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RESUMO

A ocorréncia de fumonisinas livres e mascaradas foi avaliada na andlise de 212
amostras milho pipoca, fuba, flocos de milho pré-cozidos, canjiquinha, farinha de
milho, canjica branca e curau de milho. Foram desenvolvidos e validados dois
métodos analiticos, sendo um utilizado na determinacéo direta das fumonisinas B1
(FB1) e B2 (FB2) e fumonisinas B1 e B2 hidrolisadas (HFB1 e HFB2) livres e o outro
para determinacado indireta de fumonisinas totais (livres + ligadas) em milho e
produtos a base de milho por cromatografia liquida de ultra-eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas sequencial (CLUE-EM/EM). No tratamento das amostras
para a determinacdo direta de fumonisinas livres foi utilizado um procedimento
relativamente simples onde se utilizou extracdo com mistura de solventes e etapas
rapidas de agitacao e sonificagao, seguida da diluicdo dos extratos. As fumonisinas
totais foram quantificadas indiretamente pelas formas hidrolisadas obtidas apds
hidrélise alcalina das amostras, sendo que a eficiéncia da hidrélise alcalina foi
otimizada. Recuperagodes satisfatérias (89,3—110,5%) com desvios padréo relativos
inferiores a 14% foram obtidos para todas as micotoxinas alvo nos dois métodos
estudados. Os métodos apresentaram sensibilidade adequada com limites de
quantificacao (LQ) inferiores a 10 pg/kg para todas as micotoxinas, atendendo aos
limites maximos tolerados no Brasil para o somatdério das fumonisinas B1 e B2 em
milho pipoca e produtos a base de milho. O método para determinagcdo de
fumonisinas livres foi aplicado com sucesso na analise de 212 amostras de milho
pipoca e produtos a base de milho, sendo que os niveis encontrados ndo excederam
o limite maximo tolerado (LMT) de acordo com a RDC n° 07/2011. O método para
determinagao indireta de fumonisinas totais (livres + ligadas) foi aplicado na analise
de 87 amostras; as fumonisinas totais foram encontradas em niveis de concentracao
de 1,1 a 2,7 vezes maiores que as concentragcdes de fumonisinas livres. Os
resultados encontrados nesse estudo demonstram a importancia do monitoramento

de fumonisinas e fumonisinas mascaradas em milho e alimentos a base de milho.

Palavras chave: Fumonisinas. Fumonisinas mascaradas. Milho. Produtos a Base de
Milho. CLUE-EM/EM.



ABSTRACT

The occurrence of free and masked fumonisins were evaluated in 212 popcorn, corn
meal, pre-cooked corn flakes, canjiquinha (corn grits), corn meal, white canjica (while
maize kernels) and corn pudding samples. Two analytical methods were developed
and validated, one for the direct determination of fumonisins B1 (FB1) and B2 (FB2)
and free hydrolyzed fumonisins B1 and B2 (HFB1 and HFB2) and the other for the
indirect determination of total fumonisins (free + bound ) in the corn and corn-product
samples, both by Ultra-performance liquid chromatography-tandem mass
spectrometry (UPLC-MS/MS). A relatively simple sample treatment procedure was
applied for the direct determination of free fumonisins, consisting of solvent extraction
and rapid agitation and sonication, followed by extract dilution. Total fumonisins were
indirectly quantified by the hydrolyzed forms obtained after alkaline hydrolysis of the
samples, which was optimized. Satisfactory recoveries (89.3-110.5%) with relative
standard deviations of less than 14% were obtained for all target mycotoxins in both
evaluated methods. The methods showed adequate sensitivity with limits of
quantification (LQ) of less than 10 ug/kg for all mycotoxins, considering the maximum
limits tolerated in Brazil for the sum of fumonisins B1 and B2 in popcorn and corn
products. The free fumonisin determination method was successfully applied in the
analysis of 212 popcorn and maize product samples and detected levels did not
exceed the maximum tolerated limit (MTL) according to Brazilian RDC No. 07/2011.
The method for indirect total fumonisin (free + bound) determination was applied to
87 samples, and total fumonisins were detected at concentration levels 1.1 to 2.7-fold
higher than free fumonisin concentrations. The results reported herein demonstrate
the importance of monitoring fumonisins and masked fumonisins in corn and corn-

based foods.

Key-words: Fumonisins. Masked fumonisins. Maize. Maize Products. UPLC-MS/MS.
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1 INTRODUGAO

Os efeitos da contaminagao de alimentos por fungos sao conhecidos ha muito
tempo. No decorrer dos seéculos diversos surtos de intoxicacdo de animais e
humanos devido ao consumo de alimentos contaminados por fungos, foram
relatados. Um dos primeiros registros datam da ldade Média, quando a ingestao de
centeio infectado pelo fungo Claviceps purpurea resultou na morte de centenas de
pessoas. No entanto somente em 1960 apds a morte de centenas de aves causada
pela ingestdo de amendoim contaminado por aflatoxinas foi despertado o interesse
no estudo das micotoxinas (PERAICA et al., 1999).

Atualmente diversas substancias quimicas sao classificadas como
micotoxinas, produzidas como metabdlitos secundarios de espécies fungicas
toxigenas pertencentes principalmente aos géneros Aspergillus, Penicillium e
Fusarium (ADEYEYE, 2016; NEME; MOHAMMED, 2017; WU; GROOPMAN;
PESTKA, 2014). Dentre os alimentos com maior ocorréncia de micotoxinas
destacam-se o milho, trigo, arroz, amendoim, café, frutas frescas e secas, farinha de
mandioca, vinho, cerveja, condimentos, leite e seus derivados (MAGAN; OLSEN,
2004).

O milho é um dos principais cereais cultivados no Brasil, com ampla
distribuicdo do norte ao sul do pais, constituindo parte essencial da base alimentar
humana e sendo considerado de grande importancia econémica. O Brasil ocupa o
terceiro lugar na producdo mundial de milho, sendo a maior parte dessa producao
destinada a formulacido de ragdes para a suinocultura e avicultura. A outra parcela
da producdo compdbe a dieta da populacdo através do seu consumo direto ou de
produtos processados, como fuba e farinha de milho (EMPRESA BRASILEIRA DE
PESQUISA AGROPECUARIA, 2011).

A qualidade dos graos pode ser afetada por fatores climaticos, danos fisicos,
secagem, transporte e armazenamento inadequados, promovendo a presenga de
micotoxinas no milho, gerando altos indices de perda da qualidade dos graos
(MARQUES et al., 2009; STEFANELLO et al., 2012).

A producéo de micotoxinas depende do crescimento fungico, podendo ocorrer
durante o crescimento, colheita ou estocagem do alimento (IAMANAKA; OLIVEIRA;

TANIWAKI, 2010). A exposicdo as micotoxinas acontece principalmente pela
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ingestdo, bem como por vias dérmicas e inalatérias (MARIN et al., 2013). Esta
exposicao esta associada a diversas patologias que podem ocorrer em fungcédo das
propriedades carcinogénicas, hepatotdxicas, nefrotdxicas e imunotdxicas dessas
substancias, podendo ocasionar sérios problemas sobre a saude humana e animal.
A gravidade desses efeitos depende da toxicidade, dose e frequéncia com que a
micotoxina é ingerida, além do estado nutricional do individuo e dos possiveis efeitos
sinérgicos com outros agentes quimicos aos quais esse individuo esta exposto
(MAZIERO; BERSOT, 2010; PEREIRA; SANTOS, 2011).

As fumonisinas sdo as principais micotoxinas produzidas por espécies do
género Fusarium, o principal género de fungos frequentemente associado aos graos
de milho (DUTTON, 2009; EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA
AGROPECUARIA, 2014; HERMANNS et al., 2006). Diversos estudos tém
demonstrado a ocorréncia de altos niveis de contaminacdo de milho e produtos a
base de milho por fumonisinas, inclusive em niveis superiores aos limites maximos
tolerados pela regulamentagdo para controle de micotoxinas em alimentos no Brasil
(CALDAS; SILVA, 2007; MARTINS et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2017; QUEIROZ et
al., 2012; SAVI et al., 2016).

Os niveis de contaminagédo de fumonisinas encontrados em produtos a base
de milho geralmente sdo menores que o0s encontrados no milho ndo processado.
Assim, o processamento desses alimentos, principalmente utilizando altas
temperaturas, tem sido considerado na reducédo dos niveis de contaminacdo dessas
substancias (BRYLA et al.,, 2014; MAGAN; OLSEN, 2004). No entanto, a
contaminacgao encontrada para as fumonisinas pode estar sendo subestimada ja que
estas micotoxinas podem se ligar naturalmente a macromoléculas (proteinas e
carboidratos) presentes no milho, bem como quando estes alimentos sao
submetidos a altas temperaturas no processamento. Estas substancias tém sido
incluidas entre as micotoxinas mascaradas. Sdo classificadas como micotoxinas
mascaradas, substancias que ndo sdo detectadas empregando as metodologias
analiticas de rotina utilizadas para analise de micotoxinas em alimentos, devido ao
seu diferente comportamento quimico em comparagao as substancias originais.
Além disso, durante o processo de digestdo gastrointestinal as micotoxinas
mascaradas podem ser hidrolisadas, disponibilizando assim a micotoxina precursora
(BERTHILLER et al., 2011; CIRLINI; DALL'ASTA; GALAVERNA, 2012; DALL' ERTA
et al., 2013; FALAVIGNA et al., 2012; GAREIS et al., 1990).
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Estudos tém demonstrado que a contaminacdo por fumonisinas mascaradas
em produtos a base de milho pode ser semelhante ou até superior a concentragao
encontrada para a forma livre (DALL' ASTA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2015;
SARTORI, 2015). Ainda ha pouco conhecimento sobre a toxicidade, ocorréncia e
formagcao de fumonisinas mascaradas em alimentos. No entanto, considerando a
possivel conversdo dessas substancias para a forma precursora no sistema
digestivo, a avaliagédo da exposigdo as fumonisinas pode estar sendo subestimada
(CIRLINI; DALL'ASTA; GALAVERNA, 2012; GAREIS et al., 1990).

O atendimento as normas oficiais estabelecidas para o controle de
micotoxinas em alimentos requer o uso de métodos analiticos confiaveis. Varias
rotas analiticas tém sido empregadas para a determinagdo de micotoxinas em
alimentos. Destaca-se nos ultimos anos, a utilizagdo da cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial (CLAE-EM/EM), bem
como da cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas sequencial (CLUE-EM/EM) (CIGIC; PROSEN, 2009; KOPPEN et al., 2010;
KRSKA et al.,, 2008; SAEGER, 2011; TURNER; SUBRAHMANYAM; PILETSKY,
20009).

Neste contexto, esse estudo teve por objetivo avaliar a ocorréncia de
fumonisinas livres e mascaradas em milho e produtos a base de milho. Métodos
analiticos utilizando a técnica de CLUE-EM/EM foram desenvolvidos e validados

para serem utilizados nesse estudo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MICOTOXINAS

As micotoxinas sdo produzidas como metabodlitos téxicos por diversas
espécies de fungos filamentosos, podendo contaminar alimentos destinados ao
consumo animal e humano. Sao substancias de baixo peso molecular, possuem
diversas variagdes de estruturas quimicas e sao agrupadas de acordo com o grau e
tipo de toxicidade. Estima-se que aproximadamente 25% dos produtos agricolas
produzidos anualmente no mundo estejam contaminados por micotoxinas (ATANDA
et al.,, 2011; IAMANAKA; OLIVEIRA; TANIWAKI, 2010; PEREIRA; FERNANDES;
CUNHA, 2014).

Os principais géneros de fungos produtores de micotoxinas frequentemente
associadas com a contaminacao de alimentos s&o os géneros Aspergillus, Fusarium
e Penicillium (MARIN et al., 2013). As espécies produzidas pelo género Fusarium
geralmente ocorrem ainda no campo, enquanto as espécies produzidas pelos
géneros Aspergillus e Penicillium crescem com maior frequéncia nos alimentos em
condicbes de armazenamento (BENNETT; KLICH, 2003; BERTHILLER; MARAGOS;
DALL'ASTA, 2016). Mais de 300 micotoxinas ja foram identificadas e relatadas,
entretanto devido a toxicidade e ocorréncia destacam-se as aflatoxinas, fumonisinas,
ocratoxina (OTA), desoxinivalenol (DON) e zearalenona (ZEA) (ATANDA et al., 2011;
PEREIRA; FERNANDES; CUNHA, 2014).

As fumonisinas sao produzidas por diversas espécies de fungos do género
Fusarium, principalmente pelas espécies Fusarium proliferatum e Fusarium
verticillioides. Sdo conhecidos pelo menos 28 analogos de fumonisinas, separados
em quatro grupos principais A, B, C e P. Entre os analogos identificados até agora,
as fumonisinas B1, B2 e B3 sdo as mais importantes toxicologicamente, sendo as
fumonisinas B1 (FB1) e B2 (FB2) as formas mais abundantes presentes
naturalmente em alimentos (GELDERBLOM et al.,, 2001; RHEEDER; MARASAS;
VISMER, 2002; VOSS; SMITH; HASCHEK, 2007).

As fumonisinas B1 e B2 tiveram suas estruturas quimicas isoladas
caracterizadas pela primeira vez em 1988, a partir de culturas de Fusarium
verticillioides (BEZUIDENHOUT et al., 1988; GELDERBLOM et al., 1988).
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A fumonisina B1 é descrita quimicamente como 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 posicdo C1o (LINO;
SILVA; PENA, 2006). As estruturas quimicas das fumonisinas B1 e B2 sao

apresentadas na figura 1.

Figura 1- Estruturas quimicas das fumonisinas B1 [1] e B2 [2].
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Fonte: (Adaptado de LINO; SILVA; PENA, 2006).

A fumonisina B1 é o analogo mais estudado do grupo das fumonisinas e esta
associada ao cancer de es6fago em humanos, leucoencefalomalacia em equinos
(LEME), edema pulmonar em suinos e cancer hepatico em ratos. Esta micotoxina foi
descrita como o primeiro inibidor especifico do metabolismo de esfingolipidios. O
bloqueio da biossintese de esfingolipideos complexos causa o acumulo de
esfinganina e esfingosina, principal causa da toxicidade das fumonisinas, além de
causar a inibicdo do crescimento celular e alteracdo do metabolismo lipidico de
plantas e animais (DILKIN et al., 2003; KELLERMAN et al., 1990; MARASAS, 2001;
MERRIL et al., 2001; WHO, 2000; WILSON; NELSON; KNEPP, 1985).

De acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC), ha
evidéncias experimentais suficientes que comprovam a carcinogenicidade desta
micotoxina em animais. Ja para humanos, as evidéncias da carcinogenicidade da
fumonisina B1 sé&o insuficientes, o que leva a classificagdo desta micotoxina como
um possivel carcinbgeno humano (grupo 2B) (INTERNATIONAL AGENCY FOR
RESEARCH ON CANCER, 2002).
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As fumonisinas sdo moléculas polares, soluveis em agua, metanol e
acetonitrila. Sao substancias relativamente resistentes ao calor, suportando
temperaturas de até 120 °C, podendo ser encontradas mesmo apos o preparo de
alimentos (HUMPF; VOSS, 2004; WHO, 2000). Diversos estudos avaliando a
estabilidade de fumonisinas sob as condicbes de cozimento, torrefacao, fritura,
nixtamalizacdo e extrusao foram reportados (BRYLA et al., 2014; BULLERMAN;
BIANCHINI, 2007; CASTELO et al., 1998; JACKSON et al., 1997; SAUNDERS;
MEREDITH; VOSS, 2001). De acordo com os estudos citados, foi demonstrado que
o preparo e processamento de alimentos podem reduzir as concentragcbes de
fumonisinas, entretanto essa redugao também pode estar associada a mudancas na
estrutura quimica dessas substancias.

