugdo foram
especificados em anexos, prazos escalonados para a aplicacdo dos LMT em
determinados alimentos, assim o setor produtivo poderia se adequar. Entretanto, em
2013 a ANVISA publicou a RDC n° 59, de 26 de dezembro de 2013, que prorrogou
até 1° de janeiro de 2017 os prazos dos artigos 11 e 12, respectivos anexos Il e IV
da RDC n° 7. Em 2017, a RDC n° 138, de 8 de fevereiro de 2017 alterou a RDC n° 7
modificando os LMT de micotoxinas em alimentos como o trigo e produtos de trigo
prontos para oferta ao consumidor (ANVISA, 2011, 2013, 2017a), como consta na
Tabela 3.

Tabela 3 - Limites Maximos Tolerados (LMT) estabelecidos para DON.
LMT (ug/kg) LMT (ug/kg)
Alimento Aplicagdo em 1°de  Aplicagéo em 1°de
janeiro de 2017 janeiro de 2019

Trigo e milho em gréos para posterior

processamento 3000 3000

Continua
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Continua

Trigo integral, trigo para quibe, farinha de
trigo integral, farelo de trigo, farelo de arroz e 1250 1000
grao de cevada.

Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos
de &gua e sal, e produtos de panificacao,
cereais e produtos de cereais exceto trigo e
incluindo cevada malteada.
Fonte. Elaborado pela autora, 2018.

1000 750

2.4. Justificativa

O trigo é um dos principais cereais cultivados no mundo, sendo superado, em
termos de producdo, apenas pelo milho. O grdo é consumido na forma in natura e na
forma de produtos processados, como por exemplo, pdes, massas alimenticias,
bolos, biscoitos, dentre outros. E usado também como ragdo animal, quando ndo
atinge a qualidade exigida para consumo humano. Estima-se que 65% da sua
producdo sao consumidos na forma de farinha branca, 20% na alimentacdo animal e
15% perdidos durante manuseio e processamento poés-colheita. A producao
brasileira ndo supre completamente o consumo, fazendo com que o Brasil compre
trigo principalmente da Argentina, Canada e EUA. Os produtos a base de trigo fazem
parte da cesta basica dos brasileiros, devido a facilidade de obtencao, simplicidade
de processo de fabricacdo, baixo custo, praticidade e fonte de energia. Embora o
trigo e seus produtos representem uma importante fonte de alimento, essa cultura
pode ser afetada por diversos micro-organismos, especialmente os fungos
toxigénicos, capazes de produzir micotoxinas. Das micotoxinas presentes no trigo, a
mais comumente encontrada é o desoxinivalenol. De acordo com a IARC, o DON
ndo é classificado como carcinogénico para humanos e animais, porém esta
relacionado com surtos de gastroenterite, tendo como sintomas: nauseas, vomito,
vertigens, distdrbios gastrointestinais e diarreia. A contaminagdo com micotoxinas no
campo € dificil de controlar devido a influéncia das condi¢cdes climaticas como
umidade relativa e temperatura. Teores de umidade no solo, danos provocados por
insetos na planta, deficiéncia mineral e “stress” s&o importantes fatores na
contaminagdao. Com base nessas informacdes e visando a RDC n° 7/2011 alterada
pela RDC n° 138, de 8 de fevereiro de 2017, que estabeleceu o LMT de DON em
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trigo e derivados de trigo, o monitoramento desses produtos é de fundamental
importancia para que estratégias de reducdo dessa contaminacdo em alimentos a
base de trigo sejam definidas, uma vez que a funcdo da vigilancia sanitaria € atuar

na prevencao e protecdo da saude da populacéao.

2.5. Objetivos

O trabalho teve como objetivo geral avaliar amostras de trigo e derivados de

trigo quanto a contaminacao por desoxinivalenol. Os objetivos especificos foram:

| - Avaliar a ocorréncia de DON em amostras de trigo em gréo, farelo de trigo, trigo

para quibe e farinha de trigo comercializadas na cidade de S&o Paulo.