O aquecimento da fumonisina B1 na presenca de acucares redutores pode
levar a formacao de complexos entre o grupamento amina da fumonisina e o agucar
redutor, formando produtos como N-(1-deoxi-D-frutos-1-il) fumonisina B1- (NDF-FB1)
e N-(carboximetil) fumonisina B1- (NCM-FB1), que sao substancias menos téxicas
que a fumonisina B1 devido a modificagdo no grupamento amina da toxina
(HOWARD et al., 1998; MANGIA , 2009; POLING; PLATTNER; WEISLEDER, 2002).

As estruturas quimicas de NCM-FB1 e NDF-FB1 séo apresentadas na figura 2.

Figura 2- Estruturas quimicas de NCM-FB1 e NDF-FB1.
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Fonte: (Adaptado de MANGIA, 2009).

As fumonisinas hidrolisadas (HFB's), descritas como os primeiros produtos de

degradacéao das fumonisinas (FB's), podem ser formadas durante processos como a
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nixtamalizacdo (milho cozido em meio alcalino), onde ocorre a remogao das cadeias
de acidos tricarboxilicos (TCA) das estruturas das fumonisinas. Essas substancias
possuem uma relevancia toxicologica relativamente mais baixa em comparagéo com
a fumonisina B1 (HAHN et al., 2015; HUMPF; VOSS, 2004; SYDENHAM et al.,
1995).

As fumonisinas também podem se ligar covalentemente a macromoléculas
como proteinas e carboidratos presentes nos alimentos, através das cadeias laterais
de acido tricarboxilico (TCA) no processamento térmico desses alimentos. Estudos
demonstram que as fumonisinas ligadas podem ser facilmente hidrolisadas em meio
alcalino, liberando as cadeias laterais de acido tricarboxilico da molécula de
fumonisina (BRYLA et al., 2016; DALL'ASTA et al., 2009a; HUMPF; VOSS, 2004). As

estruturas da fumonisina B1 livre, hidrolisada e ligada sao apresentadas na figura 3.

Figura 3- Estruturas da fumonisina B1 livre, hidrolisada e ligada a macromoléculas.
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Fonte: (Adaptado de ANDRADE, 2016).

2.2 OCORRENCIA DE FUMONISINAS EM MILHO E PRODUTOS A BASE DE
MILHO

A contaminacédo de milho e produtos a base de milho por fumonisinas tem
sido reportada em diversos paises do mundo. Em estudo realizado na Polénia por
Bryla et al. (2016) com 88 amostras de produtos a base de milho (amido, macarrao,
farinha, cereais matinais e salgadinhos), as fumonisinas B1, B2 e B3 foram

encontradas em 57% das amostras analisadas em concentragdes acima dos
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respectivos limites de quantificacdo. Em estudo realizado na Tanzéania por Geary et
al. (2016) com 101 amostras de mingau a base de milho, as fumonisinas B1 e B2
foram encontradas em 100% das amostras analisadas. Na Nigéria, as fumonisinas
B1, B2 e B3 foram encontradas em 65% das 136 amostras de milho analisadas por
Chilaka et al. (2016). Em estudo realizado com 67 amostras de milho e produtos a
base de milho (milho amarelo, milho branco, cereais matinais, farinha, sémola,
amido e salgadinhos de milho) comercializados em Portugal, as fumonisinas B1 e B2
foram encontradas em 22,4% das amostras analisadas (SILVA et al., 2007). No
Canada, em estudo realizado por Park et al. (2004) com 30 amostras de produtos a
base de milho (cereais matinais, cereais a base de milho e salgadinhos de milho), a
fumonisina B1 foi encontrada em 47% das amostras. Em outro estudo realizado no
Canada com 25 amostras de cereais matinais, a fumonisina B1 foi encontrada em
88% das amostras analisadas (KIM; SCOTT,; LAU, 2003). Em estudo realizado na
Italia, Dall' Asta et al. (2009a) analisaram 40 produtos a base de milho (massas,
paes, salgadinhos, farinhas e produtos extrudados) e encontraram fumonisinas B1,
B2 e B3 em 90% das amostras analisadas. Em outro estudo realizado na ltalia com
100 amostras de milho e produtos a base de milho (milho, produtos sem gluten,
cereais matinais, fuba, farinha e salgadinhos de milho), as fumonisinas B1 e B2
foram encontradas em 62% das amostras analisadas (LO MAGRO et al., 2011). Em
estudo realizado na Africa com 40 amostras de cereais e produtos de cereais a base
de milho, a fumonisina B1 foi encontrada em 92,2% das amostras analisadas
(DOKO et al.,, 1996). Na Espanha, em estudo realizado com 928 amostras de
produtos a base de milho (cereais matinais, milho doce, salgadinhos, cerveja,
cereais infantis, alimentos sem gluten, alimentos étnicos), a maior ocorréncia de
fumonisinas B1 e B2 foi encontrada em cerveja (90%), salgadinhos de milho (61%),
alimentos étnicos (51%) e cereais matinais (39%) (SANCHO et al., 2012). Na tabela
1 sdo mostrados resumidamente os estudos reportados sobre a presenga de

fumonisinas em milho e seus produtos em diferentes paises.



Tabela 1- Ocorréncia de fumonisinas livres em milho e produtos a base de milho no mundo

Faixa de concentragao

Local/Referéncia Matriz Fumonisinas (g kg") Técnica LQ (ug kg™)
Polénia (BRYLA et Amido, macarrao, farinha, cereais matinais e CLAE-
al..2016) salgadinhos. [Bieres) lerezzel EM/EM 12
Tanzania (GEARY et al,, ; . . B1 13-1850 CLAE- 1
2016) g & oz el illlng B2 7-1287 EM/EM 0.5
o B1 ND-8222 16,4
i (CZEI1L6A)\KA el Milho ndo-processado B2 ND -2885 ECI\I;IfI\EEI\;I 23
B3 ND -445 28
Milho amarelo, milho branco, cereais matinais,
Portugalz(g(l)l;\)/A etal., farinha, sémola, amido e salgadinhos de S; ’\;l\]%_j455679 é:l\lhfl\EEl\;l ?g
milho.
Canada (PARK et al., Cereais matinais, cereais a base de milho e B1 13-237 CLAE-EM _
2004) salgadinhos de milho. B2 21-23
Gtk (NIME SIS Cereais matinais (corn flakes) £l D 1S CLAE-EM --
LAU, 2003) B2 ND -26
Italia (DALL’ASTA et al., Massas, paes, salgadinhos, farinhas e ) CLAE- 5 (FB1 e FB2)
2009a) produtos extrudados. Bz ER) D SR EM/EM 12 (FB3)
Italia (LO MAGRO et al., Milho, produtos sem gluten, cereais matinais, ) : 13 (FB1)
© o 2011) fuba, farinha e salgadinhos de milho. 2z 2 B0 CnE 16 (FB2)
ez (?éz;é? CBED Cereais a base de milho g; ,\II\IEI)D-—1692100 CLAE-DF -
. - . . 11,7 (cerveja)/
Cereais matinais, milho doce, salgadinhos, )
ESpa”gf‘ (zsarxngo ' erveja, cereais infantis, alimentos sem gldten, (B1+B2) ND -682 CLAE-DF 155321'(';2;”‘“

alimentos étnicos.

Fonte: (Do autor, 2017).

LQ= limite de quantificagdo; ND= nao detectado.
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No Brasil, as fumonisinas tém sido as micotoxinas encontradas com maior
ocorréncia em milho e produtos a base de milho, sendo relatadas em diversos
estudos. Essas micotoxinas foram encontradas em cerca de 50% de 81 amostras de
produtos a base de milho (farinha de milho, farinha de milho pré-cozida, canjica, grits
de milho e milho pipoca) comercializados na cidade de Campinas, SP (MACHINSKI;
SOARES, 2000) e em 100% de 60 amostras de farinha de milho e fuba
comercializados na cidade de S&o Paulo (BITTENCOURT et al., 2005). Em outro
estudo realizado em Sao Paulo com 120 amostras de fuba, farinha de milho, cereais
matinais e milho pipoca, mais de 70% das amostras analisadas apresentaram
contaminac&o por fumonisina B1 (BORDIN et al., 2014). Em Santa Catarina, em
estudo realizado com 82 amostras de fuba, flocos de milho, canjica e milho pipoca,
93% das amostras analisadas apresentaram contaminagao por fumonisinas B1 e B2
(SCAFF; SCUSSEL, 2004). Em outro estudo realizado em Santa Catarina, as
fumonisinas B1 e B2 foram encontradas respectivamente em 71,6% e 50,5% do total
(n=95) de amostras de milho pipoca e produtos a base de milho analisados (SAVI et
al., 2016). No Distrito Federal, as fumonisinas B1 e B2 foram encontradas em 81% e
71,6% respectivamente, de 208 amostras de produtos a base milho (milho pipoca,
fuba, creme de milho, milho doce, salgadinhos de milho) analisadas (CALDAS;
SILVA, 2007). Em estudo realizado com 74 amostras de milho pipoca, canjica,
farinha de milho, flocos de milho pré-cozidos, fuba, quirera e quirera fina adquiridas
no comércio da cidade de Recife (PE), a fumonisina B1 foi encontrada em 94,6%
das amostras analisadas (KAWASHIMA; SOARES, 2006). Em estudo realizado no
Parana com amostras de fuba, grdaos de milho, milho pipoca, farinha de milho e
cereais matinais, as fumonisinas B1 e B2 foram encontradas respectivamente em
82% e 51% do total (n= 100) de amostras analisadas (MARTINS et al., 2012). Em
estudo realizado com 214 amostras de milho nao-processado provenientes de
diversas regides do pais, 99% das amostras analisadas apresentaram contaminagao
por fumonisina B1 (VARGAS et al., 2001). Em Minas Gerais, as fumonisinas B1 e B2
foram encontradas em 100% de 40 amostras de milho provenientes de agricultores
familiares (QUEIROZ et al., 2012). No Rio Grande do Sul, Oliveira e colaboradores
avaliaram a ocorréncia de fumonisinas B1 e B2 em 72 amostras de milho n&o-
processado; as fumonisinas foram encontradas em 90% das amostras analisadas.
Em outro estudo realizado no Sul do Brasil com amostras de grdos de milho

provenientes de fazendas de agricultores, as fumonisinas B1 e B2 foram



28

encontradas em 100% do total (n= 148) de amostras analisadas (OLIVEIRA et al.,
2015, 2017). Na tabela 2 sdo mostrados resumidamente os estudos nacionais

realizados em milho, milho pipoca e produtos a base de milho.



Tabela 2- Ocorréncia de fumonisinas livres em milho, milho pipoca e produtos a base de milho no Brasil.
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Faixa de
Local/Referéncia Matriz Fumonisinas concentragao Técnica LQ (ug kg™)
(g kg™)
. Farinha de milho, farinha de milho pré-cozida
Campinas (MACHINSKI; ’ - : , ’ B1 30-4930
SOARES, 2000) pamonha, curau, canjica, grits de milho e B2 20-1380 CLAE-DF --
milho pipoca.
Sao Paulo
(BITTENCOURT et al., Farinha de milho e fuba. g; 41720(;135924900 CLAE-DF gg
2005) )
Sao Paulo (BORDIN et Fuba, farinha d.e milho, cereais matinais e B1 33-1209 CLAE-DF 100
al., 2014) milho de pipoca
Santa Catarina (SCAFF; . . . . .
SCUSSEL, 2004) Fuba, flocos de milho, canjica e milho pipoca. (B1+B2) ND -21800 CLAE-DF --
Santa Catarina (SAVI et  Graos de milho, farinha de milho, fuba, grits de B1 15-5439 CLAE-DF 12,5
al., 2016) milho, cereais matinais e milho pipoca. B2 32-1481 31,3
Distrito Federal Milho pipoca, fuba, creme de milho, milho _ L
(CALDAS; SILVA, 2007) doce e salgadinhos de milho. (B D 7 Gz BF 2
. . Milho de pipoca, canjica, farinha de milho,
Recife (KAWASHIMA; ' X ; . .
SOARES, 2006) flocos de milho prg—coz@os, fuba, quirera e B1 ND -8600 CLAE-DF 12
quirera fina.
Parana (MARTINS et Fuba, grédos de milho, milho de pipoca, farinha B1 81-3462 CLAE-DF 78,1
al., 2012) de milho e cereais matinais. B2 45-886 43,1
Regides Centro-Oeste,
Sul e Sudeste do Brasil Milho ndo-processado B1 200-6100 CCD --
(VARGAS et al., 2001)
Minas Gerais . ~
(QUEIROZ et al., 2012) Milho n&o-processado (B1+B2) 230-6450 CLAE-DF --
Regido Sul do Brasil . = CLAE-
(OLIVEIRA et al., 2015) Milho n&o-processado (B1+B2) -- EM/EM 125
Regi&o Sul do Brasil . ~ CLAE-
(OLIVEIRA et al., 2017) Milho n&o-processado (B1+B2) 62,4-66274 EM/EM --

Fonte: (Do autor, 2017).

LQ= limite de quantificagdo; ND= nao detectado.
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2.3 Regulamentagao para fumonisinas em milho e produtos a base de milho

A definicao de limites maximos toleraveis (LMT) para micotoxinas envolve
diversos fatores, como a ocorréncia de micotoxinas em alimentos, dados
toxicologicos disponiveis para estudos de avaliagcdo de risco e metodologias
analiticas adequadas ao controle de micotoxinas, além de fatores socioeconémicos
(FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION, 2004; MAGAN; OLSEN, 2004).

A regulamentacdo de micotoxinas estabelecida para milho era restrita as
aflatoxinas (B1 + B2 + G1 + G2), com LMT de 20 ug kg! estabelecido pelo Ministério
da Agricultura, do Abastecimento e da Reforma Agraria na Portaria n°® 183 de 21 de
mar¢co de 1996 (BRASIL, 1996). Posteriormente o Grupo de Trabalho sobre
Micotoxinas, instituido pelo Ministro de Estado da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, estabeleceu o LMT de 10000 ug kg' para o somatério de
fumonisinas B1 e B2 em graos de milho e subprodutos destinados a alimentagao
animal (BRASIL, 2006).

Em 18 de fevereiro de 2011, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa) publicou a Resolugdo RDC n° 07, contemplando um maior niumero de
micotoxinas e alimentos na legislagcdo brasileira, incluindo fumonisinas em milho,
milho pipoca e produtos derivados (BRASIL, 2011).

As fumonisinas tém sido as principais micotoxinas regulamentadas em milho e
produtos a base de milho. A RDC n° 07 estabeleceu limites para o somatério das
fumonisinas B1 e B2 em milho pipoca, alimentos a base de milho para alimentagao
infantil (lactentes e criangas de primeira infancia), farinha de milho, creme de milho,
fubd, flocos, canjica, canjiquinha, amido de milho, outros produtos a base de milho e
milho em grdo para posterior processamento. Os limites estabelecidos séao

mostrados na tabela 3.
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Tabela 3- Limites maximos toleraveis para fumonisinas em milho, milho pipoca e produtos a base de milho no Brasil.

Micotoxina Alimento LMT (ug kg') Legislagio LMT (ug kg') Legislagio LMT (ug kg') Legislagido
até até apos apos apos apos
31/12/2016  31/12/2016  01/01/2017  01/01/2017 01/01/2019 01/01/2019
Milho de pipoca 2000 2000 2000
Alimentos a base de milho para 200 200 RDC N° 200 RDC N°
alimentacao infantil (lactentes e criangas de 7/2011 7/2011
primeira infancia).
Fumonisinas Farinha de milho, creme de milho, fuba, 2500 RDC N° 1500 1500
(B1 + B2) flocos, canjica, canjiquinha. 7/2011
Amido de milho e outros produtos a base 2000 1000 RDC N° 1000 RDC N°
de milho 138/2017 138/2017
Milho em gréo para posterior -- 5000 5000
processamento.

Fonte: (BRASIL, 2011, 2017).
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Os valores referentes a legislacao até 31/12/2016 representam os valores que
estdo nos anexos | e Il da RDC N° 7/2011. Em janeiro de 2017 entraram em vigor os
valores estabelecidos pela RDC N° 138/2017 para fumonisinas em farinha de milho,
creme de milho, fuba, flocos, canjica, canjiquinha, amido de milho, milho em grao
para posterior processamento e outros produtos a base de milho no Brasil.

A Comunidade Europeia também possui regulamentagdao para fumonisinas
em milho e produtos a base de milho. Entretanto, os LMT estabelecidos para milho
nao processado e alimentos a base de milho, sdo menores que os limites
estabelecidos no Brasil, exceto em alimentos a base de milho para alimentagao
infantil, nos quais os limites estabelecidos pelas duas legislacbes sdo os mesmos.
Os valores estabelecidos pela Comunidade Europeia por meio do regulamento (CE)
N° 1881/2006, sao apresentados na tabela 4.

Tabela 4- Limites maximos de fumonisinas tolerados pela Comunidade Europeia em

milho e produtos a base de milho.

LMT Comunidade Europeia (2006)

Micotoxina (ug kg')

Alimentos (FB1 + FB2)

Milho nao transformado 2000

Farinha de milho, sémola de milho, grits, gérmen de milho e
6leo de milho refinado. 1000

Alimentos a base de milho para consumo humano direto com
excegao dos anteriores. 400

Alimentos transformados a base de milho e alimentos para
bebés destinados a lactentes e criangas. 200

Fonte: (CE, 2006a).

Nos Estados Unidos, a recomendacgao para o somatoério das fumonisinas B1,
B2 e B3 em milho pipoca é de 3000 ug kg'; para produtos a base de milho
degerminado (grits, fuba, farinha de milho) o limite estabelecido é de 2000 pg kg’
(NGFA, 2011). Em nivel internacional, em 2014, o Codex Alimentarius estabeleceu
um limite de 4000 pg kg para fumonisinas (B1 + B2) em graos de milho nao
processados, e de 2000 ug kg' para fuba e farinha de milho (FOOD AND
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AGRICULTURE ORGANIZATION AND WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014).

2.4 Micotoxinas mascaradas

Nos ultimos anos, tem sido abordada com cada vez mais importancia a
ocorréncia das micotoxinas que se encontram conjugadas ou ligadas a outras
moléculas, geradas no metabolismo de plantas, fungos ou durante o processamento
térmico de alimentos, podendo coexistir com as micotoxinas nativas (GALAVERNA
et al., 2009). Sao designadas como “micotoxinas mascaradas” as micotoxinas que
nao sdo detectadas por metodologias analiticas convencionais devido a mudancgas
em sua estrutura quimica original, podendo sofrer hidrolise durante o processo de
digestdo gastrointestinal e disponibilizando assim, a micotoxina precursora
(BERTHILLER et al., 2011; CIRLINI; DALL'ASTA; GALAVERNA, 2012; DALL'ERTA et
al., 2013; GAREIS et al., 1990).

Embora essas substancias apresentem menor toxicidade do que as
micotoxinas precursoras, as micotoxinas mascaradas subestimam a concentracéo
de micotoxinas encontradas, podendo contribuir de maneira significativa com teor
total de micotoxinas nos alimentos e subestimando também a exposicao total do
consumidor (FALAVIGNA et al., 2012).

2.4.1 Formacéao e ocorréncia de micotoxinas mascaradas

A expressdo micotoxinas mascaradas (do inglés: masked mycotoxins) foi
utilizada pela primeira vez na década de 1990. No entanto, estas substancias foram
descobertas em meados dos anos 1980, a partir de observacdes da ocorréncia de
micotoxicoses em animais pelo consumo de ragdes contaminadas por zearalenona
com niveis de contaminagao incompativeis aos efeitos observados (GAREIS et al.,
1990).

As micotoxinas mascaradas compreendem as formas conjugadas extraiveis
(do inglés: conjugated mycotoxins) como também as formas ligadas nao-extraiveis
(do inglés: hidden ou bound mycotoxins). As micotoxinas conjugadas sao formadas
por ligacbes covalentes (grupamentos sulfatos, glicosideos e aminoacidos) no
metabolismo de plantas e fungos. Ja as formas ligadas ou associadas a matriz,

ocorrem por ligagdes covalentes ou nao covalentes as macromoléculas (proteinas e
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carboidratos poliméricos) presentes no alimento (BERTHILLER et al., 2009; CIRLINI;
DALL'ASTA; GALAVERNA, 2012; DALL'ASTA et al., 2009b).

No metabolismo de plantas, as micotoxinas conjugadas sao formadas como
um mecanismo de desintoxicacdo. As plantas possuem uma elevada capacidade de
transformar compostos xenobidticos e fitotdxicos, através de uma variedade de
reagcdes enzimaticas. Os processos utilizados pelas plantas para detoxificar
herbicidas e agrotéxicos sdo os mesmos processos metabdlicos utilizados para
todos os outros xenobidticos, incluindo as micotoxinas (BERTHILLER et al., 2007).
As micotoxinas conjugadas geralmente sdo substdncias mais polares e menos
téxicas do que as micotoxinas precursoras (COLEMAN et al., 1997). Diferente das
micotoxinas dos géneros Aspergillus e Penicillium, infecgbes causadas por Fusarium
normalmente ocorrem no campo tornando as micotoxinas desoxinivalenol (DON),
zearalenona (ZEA), fumonisina (FB1), toxina T-2 (T2) e toxina HT-2 (HT2), mais
suscetiveis a conjugacao no metabolismo das plantas (BERTHILLER et al., 2016).

A hipotese de micotoxinas conjugadas de desoxinivalenol pelo metabolismo
de plantas em alimentos foi reportada no inicio dos anos 1980 por Miller e Young
(1983) e Scott et al. (1984). Posteriormente em estudo realizado por Sewald et al.
(1992), o principal metabdlito conjugado de DON formado no metabolismo de
plantas, desoxinivalenol-3-glicosideo (D3G), foi isolado de culturas de células de
milho tratadas com DON, e encontrado pela primeira vez em estudo realizado por
Berthiller et al. (2005) em milho e trigo naturalmente contaminados. Recentemente,
outros estudos demonstraram que além de D3G, outros conjugados de DON também
estavam presentes em cereais e produtos a base de cereais. Em estudo realizado
por Zachariasova et al. (2012), conjugados oligoglicosilados de DON foram
encontrados em produtos a base de cereais naturalmente contaminados. Uma
triagem indireta para detecgcao de produtos da biotransformagdo de DON no trigo,
descreveu pela primeira vez o conjugado DON-glutationa (DON-GSH), incluindo
seus correspondentes produtos de degradagdo DON-S-cisteina e DON-S-cisteinil-
glicina (KLUGER et al.,, 2013). Foi reportada também a identificacdo de
desoxinivalenol-15-sulfato  (D15S), desoxinivalenol-3-sulfato (D3S), DON-15-
glicosideo (D15G) e 15-acetil-DON-3-sulfato (15-ADON3S) como novos metabdlitos
conjugados de DON em trigo artificialmente contaminado (SCHMEITZL et al., 2015;
WARTH et al., 2015). A ocorréncia dos conjugados 15-acetil-DON-3-glicosideo (15-
ADON3G), DON-malonil-glicosideo e DON-di-hexosideo também foi reportada como
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produtos formados na desintoxicacao de plantas (KLUGER et al., 2015).

Os principais conjugados de zearalenona formados no metabolismo de
plantas sdo zearalenona-4-glicosideo (ZEA-4G), alfa e beta-zearalenol-4-glicosideo
(a-ZEL-4G e B-ZEL-4G), respectivamente ZEA-14G, a-ZEL-14G e B-ZEL-14G
conforme atual nomenclatura da IUPAC (BERTHILLER et al., 2009; ENGELHARDT
et al., 1999; METZLER, 2011). A presenca dessas substancias foi reportada em
estudo realizado por Vend! et al. (2010) em produtos a base de cereais incluindo
cerveja, e em estudo reportado por De Boevre et al. (2012) em cereais e alimentos a
base de cereais naturalmente contaminados. Mais recentemente, a identificacao e
confirmagdo de zearalenona-16-O-B-glicosideo como uma nova micotoxina
mascarada, foram relatadas em cevada e culturas de células de trigo artificialmente
contaminados (PARIS et al., 2014).

Metabdlitos designados como fusarenona-x-glicosideo e nivalenol-glicosideo
foram reportados pela primeira vez em graos de trigo artificialmente contaminados
(NAKAGAWA et al., 2011). Novos conjugados glicosilados de fumonisinas,
identificados como N-(1-deoxi-(D)-frutose) fumonisina B2 e N-(1-deoxi-(D)-frutose)
fumonisina B3, foram reportados e sugeridos como metabdlitos glicosilados de
plantas (MATSUO et al., 2015). A existéncia de derivados glicosilados das toxinas T-
2 e HT-2 em plantas, bem como a existéncia de neosolaniol-glicosideo e
diacetoxyscirpenol-glicosideo, também foi confirmada em estudo com milho
artificialmente contaminado (NAKAGAWA et al., 2013a, 2013b).

A capacidade das plantas metabolizarem ocratoxina A (OTA), uma micotoxina
encontrada com grande ocorréncia em café, foi reportada por Rhuland et al. (1996a)
e por Rhuland et al. (1996b) em estudos que demonstraram a formagéo de diversos
conjugados da micotoxina em culturas de células de plantas como cereais e legumes
artificialmente contaminados. Posteriormente em outro estudo realizado por Rhuland
et al. (1997) foi relatada a presenga de conjugados de OTA em vegetais e cereais
em germinagao; os principais metabdlitos encontrados foram os isdmeros 4-hidroxi-
ocratoxina A (I) e (Il) e os isbmeros 4-hidroxi-ocratoxina A-B-glicosideo (1) e (II).

Algumas micotoxinas conjugadas podem ser formadas a partir de suas
absorgdes ainda na forma livre, por células fungicas como fontes de carbono, sendo
excretadas diretamente pelos fungos. A producédo de micotoxinas pode ser reduzida
quando fungos micotoxigénicos e fungos ndao micotoxigénicos sao cultivados ao

mesmo tempo. Durante o cultivo destes fungos, os fungos ndo micotoxigénicos
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competem com os fungos micotoxigénicos reduzindo o crescimento das espécies
micotoxigénicas. Além disso, as espécies ndo micotoxigénicas podem absorver e
converter metabolicamente a micotoxina produzida pelas espécies micotoxigénicas a
outras substancias (KAMIMURA et al., 1986; TSURUTA et al., 1977). As principais
substancias conhecidas que podem ser formadas no metabolismo de fungos sao
zearalenona-14-glicosideo (ZEA-14G), zearalenona-14-sulfato (ZEA-14S),
zearalenona-14,16-di-glicosideo, 3-acetil-desoxinivalenol (3ADON) e 15-acetil-
desoxinivalenol (15 ADON) (BERTHILLER et al., 2009). A presenca de conjugados
acetilados de DON, bem como as formas sulfatadas e glicosiladas de ZEA foi
reportada por Gorst-Allman, Steyn e Vleggaar (1985), Kamimura et al. (1986), El-
Sharkawy et al. (1991) e mais recentemente por Brodehl et al. (2014) que descreveu
alfa-zearalenol-sulfato (a-ZEL-S) e zearalenona-16-glicosideo (ZEA-16G) pela
primeira vez em culturas de fungos.

A formagdo de metabdlitos glicosilados das toxinas T-2 e HT-2 no
metabolismo de fungos e possivelmente também de plantas, foi reportada pela
primeira vez em estudo realizado por Busman, Poling e Maragos (2011) e
posteriormente em estudo realizado por Lattanzio et al. (2012) em culturas de fungos
como também em trigo, aveia, milho e arroz artificialmente contaminados.
Recentemente, derivados mascarados formados pela esterificacao da fumonisina B1
com os acidos oleico e linoleico, foram detectados pela primeira vez em culturas de
Fusarium verticilliodes e milho ndo processado. No entanto, ndo esta totalmente
claro se essas substancias sdo formadas no metabolismo de fungos ou plantas
(EFSA, 2014; FALAVIGNA et al., 2013).

O processamento de alimentos também tem sido considerado um importante
mecanismo para a formacdo de micotoxinas mascaradas, principalmente de
fumonisinas. Alguns estudos também apontam a possivel formagao de micotoxinas
ligadas de DON e OTA.

A possivel formagédo de micotoxinas ligadas para DON durante o tratamento
térmico foi demonstrada por Neira et al. (1997), onde foi observada uma redugéao
dos niveis de concentragao de DON no processo de panificagdo. Em outro estudo
realizado por Bretz et al. (2006), a degradacao das concentragbes de DON sob
tratamento térmico também foi reportada. Entretanto, ainda nao esta claro se essa
reducao é resultante de decomposi¢cées da micotoxina ou de ligagées entre DON e

macromoléculas (proteinas e carboidratos) presentes na matriz (KUSHIRO, 2008).
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Mais recentemente, em estudo realizado por Bittner et al. (2013), em café
artificialmente contaminado, também foi demonstrado que a ocratoxina A pode se
ligar a polissacarideos presentes no café, por esterificagdo a temperatura de
torrefacao.

Em relacédo as fumonisinas, apenas duas micotoxinas conjugadas (N-1-deoxi-
(D)-frutose-FB1 e N-carboximetil-FB1) foram identificadas até o momento em
produtos a base de milho submetidos ao processamento em altas temperaturas ou
quando a fumonisina B1 ¢é aquecida na presengca de acgucares redutores
(FALAVIGNA et al., 2012; HOWARD et al. 1998; POLING et al. 2002). Além disso,
dependendo das condi¢cdes utilizadas durante o processamento de alimentos as
fumonisinas podem se ligar através de ligagbes covalentes a macromoléculas
presentes na matriz (BRYLA et al., 2014, 2016; DALLASTA et al., 2008; MECA et al.,
2010; PARK et al., 2004; SEEFELDER et al., 2003). Apesar de ser considerado o
principal processo de formagédo de fumonisinas ligadas, recentemente verificou-se a
formacdao de fumonisinas ligadas por ligagbes nao covalentes em milho nao
processado evidenciando que outros mecanismos podem influenciar na formagao
destas micotoxinas mascaradas (DALL'ASTA et al., 2008, 2009a, 2009b; OLIVEIRA
et al., 2015).

Grande parte dos estudos realizados tem se dedicado a descobrir novos
metabdlitos mascarados, bem como compreender os mecanismos envolvidos em
suas formacbes. Destacam-se as micotoxinas zearalenona, desoxinivalenol e

fumonisinas, produzidas por fungos do género Fusarium.

2.4.2 Conversao das micotoxinas mascaradas para as formas livres e importancia

toxicologica

De acordo com a literatura, as micotoxinas mascaradas apresentam menor
toxicidade em relacédo as micotoxinas precursoras. No entanto, a possivel conversao
dessas substancias no trato gastrointestinal libertando a micotoxina precursora tem
sido demonstrada em diversos estudos in vivo e in vitro.

A conversao de ZEA-14G a ZEA no metabolismo de suinos foi relatada pela
primeira vez por Gareis et al. (1990). Posteriormente em estudo in vivo realizado por
Versilovskis et al. (2012), a conversédo de ZEA-14G a sua forma livre foi claramente

demonstrada em ratos. Recentemente, um estudo elaborado por Binder et al. (2017)
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demonstrou a completa hidrélise de ZEA-14S, ZEA-14G e ZEA-16G no trato
gastrointestinal de suinos, contribuindo para toxicidade geral de ZEA. Em estudo in
vitro realizado por Dellafiora et al. (2017) com sangue bovino e componentes
sanguineos (plasma, soro e albumina sérica), a conversao de ZEA-14G a ZEA foi
observada em todas as matrizes estudadas. A deglicosilacdo e absorcéo de ZEA-
14G e ZEA-16G também foram avaliadas por Cirlini et al. (2016) utilizando
monocamadas polarizadas de células Caco-2 intestinais humanas. De acordo com o
estudo, ZEA-14G e ZEA-16G podem atravessar a barreira celular e serem
absorvidas pelas células Caco-2, além de suas respectivas clivagens e subsequente
libertacdo de ZEA para a forma precursora.