Il - Verificar se ha diferencas de contaminacdo em produtos embalados e a granel.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais e reagentes

Os reagentes utilizados foram metanol (MeOH) obtido da Sigma Aldrich (St.
Louis, MO, EUA) e acetonitrila (ACN) da J.T. Baker (Avantor Inc.; Radnor, PA, EUA),
ambos grau CLAE. O padrao de desoxinivalenol (cod. D0156 - 1 mg) foi adquirido da
empresa Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA). O material de referéncia certificado de
trigo triturado B-MYCO0856 foi comprado da empresa LGC Standards (Wesel,
Alemanha) com valor certificado de 877 + 23 ug/kg. A coluna de imunoafinidade

DonStar™ R foi comprada da empresa Romer Labs (Union, MO, EUA).

3.2. Amostras

Ao todo foram analisadas 37 amostras, distribuidas da seguinte forma: trigo
em grao (n = 9), trigo para quibe (n = 9), farelo de trigo (n = 10) e farinha de trigo (n =
9). As amostras foram adquiridas na Zona Cerealista de Sao Paulo (Bras), no
Mercado Municipal da Lapa e em supermercados da cidade de S&o Paulo no més
de setembro de 2018, levando-se em consideracdo as marcas disponiveis, o0s lotes e

os produtos vendidos a granel.

3.3. Preparacédo da solucado padrao e curva analitica

O padréao foi solubilizado em acetonitrila e o espectro de DON foi feito no
ultravioleta-visivel com varredura na faixa de 190 até 1100 nm utilizando o
espectrofotometro HP 8453 (Hewlett Packard/Agilent; Palo Alto, CA, EUA). A
absorbancia foi medida em triplicata a 217 nm e a concentracdo do padrdo foi

calculada através da lei de Lambert-Beer, utilizando a absorbancia média e a
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absortividade molar (¢) do composto em acetonitrila. A solucdo padrdo foi usada
para preparar solu¢cdes em agua ultrapura para construir a curva analitica de DON
em sete diferentes niveis de concentracdo: 50, 100, 200, 400, 600, 800 e
1000 ng/mL. A quantificacao foi realizada por padronizacao externa.

3.4. Preparo da amostra e quantificagéo

3.4.1. Etapa de extracao

As amostras de trigo em grdo foram previamente trituradas em liquidificador
industrial Vitaprep (Vitamix Corporation; Ohio, EUA). Cada amostra foi identificada e
armazenada em temperatura ambiente. As amostras foram homogeneizadas e
pesou-se uma por¢cdo de 12,5 g da amostra que foi extraida com 100 mL de agua
ultrapura em agitador orbital KS 501 Digital (IKA Labortechnik; Staufen, Alemanha)
por 30 min a 300 rpm. ApOs a agitacdo aguardou-se a decantacdo da amostra, o
sobrenadante foi transferido para um tubo de 50 mL e centrifugado a 3000 rpm por
10 min (Nova Técnica; Centrifuga NT 812, Piracicaba, Brasil). O extrato foi filtrado

através de papel de microfibra de vidro (0,45 um) e coletado em um tubo de ensaio.

3.4.2. Etapa de limpeza (clean-up), concentragao e quantificagéo

A etapa de limpeza foi realizada no sistema de automacdo de extracdo em
fase soélida GX-274 ASPEC (Gilson, Inc.; Middleton, WI, EUA), Figura 4. O
carregamento (load) do extrato para a coluna foi de 2 mL com um fluxo de 1 - 2
gotas/s (2 mL = 0,25 g da amostra). Em seguida, a coluna foi lavada com 10 mL de
agua ultrapura (2x) com fluxo de 2 mL/min. A coluna foi retirada do suporte do
sistema GX-274 ASPEC para a secagem no concentrador 5301 (Eppendorf;
Hamburg, Alemanha) com velocidade de 1400 rpm por 5 min, e seguiu-se com a

eluicdo no sistema GX-274 ASPEC que foi realizada com 2 mL de metanol com fluxo
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de 0,5 mL/min e o eluato foi coletado em um tubo de 5 mL. O tubo foi retirado do

sistema e o solvente foi evaporado em um banho com temperatura de 45°C sob

fluxo de N,. O residuo seco foi dissolvido em 1 mL de agua ultrapura, e a solucao foi

homogeneizada e transferida para um vial para posterior analise no cromatégrafo.