Em estudo in vivo realizado por Nagl et al. (2012), o metabolismo de D3G foi
avaliado em ratos, demonstrando a hidrolise de D3G a DON. Em outro estudo in vivo
realizado por Nagl et al. (2014) avaliando o metabolismo de D3G em suinos, foi
demonstrado que a maior parte de D3G administrado oralmente aos animais, foi
excretada nas formas de DON. De acordo com os autores dos estudos realizados,
devido as baixas concentragbes encontradas para D3G nas amostras analisadas, o
mesmo € pouco biodisponivel em ratos e suinos, possuindo uma relevancia
toxicologica consideravelmente menor do que DON. Resultados semelhantes foram
encontrados por Warth et al. (2013) em estudo in vivo com seres humanos, onde um
voluntario consumiu uma dieta naturalmente contaminada com DON e seus
conjugados, e nenhuma forma mascarada foi detectada nas amostras de urina
analisadas. Segundo o autor, a baixa biodisponibilidade das formas conjugadas
pode estar relacionada a libertacdo das micotoxinas livres no organismo. Estudos in
vivo realizados recentemente avaliaram a biodisponibilidade e hidrélise de 3ADON,
15ADON e D3G em frangos e suinos. Foi demonstrado a hidrélise das fragbes
absorvidas de 3ADON e 15ADON para DON livre em frangos e suinos, no entanto, a
hidrolise de D3G em DON s6 foi observada em suinos (BROEKAERT et al., 2015,
2017).

A alta capacidade da conversdao de D3G em DON por bactérias especificas
presentes no intestino foi demonstrada em estudo in vitro (BERTHILLER et al.,
2011). A libertacdo dos conjugados D3G, ZEA-14G e ZEA-14S sob condicbes
digestivas e fermentacéao intestinal in vitro também foi demonstrada por Dall’Erta et
al. (2013). Os resultados do estudo sugerem que D3G, ZEA-14G e ZEA-14S sao

rapidamente desconjugados na flora intestinal, o que segundo os autores, pode
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prejudicar as células epiteliais locais devido a toxicidade da micotoxina precursora
libertada.

Efeitos citotoxicos individuais e combinados da co-ocorréncia de DON e seus
derivados conjugados em células epiteliais gastricas humanas, foram avaliados. O
derivado acetilado 3ADON demonstrou menor toxicidade em comparagao com DON,
enquanto 15ADON demonstrou ser mais potente do que DON na inducao de efeitos
adversos na barreira epitelial intestinal humana. D3G ndo demonstrou evidéncias de
toxicidade (ALIZADEH et al., 2016).

A bioacessibilidade da fumonisina B1 ligada, apds a digestdo in vitro com
amostras de cereais matinais foi avaliada por Motta e Scott (2007, 2009). Em estudo
reportado em 2007, apos o tratamento das amostras sob condigdes gastricas, foi
observado que ndo houve contribuicdo de fumonisinas ligadas a porcentagem de
fumonisina B1 livre encontrada no quimo analisado. Posteriormente outro estudo foi
realizado em 2009, entretanto quando o quimo foi hidrolisado, a presenca de
fumonisinas ligadas foi detectada. Segundo os autores, a fumonisina B1 ligada pode
ser absorvida pelo intestino delgado, como também pode servir como substrato para
bactérias intestinais, libertando a fumonisina B1 livre e aumentando a possibilidade
de exposicdo a micotoxina precursora. Ja em estudo realizado por Dall’Asta et al.
(2010), um modelo de digestao in vitro de milho ndo processado demonstrou a
conversao de fumonisinas ligadas a fumonisinas livres no trato gastrointestinal,
confirmando que as enzimas digestivas sdo capazes de destruir as interacoes entre
a matriz e a micotoxina. Resultados semelhantes foram encontrados em estudo
realizado por Falavigna et al. (2012) na avaliagao da digestao in vitro de produtos a
base de milho, confrmando a conversdo de fumonisinas ligadas as formas
precursoras no trato gastrointestinal.

De acordo com estudos reportados na literatura, o grupamento amino primario
é responsavel pela maior parte da agao téxica das fumonisinas livres, o que sugere
que seus derivados exercam uma baixa toxicidade comparada a micotoxina
precursora (FERNANDEZ-SURUMAY et al., 2004; GELDERBLOM et al., 1993;
NORRED et al.,, 2001). Em estudo realizado por Hahn et al. (2015), ap6s a
administragéo oral de N-1-deoxi-(D)-frutose-FB1-(NDF) em ratos, foi observado uma
clivagem parcial de NDF para fumonisina B1 durante a digestao, entretanto a
porcentagem de fumonisina B1 liberada foi excretada principalmente nas fezes, sem

interferéncia no metabolismo esfingolipidico dos ratos. Resultados semelhantes
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foram encontrados por Cirlini et al. (2014) na avaliagdo de NDF no processo de
digestao e fermentacao do intestino humano. Foi observado uma clivagem parcial de
NDF na digestao in vitro e estabilidade em relagdo a flora intestinal, entretanto,
segundo os autores deve-se considerar a baixa importancia toxicoldégica dessa
substancia devido a sua baixa ocorréncia em alimentos.

Até o momento séo escassas na literatura informacgdes toxicoldgicas sobre as
micotoxinas mascaradas (DALLCERTA et al, 2013; DE BOEVRE;
GRANICZKOWSKA; SAEGER, 2015; GRATZ et al., 2017). Estudos in vivo e in vitro
tém demonstrado a conversao dessas substancias para a forma precursora no trato
gastrointestinal indicando que as micotoxinas mascaradas podem ser consideradas
como uma ameaca a saude (DELLAFIORA; DALL' ASTA, 2016), sendo essencial o
apoio dos 6rgaos reguladores no desenvolvimento de pesquisas sobre a relevancia

toxicoldgica dessas substancias para que regulamentos sejam estabelecidos.

2.5 Métodos analiticos para a determinagao de micotoxinas e micotoxinas

mascaradas em alimentos

Diversos métodos analiticos tém sido desenvolvidos para determinacao e/ou
identificacdo de micotoxinas e micotoxinas mascaradas em alimentos. Destaca-se a
grande utilizagdo das técnicas de cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas sequencial (CLAE-EM/EM), cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas de alta resolugao (CLAE-EMAR), cromatografia a gas
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), como também, cromatografia a gas
com detector por ionizagdo em chama (DIC) e captura de elétrons (CG-DCE)
(CIRLINI; DALL'ASTA; GALAVERNA, 2012; MALACHOVA et al, 2015a;
NAKAGAWA et al., 2011, 2013a, 2013b)

As principais micotoxinas mascaradas conhecidas sdo formadas por meio de
conjugacdes com substancias de baixo peso molecular, resultando em derivados
com propriedades fisico-quimicas adequadas a analise direta por cromatografia
liquida, como exemplo as formas conjugadas de ZEA e DON, que apresentam maior
polaridade em relagdo aos seus precursores. A CLAE-EM/EM ¢é considerada uma
poderosa ferramenta analitica, com alta sensibilidade e seletividade. Esta técnica
tem sido amplamente utilizada na determinagdo de micotoxinas e, mais

recentemente, micotoxinas mascaradas, permitindo a analise direta de micotoxinas e
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seus conjugados polares sem a necessidade de derivatizacdo (BERTHILLER et al.,
2007, 2013; CIRLINI; DALL'ASTA; GALAVERNA, 2012; NAKAGAWA et al., 2011). A
CLAE-EMAR, empregando principalmente analisadores de massas como tempo de
voo (time-of-flight, TOF) ou Orbitrap (armadilha de ions de Kingdon — Kingdon trap),
tem sido a técnica de escolha na identificacdo de novas micotoxinas mascaradas
(CIRLINI; DALL'ASTA; GALAVERNA, 2012; NAKAGAWA et al., 2011, 2013a, 2013b;
ZACHARIASOVA et al., 2012). Esta técnica também tem sido utilizada para avaliar a
contaminacdo de alimentos por micotoxinas e micotoxinas mascaradas em meétodos
de screening (KLUGER et al., 2013).

A CG tem sido utilizada com menor frequéncia na determinacdo de
micotoxinas, principalmente devido a caracteristica polar dessas substéncias, sendo
necessario incluir etapas de derivatizacdo no processo de tratamento das amostras
(CARRASCO et al., 2014, 2015; KHARANDI et al., 2013). A alta polaridade das
micotoxinas conjugadas impede a andlise dessas substancias por essa técnica
mesmo apos a inclusdo de etapas de derivatizagado. Por este motivo, CG-EM tem
sido empregada apenas na determinacio indireta de micotoxinas mascaradas de
DON (TRAN; SMITH, 2011; TRAN; SMITH; GIRGIS, 2011).

Diversos métodos de tratamento de amostra para a determinacdo simultanea
de micotoxinas e micotoxinas mascaradas em alimentos tém sido desenvolvidos.
Esses sdo baseados em métodos tradicionalmente utilizados na determinagdo de
micotoxinas. Devido a alta seletividade e sensibilidade das técnicas analiticas
empregadas, os métodos de tratamento de amostra desenvolvidos geralmente
possuem poucas etapas de processamento baseando-se, principalmente, na
extragdo seguida de diluicdo dos extratos das amostras (NATHANAIL et al., 2015;
TOLOSA et al., 2017; WARTH et al., 2015).

Apesar de caracterizadas quimicamente, até o momento poucos padrdes
analiticos das micotoxinas conjugadas ja conhecidas sdo disponiveis
comercialmente desencorajando a realizagdo de estudos de monitoramento. Pelo
nosso conhecimento apenas o D3G e os acetilados de DON estdo disponiveis
comercialmente. Para suprir essa caréncia alguns laboratérios tém sintetizado ou
isolado os conjugados de amostras naturalmente contaminadas para utiliza-los como
padrées analiticos na calibracdo dos equipamentos (BERTHILLER et al., 2013,
2016).

Os procedimentos de extragao e clean up utilizados para determinagdo de
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micotoxinas mascaradas de DON e ZEA foram estudados por Vendl et al. (2009).
Diferentes propor¢des da mistura dos solventes de extracdo acetonitrila/agua, bem
como a influéncia do pH na eficiéncia de extracdo foram estudadas. A mistura de
acetonitrila/agual/acido acético na razdo de 79/20/1 foi adequada para extracdo de
todas as micotoxinas estudadas. Determinagdes simultaneas de ZEA, DON e seus
metabdlitos mascarados em alimentos a base de cereais com as mesmas
proporgdes de solventes acetonitrila/agua/acido acético, também foram relatadas por
Vend! et al. (2010); Em estudos realizados por De Boevre et al. (2012, 2013) e
Nathanail et al. (2015), a determinac&o simultadnea de DON, ZEA, toxina T-2, toxina
HT-2, a-ZEA, B-ZEA, nivalenol, juntamente com seus metabdlitos mascarados em
milho, trigo, aveia, cereais, pdo e produtos a base de cereais foi demonstrada. As
extragdes realizadas com acetonitrila/agua/acido acético nas mesmas proporgdes de
79/20/1 seguidas pela adicao de hexano, também foram adequadas para todas as
micotoxinas estudadas.

Como visto anteriormente, diversas micotoxinas conjugadas ja foram
identificadas. No entanto, a indisponibilidade de padrbes analiticos para esses
contaminantes tem limitado o desenvolvimento de métodos analiticos. Na auséncia
de padrdes analiticos para as micotoxinas conjugadas, bem como quando as
micotoxinas mascaradas estdao ligadas a macromoléculas, a quantificagdo das
micotoxinas mascaradas tem sido realizada indiretamente (BERTHILLER et al.,
2013, 2016; BRYLA et al., 2014; CIRLINI; DALL'ASTA; GALAVERNA, 2012).

Os chamados métodos indiretos de andlise possuem a vantagem de nao
requisitar o uso de padrbes analiticos das micotoxinas conjugadas, o que tem
contornado a indisponibilidade destas substancias. Além disso, os métodos indiretos
de analise podem clivar conjugados desconhecidos fornecendo uma avaliagdo mais
realista dos niveis de contaminacdao. Os mesmos se baseiam na conversdo das
micotoxinas mascaradas por tratamento quimico (acido ou basico) ou enzimatico
para a forma livre ou alterada das mesmas, seguida da quantificacdo da forma livre
antes e depois da conversdo, onde as micotoxinas mascaradas sdo quantificadas
através da diferenca entre as duas formas de quantificacdo. No entanto, quando
padrdes analiticos ndo estdo disponiveis a eficiéncia da etapa de clivagem nao é
conhecida.

Os métodos enzimaticos tém sido amplamente empregados na clivagem de

conjugados de diversos contaminantes, incluindo micotoxinas (BELOGLAZOVA et
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al., 2013; MALACHOVA et al., 2015b; WARTH et al., 2012). No entanto, a conversao
de metabdlitos conjugados através de reacgdes enzimaticas € considerada uma
clivagem especifica de apenas uma forma conjugada sendo necessaria a utilizagao
de diversas enzimas, como foi demonstrado em um estudo realizado por Gareis et
al. (1990). Nesse estudo a enzima B-glucosidase demonstrou eficiéncia para
converter a ZEA-14G para a sua forma livre (ZEA), porém foi ineficiente para clivar o
conjugado D3G. Em estudo realizado por Simsek et al. (2012) na analise de DON e
D3G em trigo, foram realizados experimentos para determinar o efeito da hidrdlise
enzimatica na deteccdo de DON utilizando as enzimas a-amylase, celulase,
protease e xinalase. Foi observado o aumento significativo de DON apenas em
amostras de trigo tratadas com a enzima xinalase.

Os métodos indiretos também podem ser utilizados para resolver problemas
cromatograficos. Como exemplo, as micotoxinas DON e acetilados de DON também
tém sido analisadas por CG-EM. Entretanto, o D3G possui maior polaridade
ocasionando problemas cromatograficos em colunas tradicionalmente utilizadas na
analise de DON. Para contornar este problema, os conjugados de DON podem ser
hidrolisados retornando a forma livre da micotoxina. A adicdo dos acidos
trifluoracético, trifluorometanosulfébnico e acido tricloroacético seguida de
aquecimento, demonstrou um aumento nas concentragdes de DON em comparagao
com as mesmas amostras analisadas pelo método de extragcdo tradicional para
determinagdo de DON em sua forma livre. Este aumento tem sido atribuido a
possivel presenga de DON mascarado sob a forma de conjugados, como por
exemplo D3G ou associado a macromoléculas (LIU et al., 2005; TRAN; SMITH,
2011; TRAN; SMITH; GIRGIS, 2011; ZHOU et al.,, 2007). Sendo assim, a
quantificacao indireta de conjugados de DON, bem como outras formas conjugadas
desconhecidas, utilizando a técnica de CG-EM apds hidrélise acida pode ser
empregada.

A quantificagdo das fumonisinas mascaradas (ligadas a macromoléculas)
também tem sido realizada indiretamente através da quantificacdo das formas
hidrolisadas, obtidas por meio de hidrdlise alcalina das fumonisinas mascaradas.
Além disso, os padrdes analiticos das fumonisinas hidrolisadas podem ser
facilmente obtidos a partir da hidrélise das fumonisinas adquiridas comercialmente,
possibilitando assim, a calibracdo e consequente quantificacdo das formas

hidrolisadas.
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Diferentes métodos analiticos para a determinagao indireta de fumonisinas
mascaradas foram desenvolvidos nos ultimos anos. Em um método reportado por
Dall’Asta et al. (2008), a determinacao simultadnea das principais fumonisinas B1, B2,
B3 e seus derivados hidrolisados HFB1, HFB2 e HFB3 em milho e produtos a base
de milho, foi demonstrada. Neste estudo, inicialmente as formas livres das
fumonisinas sado extraidas das amostras diretamente com solugdo de
agua:acetonitrila (50:25:25, v/v). Posteriormente, o residuo sélido das amostras é
submetido a hidrolise com solugdo de NaOH (2M) a 25°C por 60 minutos, filtrado e
analisado utilizando a técnica de CLAE-EM/EM; Em outro método reportado por Kim
et al. (2003) e Park et al. (2004) para determinacao de fumonisinas mascaradas em
produtos a base de milho, as proteinas dos alimentos sao dissolvidas com solucao
de dodecil sulfato de sodio (1%) e em seguida as fumonisinas mascaradas sao
hidrolisadas com solugao de NaOH (2M); Em método descrito por Dall’Asta et al.
(2009b), inicialmente as amostras sdo submetidas a hidrolise com solugdo de KOH
(2M) e posteriormente extraidas com acetonitrila. Apds centrifugacdo o extrato é
entao evaporado, redissolvido em agua:metanol (30:70, v/v), filtrado e analisado por
CLAE-EM/EM.

2.6 Caracteristicas e processamentos do milho

O milho é um dos cereais mais importantes produzidos no mundo. Sua
importancia econbmica €& caracterizada pelas diversas formas de utilizacdo, a
comecgar pela alimentacdo animal até a industria de alta tecnologia, como
embalagens e filmes biodegradaveis. O grao de milho é formado principalmente por
trés partes: endosperma, representando aproximadamente 83% do grao, constituido
em maior parte por amido e em menor quantidade por proteinas; gérmen
representando 11% do grdo, concentrando quase a totalidade dos lipideos; e
pericarpo (casca), representando em média 5% do grao (PAES, 2006; REGITANO-
D'ARCE; SPOTO; CASTELLUCCI, 2015).
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Figura 4- Composicao basica do grao de milho.
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Fonte: (AMARAL; BERNARDES, 2012).

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho, com 96,03 milhdes de
toneladas produzidas na safra 2016/2017 (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO, 2017).

De acordo com a Associagao Brasileira das Industrias do Milho (Abimilho), a
quantidade de milho destinada a alimentagdo humana representa apenas 15% do
milho produzido no pais (REGITANO-D'ARCE; SPOTO; CASTELLUCCI, 2015),
ainda assim, o milho € o cereal com o maior numero de produtos industrializados.
(ALESSI; RAUPP; GARDINGO, 2003; GARCIA; DUARTE, 2017).

Entre os principais tipos de milho utilizados na alimentacdo humana, estdo o
milho branco, milho pipoca, milho verde e os graos secos. O milho branco é
comumente utilizado na producdo de canjica. O milho pipoca, vem de um tipo
especial de espiga com graos pequenos constituidos principalmente de amido duro
que se expande sob o aquecimento, dando origem a pipoca. O milho verde (in
natura) pode ser consumido por maneira direta (cozido, assado ou em conservas) e
0s graos secos dao origem aos produtos processados obtidos da moagem umida
e/ou seca. A moagem seca € a mais utilizada no Brasil, resultando em produtos
como fuba, farinha de milho, quirera (canjiquinha), farelos, 6leo e farinha integral
(CARDOSO et al., 2011; GARCIA; DUARTE, 2017; REGITANO-D'ARCE; SPOTO;
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CASTELLUCCI, 2015; SARMENTO, 2013). Na figura 5, € demonstrado o processo

de moagem seca dos graos de milho e alguns produtos resultantes.

Figura 5- Processo de moagem seca dos graos de milho.
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Fonte: (Adaptado de CARDOSO et al., 2011).

Na moagem seca o grao € degerminado, separado em endosperma, pericarpo
e gérmen (Figura 5). O milho degerminado é caracterizado pelo endosperma
desprovido da pelicula (casca) e do gérmen, sendo denominado como canjica. A
partir do milho degerminado, séo obtidos grits (grao degerminado quebrado em duas
ou trés partes) e fubas de diferentes granulometrias. (AGENCIA EMBRAPA DE
INFORMACAO TECNOLOGICA, 2017; CARDOSO et al., 2011).

A partir da canjica (grits) de milho, sdo obtidos os flocos de milho e produtos
como os cereais matinais (corn flakes), salgadinhos de milho (snacks), entre outros.
Em relagdo ao fuba e farinha de milho, tém-se algumas peculiaridades devido a
variagbes granulométricas e formas de producdo. O fuba pode ser resultante da

moagem do grao integral de milho (fuba comum) ou da canjica (fuba mimoso). Ja a
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farinha de milho tradicional, é definida pela legislacdo brasileira como um produto
obtido por moagem umida (maceragao dos graos) e posterior processo de torragcao
dos graos degerminados ou nao (ALESSI; RAUPP; GARDINGO, 2003; BRASIL,
1978; CARDOSO et al., 2011; SARMENTO, 2013).

Os flocos de milho e salgadinhos de milho (snacks), também podem ser
obtidos por extrusio, processo de alta temperatura em curto tempo, onde o alimento
€ cozido pela combinacdo de umidade, temperatura, pressao e trabalho mecanico
(AGENCIA EMBRAPA DE INFORMACAO TECNOLOGICA, 2017; CARVALHO,
2000, 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a ocorréncia de fumonisinas B1 e B2 livres e mascaradas em milho e

seus produtos derivados consumidos no Brasil.

3.2 Objetivos especificos

- Validar um método analitico para determinagao das fumonisinas B1 e B2 livres em
milho e produtos a base de milho por cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas sequencial,

- Validar um método analitico para determinacéo de fumonisinas B1 e B2 totais em
milho e produtos a base de milho por cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas sequencial;

- Avaliar a ocorréncia das fumonisinas B1 e B2 livres em amostras de milho e
produtos a base de milho adquiridos no Brasil;

- Avaliar a concentragédo de fumonisinas B1 e B2 mascaradas em amostras de milho
e produtos a base de milho;

- Avaliar a correlagao entre a razdo da concentragdo de fumonisinas livres e
mascaradas em relacdo aos processamentos utilizados no preparo dos diferentes

produtos a base de milho analisados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Reagentes e solventes

Para o preparo das amostras, curvas de calibragdo e fase mével foram
utilizados os reagentes: acetonitrila e metanol (HPLC-grade), hidréxido de potassio,
4cido formico e acetato de etila obtidos da Merck (Darmstadt, Germany). Agua ultra-
pura foi obtida através de sistema Milli-Q Gradient (Millipore, Bedford, MA, USA).

4.2 Padroes analiticos

As solugdes padrdo das fumonisinas B1 e B2 (50 ug mL') em
acetonitrila/agua 1:1 (v/v) utilizadas neste estudo foram obtidas da Fluka/Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). As fumonisinas B1 e B2 hidrolisadas foram preparadas
no laboratdrio através da hidrélise das fumonisinas B1 e B2 obtidas comercialmente
de acordo com o procedimento de Dall'Asta et al. (2009b).

Uma aliquota (1 mL) de uma solugao padrao contendo as fumonisinas B1 e
B2 (50 ug mL-") em acetonitrila/agua 1:1 (v/v) foi evaporada a secura sob fluxo de N2
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 entéo
extraidas da solugdo alcalina com 5 mL de acetato de etila sob agitacao (este
procedimento foi repetido trés vezes). Os extratos provenientes das extracées foram
combinados e secos sob fluxo de N2 e o residuo redissolvido em 1 mL de metanol.
Foi verificada a auséncia (<LD) das fumonisinas B1 e B2 nesta solugcéo por CLUE-
EM/EM, e a conversao total para as fumonisinas B1 e B2 hidrolisadas foi assumida.
As concentragées das formas hidrolisadas foram calculadas considerando-se os
fatores de conversdo estequiométrica, obtendo-se 28,1 e 27,6 uyg mL"' para as
concentragdes das fumonisinas B1 e B2 hidrolisadas, respectivamente. Todas as

solucdes estoque foram armazenadas a -18 °C.

4.3 Equipamentos

Neste estudo os seguintes equipamentos foram utilizados: balanga analitica
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(SARTORIUS LP620P), vortex (IKA Work), homogeneizador (Ultra-Turrax, IKA®),
agitador (Burrel, Wrist Action Shaker, Modelo 75), centrifuga com refrigeracao
(HITACHI, CF 7D2), bomba de vacuo (MILLIPORE), ultrassom (BRANSON, 2510) e

fluxo de nitrogénio (Turbo-Vac LV).

4.3.1 Instrumental (CLUE- EM/EM)

A separagao cromatografica foi realizada utilizando um sistema (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. Diferentes propor¢des do solvente organico no
gradiente inicial (20, 40, 60, 62 e 65%), com um gradiente linear terminando em 70 e
80% de solvente organico, bem como a adi¢ao de acido formico (0,1 e 0,3%) a fase
movel aquosa foram estudados com o intuito de obter maior sensibilidade e formato
adequado dos picos cromatograficos. A coluna foi entdo lavada com metanol (100%)
por 1 min e em seguida o sistema foi reequilibrado por 2 min na condic¢ao inicial da
fase movel. O volume de injegao foi de 5 L.

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

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

4.4 Amostras

No total, foram coletadas 212 amostras de milho pipoca e produtos a base de
milho produzidas por 40 fabricantes, representando 46 marcas.

Inicialmente, entre junho e outubro de 2016, 86 amostras (0,5 a 1 kg) de milho
pipoca (n= 20), farinha de milho flocada ou flocos de milho (n= 20), farinha de milho
torrada (n= 6), fuba (n= 20), canjica branca (n= 10) e canjiquinha (n= 10) foram
adquiridas em supermercados da regido metropolitana do Rio de Janeiro. Estas
amostras foram utilizadas na validacdo dos métodos e analisadas quanto a
contaminagéao por fumonisinas livres.

Entre agosto de 2016 e fevereiro de 2017, oS
Laboratérios Centrais Estaduais (LACENs) dos Estados de Minas Gerais, Rio

Grande do Sul, Para, Santa Catarina, Goias, Mato Grosso do Sul e Pernambuco
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enviaram ao Instituto Nacional de Controle de Qualidade e Saude (INCQS) um total
de 126 amostras (1 kg) de milho de pipoca (n= 30), farinha de milho flocada ou
flocos de milho (n= 29), farinha de milho torrada (n= 12), fuba (n= 30), canjica branca
(n=5), canjiquinha (n= 11) e canjiquinha/curau de milho (n= 9) comercializados nos
mercados locais, coletados no ambito do Programa de Monitoramento de Aditivos e
Contaminantes em Alimentos (PROMAC)/2016 pactuado entre a Anvisa e as

Vigilancias Sanitarias Estaduais.

4.5 Preparo das amostras

Todas as amostras analisadas foram moidas em moinho de martelo (MA-
090/CF), peneiradas em peneira de 20 mesh (0,84 mm), homogeneizadas por 1h
(CONSERLI-MP20, 15 rpm) e armazenadas em freezer (-20°C) até serem

analisadas seguindo os procedimentos descritos a seguir.

4.5.1 Homogeneidade das amostras

Para realizacdo do estudo de homogeneidade uma amostra de milho pipoca
(1 kg), naturalmente contaminada com as fumonisinas B1 e B2, foi moida em moinho
de martelo (MA-090/CF), peneirada em peneira de 20 mesh (0,84 mm) e
homogeneizada por 1 h (CONSERLI-MP20, 15 rpm). Foram analisadas 6 aliquotas
independentes para cada massa de amostra avaliada (1, 5 e 10 g).

As amostras foram extraidas em tubo Falcon de 50 mL de capacidade em
ultrassom (BRANSON/3510) por 10 min, utilizando solugdo de metanol 75% e
mantendo uma proporgao de cinco vezes a massa de amostra (Ex: SmL do solvente
de extracdo para 1 g de amostra). Apds centrifugagdo, uma aliquota de 50 pL do
extrato foi diluido com 950 pL da solugado metanol:agua:acido férmico (75/24,9/0,1,
v/viv) e filtrado em filtro 0,22 ym (Millex-GV 13 mm).

Para avaliar a influéncia da etapa de homogeneizacdo por 1 h na
homogeneidade da amostra, 6 aliquotas de 5 g foram pesadas em etapa anterior a
homogeneizacdo de quatro amostras de milho pipoca. Os resultados obtidos foram
comparados com os resultados obtidos para as fumonisinas em aliquotas retiradas

apdés a homogeneizacgao por 1h.
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4.5.2 Otimizacdo do método de preparo das amostras

4.5.2.1 Fumonisinas livres

Na otimizagdo do método para determinagao de fumonisinas livres, diversos
procedimentos de tratamento de amostra foram selecionados e modificados com o
objetivo de reduzir o tempo de analise, bem como adequar as condigdes analiticas
do laboratério. Assim, todas as extragdes avaliadas foram realizadas utilizando
agitacao em vortex (2 min) seguida de 10 min em ultrassom (SARTORI, 2015). Os
extratos foram diluidos para minimizar a extensdo do possivel efeito de matriz
(supressao/ ganho de sinal analitico). Para realizagdo dos estudos, amostras de
milho pipoca (moidas e homogeneizadas) foram fortificadas com as fumonisinas B1
e B2 (1200 ug kg') e com as fumonisinas B1 e B2 hidrolisadas (300 ug kg') e
dispostas em capela de exaustdo por 24 h para evaporacéo do solvente utilizado na
fortificacdo. Os procedimentos avaliados neste estudo estdo descritos a seguir.

Procedimento A: (LI et al., 2012): 5 g de amostra foram pesados em tubo de

centrifuga com 50 mL de capacidade, 25 mL da solugdo de extragdo 75% de
metanol foram adicionados. O tubo foi agitado por 2 min e em seguida sonificado por
10 min. O tubo foi entédo centrifugado a 3000 rpm por 7 min. Uma aliquota do extrato
(0,05 mL) foi diluida com 0,95 mL de uma solugdo metanol/agua/acido férmico
(75:24,9:0,1 v/viv) e a solugdo resultante foi filtrada (0,22 um) antes das analises.

Procedimento B: (SCOTT et al.,, 1999): 5 g de amostra foram pesados em

tubo de centrifuga com 50 mL de capacidade, 25 mL da solugdo de extracao
metanol:acetonitrila:agua (25:25:50 v/v/v/) foram adicionados. O tubo foi agitado por
2 min e em seguida sonificado por 10 min. O tubo foi entdo centrifugado a 3000 rpm
por 7 min. Uma aliquota do extrato (0,05 mL) foi diluida com 0,95 mL de uma
solugdo metanol/agua/acido férmico (75:24,9:0,1 v/v/v) e a solugao resultante foi
filtrada (0,22 um) antes das analises.

Procedimento C: (BARTOK et al., 2014; LAZZARO et al., 2013): 5 g de

amostra foram pesados em tubo de centrifuga com 50mL de capacidade, 25 mL da

solucao de extracdo metanol a 80% foram adicionados. O tubo foi agitado por 2 min
e em seguida sonificado por 10 min. O tubo foi entdo centrifugado a 3000 rpm por 7
min. Uma aliquota do extrato (0,05 mL) foi diluida com 0,95 mL de uma solugao

metanol/agua/acido férmico (75:24,9:0,1 v/v/v) e a solugéo resultante foi filtrada (0,22
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um) antes das analises.

Procedimento D: (MOL et al., 2008): 5 g de amostra foram pesados em tubo

de centrifuga com 50 mL de capacidade, 25 mL da solucdo de extragao
acetonitrila/agual/acido formico (75:24:1 viv/v) foram adicionados. O tubo foi agitado
por 2 min e em seguida sonificado por 10 min. O tubo foi entdo centrifugado a 3000
rom por 7 min. Uma aliquota do extrato (0,05 mL) foi diluida com 0,95 mL de uma
solugdo metanol/agual/acido férmico (75:24,9:0,1 v/v/v) e a solugao resultante foi
filtrada (0,22 um) antes das analises.

Procedimento E: (SARTORI, 2015): 5 g de amostra foram pesados em tubo

de centrifuga com 50 mL de capacidade, 25 mL da solucdo de extragao
agua:acetonitrila (1:2 v/v) com 1% de acido férmico foram adicionados. O tubo foi
agitado por 2 min e em seguida sonificado por 10 min. O tubo foi entdo centrifugado
a 3000rpm por 7min. Uma aliquota do extrato (0,05 mL) foi diluida com 0,95 mL de
uma solugdo metanol/agua/acido férmico (75:24,9:0,1 v/v/v) e a solugédo resultante
foi filtrada (0,22 um) antes das analises.