Figura 4 - Sistema de automacéao de extracdo em fase sélida GX-274 ASPEC.

Fonte: Nucleo de Contaminantes Organicos (IAL), 2018.

3.5. Condi¢cdes cromatograficas

As seguintes condi¢cdes foram utilizadas no cromatégrafo liquido de alta
eficiéncia Alliance 2695 (Waters Corporation; Milford, MA, EUA):

Composicéo da fase mdvel: metanol:acetonitrila:agua (15:5:80, v/v/v);
Fluxo: 0,8 mL/min;

Volume de injecdo: 50 pL;

Tempo de corrida: 12 min;

Comprimento de onda (A): 220 nm;

Coluna cromatografica de fase reversa C18: Microsorb-MV 100-5, 250 x
4,6 mm, 5 ym (Varian Medical Systems; Walnut Creek, CA, EUA);

Coluna de guarda de fase reversa C18: ZORBAX, 4 x 3 mm (Agilent
Technologies; Palo Alto, CA, EUA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Concentracdo da solucédo padrao e curva analitica

A Figura 5 apresenta o espectro do desoxinivalenol, que tem uma banda

caracteristica na regiao entre 195 e 270 nm, e absorbancia maxima em 217 nm.

Figura 5 - Espectro de DON.

14 A=217nm

0,8 -

0,6 -

0,4 -

Absorbéancia

0,2 -

0 T T T T T T T 1 T 1
190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390

Comprimento de onda (nm)

Fonte. Elaborado pela autora, 2018.

A absorbancia foi medida em triplicata no comprimento de onda de 217 nm e
calculou-se a média (formula 1). A concentracdo da solucdo padrdo foi obtida

utilizando a formula 2 (lei de Lambert-Beer):

AbSmgdia = (Abs; + Abs; + Abs3)/3 (2)
AbSmedia = (0,95961 + 0,96041 + 0,96120)/3 = 0,9604
Concentracdo = AbSmgdia x CF x MM x 1000/ ¢ x b (2)

Concentracdo = 0,9604 x 1 x 296,32 g mol™ x 1000 / 6825 L mol™* cm™ x 1 cm
Concentragao = 41,697 pg/mL

Em que,

AbSmegia = absorbancia média em 217 nm
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CF = fator de correcéo do espectrofotdmetro
MM = massa molar
¢ = absortividade molar do desoxinivalenol em acetonitrila

b = caminho 6ptico

4.2. Parametros de validacdo da metodologia

A validacdo do método analitico para determinar DON em trigo e derivados de
trigo seguiu as orientagbes do INMETRO (INMETRO, 2016), e foi desenvolvida e
publicada pelo Nucleo de Contaminantes Organicos (Centro de Contaminantes/IAL)
(ALMEIDA et al., 2016; SILVA et al., 2017). A Tabela 4 apresenta os parametros da

validacdo do método.

Tabela 4 - Parametros de validacdo da metodologia de DON para trigo e derivados
de trigo.

Tipo de Curva LD*  LQ? Mivel el pedede ey
Amostra analitica ' (ug/kg) (ug/kg) Fortificacdo  Recuperacdo (%)
(ug/kg) (%)
F y =83,5x-175 0,9999 60 200 877 +23° 102,0 2,4
TG
TQ y =70,587x - c
T 925141 0,9995 60 200 877 + 23 102,0 2,4
F

Fonte: elaborado pela autora, 2018.

a) O LD e LQ foram calculados com base nos valores médios de seis réplicas da matriz em branco;

b) As médias de recuperacdo e desvios padrdes relativos foram calculadas com base em quatro
repeticdes (n = 4);

c) Material de Referéncia Certificado de Trigo B-MYC0856.

TG - trigo em gréo; TQ - trigo para quibe; FT - farelo de trigo; F - farinha de trigo.

CV - Coeficiente de variagdo; LD - Limite de Detecc¢do; LQ - Limite de Quantificacéo.