Procedimento F: (KOSTELANSKA et al.,, 2010; SULYOK et al.,, 2007;
YIBADATIHAN et al., 2014): 5 g de amostra foram pesados em tubo de centrifuga

com 50 mL de capacidade, 25 mL da solugcdo de extracdo acetonitrila/agua/acido
formico (80:19:1 v/v/v) foram adicionados. O tubo foi agitado por 2 min e em seguida
sonificado por 10 min. O tubo foi entdo centrifugado a 3000 rpm por 7 min. Uma
aliquota do extrato (0,05 mL) foi diluida com 0,95 mL de uma solugao
metanol/agua/acido férmico (75:24,9:0,1 v/viv) e a solugao resultante foi filtrada (0,22

um) antes das analises.

4.5.2.2 Fumonisinas totais (ap6s hidrdlise alcalina)

Para avaliar o tempo necessario para a hidrdlise das micotoxinas presentes
nas amostras foram utilizadas aliquotas (5 g) de uma amostra de milho pipoca
naturalmente contaminado com as fumonisinas B1 e B2, as quais foram pesadas em
tubos plasticos com 250 mL de capacidade. Em cada aliquota da amostra foi
adicionado 50 mL de uma solugdo 2 mol L' de KOH. As amostras foram entdo
homogeneizadas por 1 min (Ultra-Turrax, IKA®) e a eficiéncia de hidrélise foi
avaliada empregando-se diferentes tempos de agitagcao (0, 30, 60, 90, 120, 150 e

180 minutos) usando um agitador (Burrel, Wrist Action Shaker, Modelo 75). Apds o
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tempo de hidrélise, as amostras foram extraidas com 50 mL de acetonitrila sob
agitacdo por 30 min (Burrel, WristActionShaker, Modelo 75) e, em seguida,
centrifugada a 3000 rpm durante 7 min (Hitach-HIMAC CF 7D2). Uma aliquota do
extrato (0,05 mL) foi diluida com 0,95 mL de uma solucdo metanol/agua/acido
formico (50:49,9:0,1, v/v/v) e a solugao resultante foi filtrada utilizando filtro de PVDF

(0,22 um) antes das analises.

4.5.3 Selegao do solvente de diluicdo do extrato da amostra

Para a diluicdo dos extratos das amostras, diferentes proporcoes dos
solventes (metanol/ agua) foram testados com o objetivo de avaliar o efeito na
sensibilidade do método. Assim, uma amostra foi fortificada com as substancias alvo
em concentragdes de 20 ug kg para fumonisinas B1 e B2 hidrolisadas e de 200 ug
kg para fumonisinas B1 e B2, aplicando-se o método de tratamento de amostras
selecionado para ser validado. Apds o tratamento da amostra, aliquotas do extrato
(0,05 mL) foram diluidas com 0,95 mL a partir de cada solugdo de diluicdo
demonstrada nas condi¢cdes a seguir; o acido formico foi adicionado para se obter
uma concentragdo final de 0,1% em todas as condi¢gdes estudadas. Os solventes

avaliados na diluicdo dos extratos estdo escritos a seguir:

1. Metanol/agua/acido férmico (25:74,95:0,05, v/viv)
2. Metanol/agua/acido férmico (50:49,95:0,05, v/v/v)
3. Metanol/agua/acido férmico (75:24,95:0,05, v/v/v)

4. Solucao de acido férmico 0,05%

4.5.4 Fumonisinas livres

Para a analise de fumonisinas livres, as amostras foram previamente
descongeladas a temperatura ambiente e posteriormente pesadas (5 g) em tubo de
centrifuga com 50 mL de capacidade. Em seguida, adicionou-se 25 mL da solugao
de extracdo acetonitrila/agua/acido férmico (75:24:1 v/v/v). O tubo foi entdo agitado
vigorosamente por 2 min utilizando-se um vortex (IKA Work), e em seguida foi
sonificado por 10 min (BRANSON/ 2510). Entdo, o tubo foi transferido para uma
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centrifuga (Hitach- HIMAC CF 7D2) e submetido a centrifugagéo por 7 min a 3000
rom. Uma aliquota do extrato (0,05 mL) foi diluida com 0,95 mL de uma solugéo
metanol/agua/acido formico (50:49,95:0,05, v/v/v) e a solugao resultante foi filtrada
utilizando filtro de PVDF (0,22 um) antes das analises (MOL et al., 2008). O

fluxograma do preparo das amostras é apresentado na figura 6.

Figura 6- Fluxograma do preparo das amostras para analise de fumonisinas livres.

5 g amostra
(tubo de centrifuga, 50 mL de capacidade)

- Solucdo de extracao (25 mL)

Agitacao (2 min)

Ultrassom (10 min)

Centrifugacdo (7 min, 3000 rpm)

- 0,05 mL do extrato / 0,95 mL da solucao de diluicdo
- Filtragdo, PVDF (0,22 um)

CLUE-EM/EM

Fonte: (Do autor, 2017).

4.5.5 Fumonisinas totais (ap6s hidrdlise alcalina)

Para a analise de fumonisinas totais, a preparacao das amostras foi realizada
com base no método reportado por Dall'Asta et al. (2009b): As amostras foram
previamente descongeladas a temperatura ambiente e em seguida pesados (5 g) em
tubo plastico com 250 mL de capacidade. Entado, foram adicionados 50 mL de uma
solugdo 2 mol L' de KOH. A amostra foi entdo homogeneizada por 1 min (Ultra-
Turrax, IKA®) e em seguida agitada por 60 min (Burrel, Wrist Action Shaker, Modelo
75). Apds, 50 mL de acetonitrila foi adicionado e a amostra foi agitada durante 30

min (Burrel, Wrist Action Shaker, Modelo 75) e em seguida centrifugada a 3000 rpm
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durante 7 min (Hitach-HIMAC CF 7D2). Uma aliquota do extrato (0,05 mL) foi diluida
com 0,95 mL de uma solugdo metanol/agua/acido féormico (50:49,9:0,1, v/viv) e a
solucao resultante foi filtrada utilizando filtro de PVDF (0,22 um) antes das analises.

O fluxograma do preparo das amostras é apresentado na figura 7.

Figura 7- Fluxograma do preparo das amostras para analise de fumonisinas totais

(apos hidrolise alcalina).

5 g amostra
(tubo plastico, 250 mL de capacidade)

-KOH 2 mol L' (50 mL)

Homogeneizagdo (1 min)

Agitacdo (60 min)

- Acetonitrila (50 mL)

‘ Agitagao (30 min) ‘

‘ Centrifugacdo (7 min, 3000 rpm) ‘

- 0,05 mL do extrato / 0,95 mL da solugéo de diluigédo
- Filtracao, PVDF (0,22 um)

CLUE-EM/EM

Fonte: (Do autor, 2017).

4.6 Validagao

O desenvolvimento, adaptacdo ou implementacdo de um método analitico
envolve uma avaliagcao para estimar a sua efetividade na rotina de um laboratdrio,
processo que € denominado como validagao (BRITO et al., 2003).

Os parametros de desempenho dos métodos analiticos foram avaliados de

acordo as normas de legislacdes vigentes e o Protocolo de Validagdo de Métodos de
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Analise para Micotoxinas em Alimentos- POP 65.3120.145 do Laboratério de Analise
de Residuos de Micotoxinas do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Salude (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE,
2009). Os parametros avaliados foram: seletividade, efeito matriz, linearidade,

precisao, exatidao, limite de detecgao e limite de quantificagao.

4.6.1 Seletividade

A seletividade é definida pela capacidade de um método em detectar o analito
de interesse na presenca de interferentes presentes na matriz (BRESSOLLE;
BROMET-PETIT; AUDRAN, 1996; INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA,
QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2017).

Para avaliar a seletividade, os tempos de retencdo observados nas amostras
foram comparados com os tempos de retencio obtidos utilizando solugdes padrao.
A confirmagao foi realizada por comparagdao das razdes das intensidades das
transicdes dos ions obtidas para as micotoxinas nas amostras com as razdes

obtidas na solugéo padrao (CE, 2002).

4.6.2 Efeito matriz

O efeito matriz € causado pela influéncia das propriedades da matriz na
amostra. Ocorre quando sdo obtidos resultados diferentes ao quantificar o analito
com a curva de calibragdo construida em matriz e construida em solvente, podendo
impactar na exatidao e precisao do método analitico (WANG,; LI, 2015).

Para investigar o efeito matriz dos métodos utilizados na determinagao de
fumonisinas livres e totais foram preparadas curvas de calibracdo nas matrizes
estudadas (matrix-matched calibration) e em solvente, utilizando os cinco menores
niveis de concentragdo das curvas de calibragdo utilizadas nos estudos de
linearidade. A analise de covariancia (ANCOVA) foi utilizada para comparagao das
inclinagbes das curvas de calibracdo preparadas em matriz com as curvas de
calibragdo preparadas em solvente, considerando um nivel de significancia de 5%
(GARCIA-CAMPANA et al., 1997).

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

de calibragao preparadas em solvente e em matriz foram comparados e o calculo foi
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realizado pela equacao 1 (SARTORI, 2015).

Equacao 1

Efeito Matriz = (coeficiente angular matriz - coeficiente angular solvente /

coeficiente angular soivente) X100

4.6.3 Linearidade

A linearidade é a capacidade do método em gerar resultados proporcionais a
concentracao de analito presente na amostra, em uma faixa analitica especifica
(BRITO et al., 2003).

Para a quantificacdo das amostras analisadas foram preparadas curvas de
calibragdo com as substancias de interesse em cada matriz estudada. As faixas de
concentragdes estudadas foram de 0,05 a 25 ng mL" para fumonisinas B1 e B2;
0,005 a 2,5 ng mL"" para fumonisinas B1 e B2 hidrolisadas; e 0,1 a 10 ng mL-" para
as fumonisinas totais (apds hidrélise).

A linearidade de todas as curvas de calibracido preparadas em matriz e
utilizadas na rotina foi avaliada a partir de uma planilha de calculo em Excell de
Bazilio et al. (2011) adaptada de Souza & Junqueira (2005). Como premissas para a
analise de regressao foram verificadas a homocedasticidade, a independéncia e a
normalidade dos residuos da regressao. Os valores aberrantes foram investigados
pelo teste de residuos padronizados de Jacknife (BELSLEY; KUH; WELSCH, 1980).

4.6.4 Exatidao e Precisao

A exatidao de um método analitico indica o grau de concordancia entre o valor
real do analito na amostra e o valor estimado pelo método. A precisdo indica a
dispersao dos resultados de ensaios independentes da mesma amostra, amostras
semelhantes ou padrées, conforme as condigdes definidas (INSTITUTO NACIONAL
DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2017; RIBANI et al., 2004).

A repetibilidade indica o grau de concordancia entre os resultados de analises
individuais, a partir de um mesmo método sob as mesmas condi¢cdes de medicéo e

em pequeno intervalo entre as repeticbes. A precisdo intermediaria ou
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reprodutibilidade parcial representa as variacbes dentro de um laboratério, como
exemplo: diferentes dias, analistas ou equipamentos; definindo quais condigcbes a
variar (BRITO et al., 2003; INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE
E TECNOLOGIA, 2017; RIBANI et al., 2004).

A exatidao (recuperacao) e a precisao (repetibilidade e precisao intermediaria)
dos métodos analiticos foram avaliadas por meio da aplicagdo dos métodos na
analise de amostras “branco” ou com baixo nivel de contaminagédo (concentragao
dez vezes menor que o menor nivel de concentragao utilizado na fortificagao)
fortificadas com as micotoxinas alvo. O milho pipoca foi selecionado como matriz
representativa para avaliacdo da exatidao e precisdo na faixa de aplicacdo dos
métodos analiticos. Assim, amostras de milho pipoca foram fortificadas em quatro
niveis de concentragéo (200, 2000, 4000 e 6000 ug kg') para o método utilizado na
determinagao direta de fumonisinas e fumonisinas hidrolisadas, e em trés niveis de
concentragao (200, 2000 e 4000 ug kg') para o método utilizado na determinagao
indireta de fumonisinas totais (apds hidrolise), com seis replicatas para cada nivel de
concentragao estudado. A preciséo intermediaria para os dois métodos avaliados foi
realizada através da analise de amostras fortificadas com as mesmas concentracoes
utilizadas no primeiro nivel de fortificacdo de cada método (nivel de concentragéo
considerado mais critico). Estas amostras foram analisadas em 6 dias diferentes.

Para os produtos a base de milho, seis amostras “branco” ou com baixo nivel
de contaminacdo de cada produto (flocos de milho, farinha de milho, fuba,
canjiquinha e canjica branca) foram fortificadas com substancias alvo (2000 ug kg™')
e utilizadas para avaliar a recuperacao e a repetitividade do método de determinacao
direta de fumonisinas e fumonisinas hidrolisadas.

Os célculos de recuperacédo (Rec%) e desvio padrao relativo (DPR%) dos

métodos analiticos foram realizados a partir das equacodes 2 e 3.

Equacao 2

Rec% = C medida X 100
C fortificada

Sendo:

Rec= Recuperacao
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C= Concentragao

Equacao 3

DPR% = DP X 100
CMD

Sendo:
DPR= Desvio padrao relativo
DP= Desvio padrao

CMD= Concentracido média determinada

4.6.5 Limite de Deteccao e Limite de Quantificagédo

O Limite de Detecgao (LD) corresponde a menor concentragdo do analito
presente em uma amostra que pode ser detectada pelo meétodo, mas né&o
necessariamente quantificada. O Limite de Quantificagdo corresponde a menor
concentracdo do analito que pode ser determinada com um nivel de exatidéo e
precisao (RIBANI et al., 2004).

Os LD e LQ das micotoxinas alvo foram determinados pelo método da relagao
sinal/ruido, considerando razdes de sinal/ruido de 3 e 10, respectivamente (EDIAGE
et al., 2011).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Instrumental (CLUE- EM/EM)

5.1.1 Otimizacao das condi¢cbes do detector

Os parametros da fonte de ionizagao otimizados foram: voltagem do capilar (3
kV), temperatura de dessolvatagdo (400 °C) e 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 colisio em um
fluxo de 0,15 mL min'.

As condicbes do espectrometro de massas foram otimizadas por infusao das
solugdes padrao individuais (100 ng mL-"). O equipamento foi operado usando uma
fonte ES/ (electrospray ionization) 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 colisao foram otimizadas para as principais transicées
identificadas. As duas transicbes de ions mais intensas, selecionadas através da
relacéo sinal/ruido dos picos cromatograficos, foram usadas como as transi¢goes de
quantificacdo e confirmagao (Figura 8). As ftransicbes selecionadas e suas
respectivas condi¢cdes de aquisicado estido apresentadas na Tabela 5. 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 dessolvatagao (N2) 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
dessolvatacao (N2) foi avaliado na faixa de 300 a 1200 L h-'; o fluxo de 750 L h-' foi
selecionado ja que fluxos superiores nao 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 condigdo de sensibilidade
para as substancias.

Apés distribuicdo das substancias nas respectivas janelas de aquisigao, o
dwell time foi otimizado através da injecdo de solugao padrao das substancias alvo
(5 ng mL-") com o objetivo de obter picos cromatograficos com um nimero adequado

de scans (entre 15 e 25). As condi¢des otimizadas estao apresentadas na Tabela 5.
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Tabela 5- Condi¢des do espectrometro de massas selecionadas.

) . Energia Dwell
Transigao de Transigao de Voltagem )
) ) tr o a - de time
Micotoxinas ) quantificagéo qualificagao Q/q° o do cone
(min)? coliséo (100ms)
Q (m/z) q (m/z) (V)
(eV)
HFB1 118  406,3>370,2 406,3>352,2 1,3(+0,3) 20/20 64 0,1
FB1 123 722,3>334,2 722,3>352,2 1,0(£0,2) 40/36 86 0,1
HFB2 1.89  390,3>336,2 390,3>354,2 15(+0,3) 22/20 60 0,1
FB2 2.14  706,2>318,2 706,3>336,2 1,9(£0,4) 40/38 86 0,1

Fonte: (Do autor, 2017).

ESI operado em modo positive para todas as substancias;

aJanelas de aquisicdo demonstradas entre parénteses;.

bintensidades relativas para as transigdes dos ions (Q/q) e o0 maximo de tolerancia aceitavel para
confirmagéo demonstrado entre parénteses (CE, 2002);

®Valores estdo demonstrados na ordem: transicdo de quantificagdo / transigdo de qualificagao.



Figura 8- Cromatogramas demonstrando as intensidades das transi¢oes dos ions das fumonisinas B1, B2 e B1 e B2 hidrolisadas.
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Fonte: (Do autor, 2017).
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5.1.2 Otimizacao das condi¢cbes cromatograficas

A composicao da fase movel foi estudada com o objetivo de obter picos
cromatograficos com formato e sensibilidade adequados para todas as micotoxinas
alvo. A presenca de efeito memoria (carry over) também foi considerada na
avaliagao. O metanol foi selecionado para ser utilizado como solvente organico.

Foi observado efeito memadria para as fumonisinas, com essas substancias
aparecendo em varios ciclos de injecdo apds a injecdo de uma solugéo padrao ou de
uma amostra contaminada, utilizando os gradientes iniciando com 20 e 40, 60 e 62%
de metanol. Este problema pode ocasionar falsos positivos nas analises de rotina e,
portanto, deve ser resolvido. O problema de efeito memdria para as fumonisinas
também foi relatado anteriormente (PLATTNER et al., 1999; TAMURA et al., 2012).
Como exemplos do problema observado, na Figura 9 sao mostrados os
cromatogramas obtidos com a injegdo de solugdo padrdo com as fumonisinas,
seguido da injecdo de solvente. Diversos solventes de lavagem da agulha do injetor
foram avaliados, mas o efeito memoria ndo foi eliminado.

Foi observado diminui¢cao do efeito memadria com o aumento da proporgao de
metanol no gradiente inicial. Portanto, o gradiente de fase moével iniciando com 65%
de metanol foi selecionado, pois apresentou sensibilidade adequada paras todas as

substancias alvo, sem ocorréncia de efeito memaria (Figura 10).
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Figura 9- Cromatogramas demonstrando a ocorréncia de efeito memaria para as
fumonisinas com o gradiente iniciando com 40% de metanol: a) solugdo padrao das

fumonisinas (200 ng mL"); b) solvente (metanol/agua, 50:50 v/v).
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Fonte: (Do autor, 2017).
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Figura 10- Cromatogramas demonstrando a auséncia de efeito memoria para as
fumonisinas com o gradiente iniciando com 65% de metanol: a) solugao padréos das

fumonisinas (200 ng mL™"); b) solvente (metanol/agua), 50:50 v/v).
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Fonte: (Do autor, 2017).

Foram obtidos melhores resultados de sensibilidade para as micotoxinas alvo
utilizando gradiente final com 80% de metanol, principalmente para fumonisina B2,
em relagdo ao gradiente final com 70% de metanol.

Apds a selegao da condicao inicial (65% de metanol) e final do gradiente (80%
de metanol) o tempo utilizado no gradiente (3, 4 € 5 min) também foi avaliado quanto
a sensibilidade. O tempo de 3 min foi selecionado, pois apresentou maior
sensibilidade para as micotoxinas avaliadas: para fumonisina B1 a resposta foi 17 e
25% inferior para os tempos de 4 e 5 min, respectivamente; para fumonisina B2 a
reposta foi 19 e 17% inferior para os tempos de 4 e 5 min; para fumonisina B1
hidrolisada a resposta foi 10 e 15% inferior para os tempos de 4 e 5 min,
respectivamente; para fumonisina B2 hidrolisada a resposta foi 17 e 26% inferior
para os tempos de 4 e 5 min, respectivamente.

Resultados satisfatorios em relacao ao efeito meméria e formato dos picos
cromatograficos foram obtidos utilizando solugéo de acido férmico 0,1 e 0,3%. Nao
foi observada diferenga significativa para a fumonisina B2 e fumonisina B2
hidrolisada (~3%) comparando as duas fases moveis estudadas. No entanto,
sensibilidades maiores foram obtidas para fumonisina B1 (24%) e fumonisina B1
hidrolisada (13%) utilizando acido formico 0,1%, demonstrando possivel supresséo
da ionizagdo dessas substancias com o aumento da concentragcido de eletrdlitos na
fase moével. Assim, a solucdo de acido formico 0,1% foi selecionada como fase
movel aquosa.

O solvente utilizado na lavagem interna da agulha do injetor foi avaliado
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quanto a influéncia no formato dos picos cromatograficos e na sensibilidade. As
condigdes utilizadas foram metanol: agua (1:1, v/v), acido férmico 0,1%. Picos com
formatos adequados foram observados para todas as condi¢gbes avaliadas. Nao foi
observada diferenca significativa entre as condicbes avaliadas em relagdo a

sensibilidade.

5.1.3 Selecao do solvente utilizado no preparo dos padrdes

As solugdes padrao foram preparadas inicialmente em metanol/agua (50:50
v/v). Foram observados picos com calda e baixa resposta para as fumonisinas B1 e
B2 quando essas substancias foram preparadas nessa solugdo. Como demonstrado
na Figura 11, picos cromatograficos simétricos e com maior sensibilidade foram
obtidos para essas substancias com a adicao de acido férmico 0,1% no preparo das
solugdes padrao.

Com o objetivo de avaliar a influéncia na sensibilidade das substancias alvo,
foi avaliada a adigéo de acido formico (0,1 e 0,3%) no preparo das solu¢des padrao
(metanol/agua, 50:50 v/v). Com a adicdo de acido férmico 0,3% foi observado
aumento da resposta para fumonisina B2 hidrolisada (9%), fumonisina B2 (49%),
fumonisina B1 (51%) e supresséo da resposta para fumonisina B1 hidrolisada (- 4%)
em relagcédo a solugéo preparada sem adicdo de acido férmico (metanol/agua, 50:50
v/v). Com a adi¢ao de acido formico 0,1 % foi observado aumento da resposta para
todas as micotoxinas alvo, fumonisina B1 hidrolisada (17%), fumonisina B2
hidrolisada (29%), fumonisina B1 (37%) e fumonisina B2 (46%), em relagdo a
solugdo preparada sem adicdo de acido formico. Portanto, essa condicdo foi

selecionada para ser utilizada no método analitico.
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Figura 11- Cromatogramas demonstrando o efeito da adicdo de acido férmico no
preparo das solugdes de FB1 e FB2 (5 ng mL"): a) solugdes padrdo preparadas em
metanol/agua (50:50 v/v) com &cido férmico 0,1%; b) solu¢des padrao preparadas
sem acido férmico (metanol/agua, 50:50 v/v).
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Fonte: (Do autor, 2017).

5.2 Preparo das amostras
5.2.1 Homogeneidade das amostras

A variabilidade dos resultados das concentragcdes de micotoxinas em cereais
ocorre devido a sua distribuicdo heterogénea nos graos, portanto a amostragem é de
extrema importancia na determinagao de micotoxinas (MAZIERO; BERSOT, 2010).

A quantidade de amostra utilizada durante o tratamento das amostras esta

diretamente relacionada a homogeneidade da amostra. Uma pequena aliquota nem



69

sempre € considerada representativa para uma determinacdo precisa de
contaminacéao. Bertuzzi et al. (2016) avaliou a homogeneidade de amostras de graos
de milho utilizando massas de 5 e 20 g de amostra para a extracdo de fumonisinas
B1 e B2 e fumonisinas B1 e B2 hidrolisadas. As amostras foram moidas, peneiradas
em peneira de 1 mm e em seguida homogeneizadas durante 30 minutos. Nos
resultados apresentados, a analise a partir de 5 g de amostra nao foi satisfatoria,
com desvio padrao relativo entre 12,6 e 22,4%. No entanto, o resultado foi
satisfatério para a analise de produtos a base de milho, o que segundo o autor, pode
estar relacionado a homogeneizagdo durante o processamento industrial dos
produtos. J& na anadlise a partir de 20 g de amostra de grdo de milho, o desvio
padrao relativo foi considerado satisfatério e inferior a 8,1% para 90% das amostras
analisadas. No método descrito por Dall’ Asta et al. (2008), a analise para extragao
de fumonisinas e seus derivados hidrolisados em produtos a base de milho foi
realizada a partir de uma massa de 25 g de amostra. Em dois métodos descritos por
Dall’ Asta et al. (2009b) a extracdo de fumonisinas e fumonisinas hidrolisadas foi
realizada a partir de massas de 5 e 0,5 g de amostras de milho ndo processado,
respectivamente. No método descrito por Falavigna et al. (2012) a extracdo de
fumonisinas foi realizada a partir de 5 g de amostra de produtos a base de milho.

No presente estudo foi avaliado a influéncia do procedimento de
homogeneizagdo e a quantidade de amostra analisada na precisdo do método.
Inicialmente, foi avaliada a menor massa de amostra representativa que poderia ser
usada no método de extracao das micotoxinas. Por apresentar maiores problemas
em relacdo a homogeneidade comparada aos produtos, a matriz milho pipoca foi

selecionada. Os resultados obtidos sao apresentados na Tabela 6.

Tabela 6- Estudo da homogeneidade da amostra de milho pipoca (homogeneizada

por 1 h) em fungao da quantidade de amostra analisada.

Massa de Fumonisina B1 Fumonisina B2
amostra (g) (DPR%), n=6 (DPR%), n=6
1 30,1 38,2
5 8,5 10,7
10 7,9 8,4

Fonte: (Do autor, 2017).
DPR%: desvio padrao relativo

Com os resultados obtidos podemos verificar que utilizando massas de
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amostra de 5 e 10 g foram obtidos resultados satisfatérios quanto a homogeneidade
da amostra, com resultados de coeficientes de variagao inferiores a 11%. A menor
massa de amostra que apresentou resultados satisfatérios (5 g) foi selecionada
devido ao menor gasto de solvente. Para confirmar a homogeneidade utilizando
essa quantidade de amostra, 6 aliquotas de mais trés amostras de milho de pipoca
processadas (homogeneizadas por 1 h) foram analisadas. Todos os resultados

obtidos estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7- Estudo da homogeneidade da amostra utilizando 5 g de amostra no

método de tratamento da amostra.

Amostras analisadas Fumonisina B1 Fumonisina B2
(DPR%), n= 6 (DPR%), n=6

#M3 8,5 10,7

#M5 9,6 79

#M6 10,2 8,9

#M7 5,6 4,5

Fonte: (Do autor, 2017).
DPR%: desvio padrao relativo

Utilizando os resultados obtidos (Tabela 8) pode-se verificar que o
procedimento de homogeneizagdo por 1 h permite maior performance na
homogeneidade das amostras, demonstrado através dos DPR% obtidos para as
condicoes estudadas, principalmente para a fumonisina B1. Assim, esta condicao foi
selecionada para ser utilizada na rotina do processamento das amostras de milho

pipoca e produtos a base de milho.

Tabela 8- Avaliagao da influéncia da etapa de homogeneizagao para as fumonisinas
B1 e B2.

Fumonisina B1 Fumonisina B2
Amostras Homogeneizada Néo . Homogeneizada N&o homogeneizada
: = homogeneizada _ _
analisadas por 1 h (n=6) (n= 6) por 1 h (n=6) (n=16)
o, 0, o,
(DPR%) (DPR%) (DPR%) (DPR%)
#M3 8,5 12,0 10,7 10,5
#M5 9,6 14,2 7,9 7.4
#M6 10,2 9,2 8,9 11,1
#M7 5,6 10,1 4,5 9,0

Fonte: (Do autor, 2017).
DPR%: desvio padrao relativo
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5.2.2 Otimizacédo do método de preparo das amostras

5.2.2.1 Fumonisinas livres

Para a otimizacdo do método de tratamento das amostras foram selecionados
métodos descritos na literatura para a determinacido de fumonisinas ou para a
determinagao simultanea de diferentes classes de micotoxinas em alimentos, que
utilizam a extragdo com solventes sob agitagdo e/ou por ultrassom (extragao solido-
liquido). Os resultados obtidos para os procedimentos avaliados sao apresentados
na Tabela 9. O Método D foi selecionado para validacao, pois apresentou melhores

resultados (menor erro relativo) em relagéo aos outros métodos avaliados.



Tabela 9- Recuperagdes e repetibilidades obtidas para os procedimentos avaliados.
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Metodo A Metodo B Metodo C Metodo D Metodo E MetodoF
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
WOWOW W W W e wew @ e @
HFB1 93,5 19,8 73,3 20 79,0 25,4 108,7 2,7 121,6 29 11,5 4,9
FB1 294 8,7 61,3 14,6 30,7 12,3 102,1 1,4 744 3,0 73,6 0,9
HFB2 944 19,4 66,4 1,3 79,5 24,4 110,8 1,9 118,4 4,3 115,8 44
FB2 24,9 9,9 50,5 18,0 27,2 13,7 102,8 1,4 74,1 2,3 75,9 0,2

Fonte: (Do autor, 2017).

HFB1: fumonisina B1 hidrolisada; HFB2: fumonisina B2 hidrolisada; FB1: fumonisina B1; FB2: fumonisina B2.

DPR: desvio padréao relativo.

Rec: recuperacgao.
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5.2.2.2 Fumonisinas totais (apés hidrdlise alcalina)

Diferentes procedimentos sao reportados na literatura para determinacao
indireta de fumonisinas totais (livres + ligadas) presentes em amostras de milho e
produtos a base de milho, os quais diferem principalmente no tempo empregado na
hidrolise (BRYLA et al., 2014; DALL'ASTA et al.,, 2008, 2009b). Assim, diversos
experimentos foram realizados em duplicata para avaliar o tempo necessario para a
hidrélise das micotoxinas presentes nas amostras.

Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 12. As amostras que foram
hidrolisadas com um tempo de agitacédo de 60 minutos demonstraram um aumento
significativo de fumonisinas hidrolisadas em comparagdo as amostras que foram
hidrolisadas por 30 minutos. Ja os resultados das amostras hidrolisadas com tempos
de agitacdo a partir de 60 minutos demonstraram que n&o houve aumento da
formacgao das fumonisinas hidrolisadas. Assim, o método utilizando 60 min na etapa
de hidrélise foi selecionado. O tempo de hidrélise selecionado esta de acordo com
os tempos de hidrdlise utilizados por Dall’Asta et al. (2008, 2009b) e Andrade et al.
(2016).

Figura 12- Avaliagcao do tempo de hidrélise das fumonisinas.
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Fonte: (Do autor, 2017).

Apds a selecado do tempo de hidrdlise, a eficiéncia de extracdo do método foi
avaliada. Para realizagcdo desse estudo, uma amostra fortificada com as fumonisinas

B1 e B2 em concentragdo equivalente a 200 ug kg' de fumonisinas B1 e B2
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hidrolisadas foi analisada utilizando as condigcbes experimentais descritas
anteriormente. Para compensar possivel efeito matriz, as recuperagbes foram
determinadas utilizando o extrato da amostra fortificado com as fumonisinas
hidrolisadas. Foram obtidas recuperagdes de 92,6 e 97,8% para as fumonisinas B1 e
B2 hidrolisadas, respectivamente. As recuperacdes foram consideradas satisfatorias
(80 a 110%) e as condi¢des utilizadas no experimento foram utilizadas na validagao

do método.

5.2.3 Selegédo do solvente de diluigao do extrato da amostra

A avaliacido da sensibilidade em relacao as diferentes proporcdes de solvente
foi realizada através da intensidade do sinal de cada substancia. Diferentes
respostas foram observadas para as substancias alvo em fungdo dos solventes
utilizados na diluigdo dos extratos (Figura 13). Para todas as substancias estudadas
melhores resultados foram obtidos utilizando as condicées 1 e 2, sendo que nao
houve diferenga significativa (< 2%) nas intensidades dos sinais nessas condi¢des
em relagdo as fumonisinas B1 e B2 hidrolisadas e fumonisina B1; na condigédo 2 a
fumonisina B2, apresentou maior intensidade do sinal. Portanto, as aliquotas diluidas
com metanol/ agua/ acido férmico (50:49,95:0,05, v/v/v) apresentaram maior
sensibilidade nas respostas das substancias alvo em relacdo as aliquotas diluidas
com os demais solventes, sendo esta condicdo selecionada para ser usada no

método analitico.
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Figura 13- Intensidades relativas (%) obtidas utilizando diferentes solventes de
diluicdo dos extratos (milho de pipoca).
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Fonte: (Do autor, 2017).