4.3. Curva analitica

A curva analitica foi preparada em triplicata utilizando a solu¢do padrédo em
concentracOes variando de 50 a 1000 ng/mL (Figura 6a). A Figura 6b apresenta o

cromatograma dos 7 niveis da curva:
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Figura 6 - (a) Curva analitica de DON na faixa de concentracao de 50 a 1000 ng/mL
e (b) cromatograma dos 7 niveis da curva.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

A equacdo da reta empregada para a quantificacdo de DON foi y = 70,587x -

925,141 onde y = area do pico e x = concentracdo de DON (ng/mL). O coeficiente de

correlacéo (r) da curva foi 0,9995 e esta acima de 0,990, portanto em conformidade
com a RDC n° 166 (ANVISA, 2017b). O coeficiente de determinacdo (r?) foi de

0,9991. O tempo de retencao na corrida foi entre 9,7 e 9,8 min.
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4.4. Ocorréncia de DON em amostras de trigo e produtos de trigo

As amostras de trigo em grao (TG), trigo para quibe (TQ), farelo de trigo (FT)
e farinha de trigo (F) foram analisadas e as concentrac6es de DON foram calculadas

de acordo com as relagbes abaixo:

Ci1=Cyx1g/(Mx2mL/100 mL) 3)
Concentracao de DON (pg/kg) = (C1 x 1000 / 1000) (4)
Em que,
C1 = concentracdo de DON expressa em ng/mL ou ng/g
C, = concentracdo obtida na corrida cromatografica
M = massa de trigo pesada

Das 37 amostras analisadas, 21 (56,7%) estavam contaminadas com niveis de
DON variando de LQ a 3045,12 ug/kg. No trigo em gréo, das 9 amostras analisadas, 4
(44,4%) foram positivas com niveis variando de LQ a 261,05 ug/kg e média de
233,93 ug/kg. Para trigo para quibe, de 9 amostras analisadas, 2 (22,2%)
apresentaram contaminagao, com niveis variando de LQ a 1698,93 ug/kg e média de
991,82 ug/kg. Quanto ao farelo de trigo, de 10 amostras analisadas, 10 (100,0%)
estavam contaminadas, com niveis variando de 756,74 a 3045,12 pug/kg e média de
1245,87 pg/kg. E por ultimo, das 9 amostras de farinha de trigo analisadas, 5 (55,5%)
apresentaram contaminacdo por DON, com niveis variando de LQ a 485,80 ug/kg e
média de 309,86 ug/kg. As frequéncias e niveis de contaminacao estdo resumidos na
Tabela 5.

Tabela 5 - Concentragcbes de DON em amostras de trigo em gréo, farelo de trigo,
trigo para quibe e farinha de trigo.

Faixa de Adiald Frequéncia e Incidéncia (%)
~ Media
Amostra N  concentracdo (ug/ka)
(Lg/kg) Ha/kg <LQ LQ-750  750-1250  >1250
TG 9 LQ - 261,05 233,93 5(55,5) 4(44,4) - -
TQ 9 LQ - 1698,93 991,82 7 (77,7) 1(11,1) - 1(11,1)
FT 10 756,74 - 3045,12 1245,87 - - 8 (80,0) 2 (20,0)
F 9 LQ - 485,80 309,86 4(44,4) 5 (55,5 - -

Fonte. Elaborado pela autora, 2018.

a) Concentracdo média das amostras positivas.

TG - trigo em gréo; TQ - trigo para quibe; FT - farelo de trigo; F - farinha de trigo.
N - nimero de amostras analisadas. LQ - 200 pg/kg.
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Assim, o trigo em gréo, farinha de trigo e 8 amostras de trigo para quibe
apresentaram baixos niveis de contaminacdo. O mesmo néo foi observado no farelo
de trigo em que foi confirmado DON em 100% das amostras, um fato preocupante
para a saude do consumidor. Atualmente, o LMT para farelo de trigo é de
1250 pg/kg, no entanto, a partir de 1° de janeiro de 2019 passara para 1000 pg/kg.
Se 0 prazo ja estivesse em vigor, 50% das amostras de farelo de trigo analisadas
estariam condenadas, o que enfatiza ainda mais a importancia do monitoramento
desse produto. A Tabela 6 e Figura 7 apresentam as amostras onde se confirmou a
presenca de DON (positivas), e a distribuicdo dessas amostras de acordo com as

faixas de concentracéo, respectivamente.

Tabela 6 - Ocorréncia de DON nas amostras positivas de trigo em gréao (TG), trigo
para quibe (TQ), farelo de trigo (FT) e farinha de trigo (F).

ID Produto Resultado (ug/kg) ID Produto Resultado (pg/kg)

TG1 embalado 261,05 FT6 a granel 1817,35
TG4 a granel 251,10 FT7 a granel 756,74
TG5 a granel 214,92 FT8 a granel 824,97
TG7 a granel 208,64 FT9 a granel 3045,12
TQ2 embalado 1698,93 FT10 embalado 829,14
TQ4 embalado 284,71 F1 embalado 336,30
FT1 embalado 1069,81 F2 embalado 254,40
FT2 embalado 868,22 F5 embalado 485,80
FT3  embalado 1190,00 F6 embalado 268,10
FT4 a granel 1242,23 F9 embalado 204,70
FT5 a granel 815,12

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.
ID - identificacao.

Figura 7 - Distribuicdo das amostras positivas de acordo com as faixas de
concentragcédo de DON (ug/kg).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.
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A contaminacdo dos produtos embalados e a granel foi comparada, e se
observou que nao houve diferenca significativa. Ao todo 3 (8,1%) amostras estavam
acima dos LMT estabelecidos pela legislacdo: TQ2 (1698,93 ug/kg), FT6 (1817,35
pg/kg) e FT9 (3045,12 ug/kg). A Figura 8 apresenta os cromatogramas das amostras
acima do LMT.

Figura 8 - Cromatogramas dos extratos das amostras TQ2, FT6 e FT9.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

A ocorréncia de desoxinivalenol em trigo e derivados de trigo foi relatada por
muitos autores no Brasil e em outros paises (Tabela 7). Lamardo (2004) encontrou
incidéncia de DON em 14 (50%) de 28 amostras de farinha de trigo, em niveis
variando de 82 a 600 pg/kg, e média de 296,3 ug/kg. Em um estudo realizado na
Sérvia, Skrbi¢ et al. (2012) verificaram a incidéncia de DON em 13 (86,7%) de 15
amostras de farinha de trigo, com niveis variando de 17,5 a 976 ug/kg, e média de
325 ug/kg. Almeida et al. (2016) analisaram 58 amostras de farinha de trigo e 53
(91,4%) estavam contaminadas com niveis de DON variando de LQ a 1310 pg/kg, e
média de 360 ug/kg. O nivel médio de DON das amostras de farinha de trigo foi
proximo aos resultados citados.

Alguns estudos sobre a contaminag¢édo por DON em trigo conduzidos no Brasil e
descritos na Tabela 7 apresentaram concentracbes meédias variando de 407 a
1895 ug/kg, que estdo acima do nivel médio das amostras de trigo analisadas.
Calori-Domingues et al. (2016) encontraram DON em 644 das 745 amostras de trigo
(86,4%) com niveis variando de 50 a 8501 ug/kg, e média de 1690 e 407 ug/kg para
0 ano de 2009 e 2010, respectivamente. Mallmann et al. (2017) analisaram ao longo

de oito anos (2008 - 2015) 2714 amostras de trigo cultivadas na regidao sul. A
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concentracdo média de DON das amostras positivas (73%) durante o periodo
analisado foi de 855 pg/kg. A porcentagem média de amostras acima do limite
estabelecido pela legislacéo brasileira foi de 30,2%.

Savi et al. (2016) trabalharam com amostras de gréos de trigo moidas e
separadas em diferentes fracdes, e constataram que 35% estavam contaminadas
com DON. A concentracdo média das amostras positivas de trigo moido, farinha
acabada e farelo foram de 1895, 1305 e 2278 ug/kg, respectivamente. Nesse estudo
avaliou-se a distribuicdo natural de DON no processo de moagem do trigo, que
envolve a separacdo do endosperma do gérmen e farelo, considerados subprodutos
do grdo. O endosperma, rico em amido, € o principal componente da farinha de trigo
e constitui a estrutura interna do grdo, assim como o0 gérmen ou embrido que é a
planta potencial de trigo. Observou-se que a micotoxina pode ser redistribuida e
concentrada em certas fracdes de moagem como o farelo. As camadas externas do
gréo (farelo) podem se comportar como uma barreira fisica evitando que o fungo
penetre demasiadamente na estrutura interna do grao, e outros estudos chegaram a
mesma conclusdo (FINNIE; ATWELL, 2016; JOINT FAO/WHO EXPERT
COMMITTEE ON FOOD ADDITIVES. MEETING, 2001; TIBOLA et al., 2015).

O processo de moagem pode resultar em uma maior concentracao de
desoxinivalenol nas camadas externas e uma farinha de trigo menos contaminada.
Isso é preocupante uma vez que o farelo, rico em fibras, tem sido muito consumido
por seres humanos, além de ser utilizado na racdo de animais (EDWARDS et al.,
2011). Embora o trigo em grao também seja constituido pelas camadas externas,
que geralmente sdo mais suscetiveis a um nivel maior de contaminacdo, o
endosperma que representa a maior parte em peso acaba “diluindo” a micotoxina, o
gue resulta em um trigo normalmente menos contaminado que o farelo. Outros
estudos também reportaram niveis de DON significativamente maiores no farelo de
trigo do que em outros produtos de moagem de trigo (EUROPEAN FOOD SAFETY
AUTHORITY, 2013; HERRERA et al.,, 2009; ISRAEL-ROMING; AVRAM, 2010;
KOSTELANSKA et al., 2011). Tal fato péde ser observado nos resultados obtidos,
assim estdo em concordancia com os estudos supracitados.

Um total de 6 (16,2%) amostras estariam em desacordo com a legislacao
brasileira se os novos limites estivessem em vigor. No entanto, levando-se em

consideracdo o limite para DON definido pela Comisséo Europeia de 750 pg/kg,
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100% do farelo de trigo e 11 (29,7%) amostras estariam condenadas (EUROPEAN
FOOD SAFETY AUTHORITY, 2013).

Diante desse cenario, a melhor estratégia para os produtores € o
conhecimento dos mecanismos de producdo de DON pelos fungos, de modo que
medidas preventivas possam ser adotadas nas vérias etapas da producéo agricola.
A aplicacdo dessas medidas pode ser uma ferramenta eficaz para o controle de
micotoxinas, como a secagem dos gréos; aplicacdo correta de fungicidas;
armazenamento dos gréos em local limpo com controle de temperatura e umidade, e
um sistema de aeracdo; manejo de pragas; segregacao de gréos danificados e/ou
aparentemente contaminado, etc. (BERNARDI et al.,, 2018). Além disso, 0

desenvolvimento de novas tecnologias pode contribuir para minimizar o problema.

Tabela 7 - Ocorréncia de DON em trigo em grado, farinha de trigo, farelo de trigo e
trigo para quibe.

Média® Intervalo

Produto (Lg/kg) (La/kg) Pais Np Referéncias
Trigo 49 LD - 235 52/52

Farinha 45 LD - 613 Alemanha 39/39 (G(EC:;TSZCO%S;‘ K
Farelo 225 LD - 1163 10/10 B

. ) ) : (PALAZZINI et
Trigo 400 - 8500 Argentina 55/69 al., 2015)

_ ] . (PACIN et al.,

Farinha 72,1 LQ - 317 Argentina 47/55 2010)

. i s (BOEVRE et
Trigo 58,5 16 - 150 Bélgica 4/6 al., 2012)
Trigo 753,2 166 - 1500 Brasil 5/14 (LAMARDO,

Farinha 296,3 82 - 600 14/28 2004)
. ) . (ALMEIDA et
Farinha 360 LQ - 1310 Brasil 53/58 al., 2016)

. ) : (TRALAMAZZA
Trigo 706 183 - 2150 Brasil 147/150 et al., 2016)

. CALORI-
Trigo® 1690 50 - 8501 . 334/371 (

I Brasil DOMINGUES
Trigo 407 50 - 2419 310/374 et al., 2016)

. ) . (MALLMANN et
Trigo 855 510 - 1084 Brasil 1982/2714 al., 2017)

(DEL PONTE;
GARDA-
. . BUFFON;
Trigo 540 LD - 2740 Brasil 65/66 BADIALE.
FURLONG,
2012)
Trigo 937 LQ - 11800 Brasil 433/668 (MACHADO et

Continua
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Continua
Farinha 693 LQ - 11400 330/697 al., 2017)
Farelo 640 LQ - 5190 101/139
Trigo 1895 737 - 2866 7120
Farinha 1305 840 - 2195 Brasil 7/20 (SAZ\QleE;t)al.,
Farelo 2278 1366 - 2931 7120
Farinha 234,17 73,5-2794,63  Brasi  134/172 (S”‘;/()Alg)t al.
Trigo 1098 308 - 3426 30/30
Farinha 723 234 -2409 Brasil 30/30 (BEZ"OLlLi)CO’
Farelo 1910 408 - 5296 30/30
(MARTOS;
Trigo - 54 - 8792 Canada 40/40 THOMPSON,;
DIAZ, 2010)
Farnha 178 2,4-1130  China  615/672 (L';Oig;""'
Farinha - 160,6 - 2205,8 China 21/21 (XU et al.,
Trigo - 483,0 - 20255 4/4 2016)
Trigo 1962 259 - 4975 China 50/56 (Cgéf;)"’""
Farelo 440 LQ - 890 China 12/13 (LI etal., 2014)
Austria
Trigo 1500  203-4130 Alemanha  23/23 (Be'leTHz'&')'gE)R
Eslovaquia B
Farelo 1308 LD -6178 23/37
Farelo 1657 LD-6178  Espanha  15/26 (V'DzAO"lg)t al.,
Farelo® 655 LD - 1662 8/11
(RUBERT;
Farinha 45 - 367 Espanha 5/25 SOLER,;
MARES, 2011)

. ) A (NATHANAIL et
Trigo 866 LQ - 5510 Finlandia 29/30 al., 2015)

. ] N (PASCALE et
Trigo 560 30 - 2700 Italia 20/20 al., 2014)
Trigo 102,0 8 - 654 Jap3o' 90/150  (YOSHINARI et

Farinha 71,8 3-789 P 44/50 al., 2014)
Trigo para i i . (ANTONIOS et
quibe 97 - 177 52 - 289 Libano 7/80 al., 2010)

. ] (ENNOUARI et
Trigo 502,1 65 - 1310 Marrocos 9/81 al., 2013)

. ] ] (TROMBETE et
Trigo 31,3-297,3 Portugal 6/13 al., 2016)

. i i . (TUTELYAN et
Trigo 35-375 60 - 1260 Russia 52/634 ) al., 2913)

Farinha 325 17,5 - 976 Sérvia 13/15 (SKF;ngzft al.,

Fonte. Elaborado pela autora, 2018.
a) Concentracdo média; b) amostras de 2009 e c¢) 2010; d) producdo convencional e e) organica; f)
amostras dos EUA, Canada e Australia. N, - nimero de amostras positivas.
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5. CONCLUSAO

A ocorréncia de DON foi avaliada em 37 amostras de trigo e derivados de

trigo comercializadas na cidade de S&o Paulo, e constatou-se que:

21 (56,7%) amostras estavam contaminadas com DON;
3 (8,1%) amostras estavam acima do LMT estabelecido pela legislacao;

100% das amostras de farelo de trigo estavam contaminadas com DON no

periodo estudado, e 20% acima do limite estabelecido pela legislacéo;

N&o se verificou diferenga significativa entre as amostras embaladas e a

granel;

Ha uma correlacdo entre o processo de moagem do trigo, e a
redistribuicdo e concentracdo da micotoxina em certas fracdes de

moagem;
Os resultados preliminares mostram uma tendéncia preocupante;

O estudo requer mais dados e aprofundamento para chegar a uma
conclusdo mais precisa sobre a exposicdo da populagcdo ao

desoxinivalenol.
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