HFB1: fumonisina B1 hidrolisada; HFB2: fumonisina B2 hidrolisada; FB1: fumonisina B1; FB2:
fumonisina B2. Condicdo 1: metanol/agua/acido féormico (25:74,95:0,05, v/v/v); condigdo 2:
metanol/agua/acido formico (50:49,95:0,05, v/v/v); condicdo 3: metanol/agua/acido férmico
(75:24,95:0,05, v/v/v); condigéo 4: solugéo de acido férmico 0,05%.

5.3 VALIDAGAO DOS METODOS ANALITICOS

Nesse estudo dois métodos analiticos foram validados, sendo um para a
determinacao direta de fumonisinas livres e 0 outro para a determinacéao indireta de
fumonisinas totais (livres + ligadas), pela quantificagdo das fumonisinas hidrolisadas
formadas apés hidrélise alcalina em milho pipoca e produtos a base de milho (fuba,
farinha de milho, flocos de milho, canjiquinha e canjica branca). Os parametros de
desempenho dos métodos estudados foram: seletividade, linearidade, efeito matriz,
preciséo (repetitividade e preciséo intermediaria), exatidéo (recuperagao), limite de
deteccdo (LD) e limite de quantificagdo (LQ). Na validagdo do método para
determinacao indireta de fumonisinas totais a matriz milho pipoca foi selecionada
como matriz representativa do método.

5.3.1 Seletividade

Os métodos avaliados demonstraram seletividade para todas as micotoxinas

em todas as matrizes estudadas. A auséncia de sinais interferentes eluindo no
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tempo de retencdo das micotoxinas foi verificada para todas as matrizes estudadas
(milho pipoca, fuba, flocos de milho, farinha de milho, canjica branca e canjiquinha).
Nas Figuras 14 e 15 sdo mostrados os cromatogramas obtidos para amostras de

milho pipoca analisadas pelos métodos desenvolvidos nesse estudo.

Figura 14 - Cromatogramas demonstrando a seletividade do método para
determinagdo de fumonisinas livres (fumonisina B1= 1 ng mL-", fumonisina B2= 1 ng
mL-?, fumonisina B1 hidrolisada= 0,1 ng mL-' e fumonisina B2 hidrolisada= 0,1 ng
mL-" no extrato final de milho pipoca).
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Fonte: (Do autor, 2017).
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Figura 15- Cromatogramas demonstrando a seletividade do método para
determinagao de fumonisinas totais apds hidrolise (fumonisina B1 hidrolisada= 0,08

ng mL-" e fumonisina B2 hidrolisada= 0,015 ng mL-! no extrato final de milho pipoca).
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Fonte: (Do autor, 2017).

5.3.2 Efeito matriz

Para fumonisinas livres foram verificadas diferengas significativas (p< 0,05)

entre os coeficientes angulares das curvas de calibragao preparadas em matriz e em
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solvente para todas as substancias em todas as matrizes estudadas, exceto para
fumonisina B1 hidrolisada (HFB1) em farinha de milho e fumonisina B1 (FB1) em
flocos de milho. Apenas para fumonisina B1 hidrolisada (HFB1) n&o foi observado
diferenca significativa entre as inclinacbes de todas as curvas de calibragao
preparadas em matriz.

Para fumonisinas totais, foram observadas diferencas significativas (p< 0,05)
entre os coeficientes angulares das curvas em matriz e solvente para as duas
substancias alvo (HFB1 e HFB2) na matriz flocos, fuba e milho pipoca. Para
canjiquinha, curau e canjica branca, foram observadas diferengas significativas (p<
0,05) para no minimo uma substancia alvo. Para farinha de milho nao foi observado
diferengas significativas (p> 0,05) entre os coeficientes angulares das substancias
alvo. Somente para fumonisina B1 hidrolisada (HFB1), ndo foi observado diferenga
entre as inclinagdes de todas as curvas de calibracido preparadas em matriz.

Todas as premissas (homocedasticidade, independéncia, normalidade dos
residuos e ajuste ao modelo linear) das curvas de calibragao utilizadas na realizagao
desta analise foram atendidas, seguindo estritamente o protocolo de avaliagao
descrito na avaliagdo da linearidade. Os resultados obtidos pela analise de
covariancia (ANCOVA) para fumonisinas livres e totais em todas as matrizes
estudadas, sao mostrados nas tabelas 10 e 11.

A extensao do efeito matriz sobre as fumonisinas livres e totais nas diferentes

matrizes esta demonstrada nas tabelas 12 e 13.
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Tabela 10- Resultados de p-valor encontrados para fumonisinas livres na comparagao das curvas analiticas em solvente com as

matrizes estudadas.

3(p-valor)
Micotoxinas Flocos Farinha Canjiquinha Curau Fuba Milho Canjica b(p-valor)
pipoca branca
HFB1 0,00 0,06 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,52
FB1 0,11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
HFB2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02
FB2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 0,00

Fonte: (Do autor, 2017).

apbtido pela analise de covariancia comparando as inclinagdes da curva de calibragdo em matriz com as inclinagdes da curva de calibragdo em solvente;
bobtido pela analise de covariancia comparando todas as inclinagdes das curvas de calibragdo preparadas em matriz. Para p-valor> 0,05, ndo ha diferenga
significativa entre as inclinagdes das curvas de calibragédo avaliadas com um grau de confianga de 95%.

Tabela 11- Resultados de p-valor encontrados para fumonisinas totais na comparacao das curvas analiticas em solvente com as

matrizes estudadas.

3(p-valor)
Micotoxinas Flocos Farinha Canjiquinha Curau Fuba Milho Canjica b(p-valor)
pipoca branca
HFB1 0,00 0,12 5,66 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14
HFB2 0,00 0,22 0,00 2,69 0,00 0,00 0,31 0,00

Fonte: (Do autor, 2017).

aobtido pela analise de covariancia comparando as inclinagdes da curva de calibragdo em matriz com as inclinagdes da curva de calibragdo em solvente;
bobtido pela andlise de covariancia comparando todas as inclinagdes das curvas de calibragdo preparadas em matriz. Para p-valor> 0,05, ndo ha diferenca
significativa entre as inclinagdes das curvas de calibragédo avaliadas com um grau de confianca de 95%.
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Tabela 12- Extensdo do efeito matriz sobre as fumonisinas livres nas matrizes

estudadas.
Efeito Matriz (%)?

Micotoxinas Flocos Farinha Canjiquinha Curau Fuba Milho pipoca Canjica
branca

HFB1 23 30 36 33 31 38 36

FB1 11 46 38 39 33 24 29

HFB2 25 37 40 35 37 44 36

FB2 32 45 39 35 74 24 17

Fonte: (Do autor, 2017).
a (+) aumento do sinal; (-) supressao do sinal.

Tabela 13- Extensdo do efeito matriz sobre as fumonisinas totais nas matrizes

estudadas.
Efeito Matriz (%)
Micotoxinas Flocos Farinha Canjiquinha Curau Fuba Milho Canjica
pipoca  branca
HFB1 -19 -5 -3 -10 -26 -34 -7
HFB2 -13 2 4 0 -19 -28 1

Fonte: (Do autor, 2017).
a (+) aumento do sinal; (-) supressao do sinal.

Em relacdo ao método utilizado para a determinagao de fumonisinas livres, foi
observado aumento de sinal para todas as substancias alvo em todas as matrizes
estudadas, demonstrando que a matriz favorece a ionizacdo dessas substancias.
Resultados semelhantes foram encontrados por Spanjer, Rensen e Scholten (2008)
em cereais matinais, e por Li et al. (2012) em milho ndo processado, nos quais foi
verificado o aumento de sinal para as fumonisinas B1 e B2 nas analises por CLAE-
EM/EM.

Para o método utilizado na determinacdo de fumonisinas totais, foi verificado
a supressao do sinal analitico da fumonisina B1 hidrolisada (HFB1) em todas
matrizes estudadas, demonstrando que a presenga da matriz diminui a ionizacéo
para essa substancia. Para fumonisina B2 hidrolisada (HFB2) a supressao do sinal
foi verificada apenas em flocos, fuba e milho pipoca.

Para compensar o efeito matriz as amostras analisadas foram quantificadas

em curvas de calibragao construidas em matriz.
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5.3.3 Linearidade

Na avaliacdo da linearidade das curvas analiticas, a homocedasticidade dos
residuos, verificada pelo teste de Levene modificado (BROWN; FORSYTHE, 1974),
foi confirmada para todas as curvas avaliadas (p-valores >0.05). A independéncia
dos residuos, foi avaliada pela estatistica de Durbin-Watson (DURBIN; WATSON,
1951), e confirmada para todas as curvas de calibragédo 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 verificadas alta
significancia da regressao (p-valores <0.001) e falta de ajuste nao significante (p-
valores >0.05) pela analise de varidancia (ANOVA) (DRAPER; SMITH, 1998),

demonstrando a linearidade das curvas de calibracio avaliadas.

5.3.4 Exatidao e Precisao

Os resultados obtidos para milho pipoca estdo demonstrados nas Tabelas 14
e 15, onde a repetibilidade e a precisdo intermediaria sdo expressas pelo desvio
padrao relativo (DPR%) e a exatiddo pelos valores de recuperagéo percentual. Os
resultados obtidos foram avaliados de acordo com os critérios adotados na Unido
Europeia (CE, 2002, 2006b). Os valores de recuperagdo encontrados, utilizando o
método de determinacao direta de fumonisinas e fumonisinas hidrolisadas, foram
entre 93,2 e 110,5%, com DPR inferior a 10% para todas as micotoxinas em
condicbes de repetibilidade (mesmo dia e mesmo analista). O DPR obtido para o
estudo de precisdo intermediaria foi menor do que 14% para as micotoxinas
estudadas. Ja os valores de recuperacdo encontrados, utilizando o método de
determinagao indireta de fumonisinas totais (apds hidrdlise), foram entre 92,1 e
105,5%, com DPR em condi¢des de repetibilidade inferior a 8%, e o DPR obtido para
o estudo de precisdo intermediaria, inferior a 5%, atendendo aos critérios de
aceitacao estabelecidos pela Comunidade Europeia.

Os valores de recuperacao encontrados para produtos a base de milho foram
entre 89,3 e 109,7% para o método de determinagcao direta de fumonisinas e
fumonisinas hidrolisadas, com DPR inferior a 7% para todas as micotoxinas
estudadas. Os resultados obtidos estdo demonstrados nas Tabelas 16 a 21.

Assim, podemos considerar que os métodos desenvolvidos apresentaram
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exatidao e precisdo adequados para todas as matrizes estudadas.

5.3.5 Limite de detecgao e Limite de quantificagcao

Para a determinacao dos limites de quantificagdo e detecgao, inicialmente
foram analisadas no minimo dez amostras de cada matriz com o objetivo de obter
amostras ndo contaminadas (branco) ou com baixos niveis de contaminagao para
todas as micotoxinas.

Na auséncia de amostras branco, amostras com os menores niveis de
contaminacao, quantificadas pelo método de adicdo padrédo para compensar o efeito
de matriz, foram utilizadas para determinar as razdées de sinal/ruido. No método de
adicdo padrao foram utilizados no minimo cinco niveis de concentracédo e a
linearidade das curvas de calibracdo foi avaliada e confirmada seguindo o
procedimento descrito nos estudos de linearidade (descrito anteriormente). Os

resultados obtidos estdo demonstrados nas Tabelas 14 a 21.

Tabela 14- Validagao do método de fumonisinas livres utilizado na determinacgéo de

fumonisinas e fumonisinas hidrolisadas naturalmente presentes nas amostras de

milho pipoca.

200 ug kg 2000 ug kg'c 4000 ug kg © 6?(%91 Hg
Micotoxinas LD LQ Rec 2DPR °DPR Rec 2DPR Rec °2DPR Rec 2DPR
HFB1 1,39 46 104,2 34 10,0 102,2 6,2 109,8 9,6 105,5 3,0
FB1 1,08 3,6 1039 34 138 97,3 4,7 100,0 0,7 97,6 3,7
HFB2 0,70 23 932 41 104 103,7 6,0 110,5 9,4 105,9 3,3
FB2 0,40 1,3 944 47 104 96,2 2,2 97,0 24 94,3 3,5

Fonte: (Do autor, 2017).

HFB1: fumonisina B1 hidrolisada; HFB2: fumonisina B2 hidrolisada; FB1: fumonisina B1; FB2:
fumonisina B2; LD, Limite de detecgdo (ug kg'); LOQ, Limite de quantificacdo (ug kg™'); Rec (%),
recuperacgao; 2DPR (%) desvio padrdo relativo (intra-day, n= 6); °DPR (%) desvio padrdo relativo
(inter-day, n= 6 dias); °Concentracao fortificada dez vezes menor para as fumonisinas hidrolisadas.
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Tabela 15- Validacdo do método utilizado na determinagao indireta de fumonisinas

totais (apos hidrélise alcalina) em milho pipoca.

200 ug kge 2000 pg kg'e 4000 ug kg'e

Micotoxinas LD LQ Rec 2DPR PDPR Rec 2DPR Rec 2DPR
HFB1 063 21 921 76 3,8 103,0 1,8 1016 3,6
HFB2 0,11 04 964 39 47 105,5 3,5 104,3 5,5

Fonte: (Do autor, 2017).

HFB1: fumonisina B1 hidrolisada; HFB2: fumonisina B2 hidrolisada; FB1: fumonisina B1; FB2:
fumonisina B2;LD, Limite de deteccdo (ug kg'); LQ, Limite de quantificacdo (ug kg'); Rec(%),
recuperagdo; 2DPR (%) desvio padrdo relativo (intra-day, n=6); °DPR (%) desvio padrdo relativo
(inter-day, n= 6 dias). “Concentragdo obtida para as fumonisinas hidrolisadas (amostras fortificadas
com as fumonisinas B1 e B2). LD e LQ correspondentes: FB1 (LD= 1,12 ug kg™'; LQ= 3,7 yg kg');
FB2 (LD= 0,21 ug kg*; LQ= 0,7 pg kg™).

Tabela 16- Validagao do método de fumonisinas livres utilizado na determinacéo de
fumonisinas e fumonisinas hidrolisadas naturalmente presentes nas amostras de

flocos de milho.

2000 ug kg'e
Micotoxinas LD LQ Rec 2DPR
HFB1 1,07 3,6 98,0 34
FB1 0,43 1,43 109,5 24
HFB2 0,58 1,9 99,6 2,7
FB2 0,19 0,6 106,7 1,5

Fonte: (Do autor, 2017).

HFB1: fumonisina B1 hidrolisada; HFB2: fumonisina B2 hidrolisada; FB1: fumonisina B1; FB2:
fumonisina B2; LD, Limite de detecgdo (ug kg'); LOQ, Limite de quantificagdo (ug kg™'); Rec (%),
recuperacgao; aDPR (%) desvio padrdo relativo (intra-day, n= 6); "DPR (%) desvio padrdo relativo
(inter-day, n= 6 dias); °Concentracao fortificada dez vezes menor para as fumonisinas hidrolisadas.

Tabela 17- Validagcao do método de fumonisinas livres utilizado na determinacao de
fumonisinas e fumonisinas hidrolisadas naturalmente presentes nas amostras de

farinha de milho.

2000 pg kg'e
Micotoxinas LD LQ Rec 2DPR
HFB1 1,08 3,6 89,3 37
FB1 1,98 6,59 100,3 6,0
HFB2 0,57 19 93,8 35
FB2 1,37 4,6 991 5.2

Fonte: (Do autor, 2017).

HFB1: fumonisina B1 hidrolisada; HFB2: fumonisina B2 hidrolisada; FB1: fumonisina B1; FB2:
fumonisina B2; LD, Limite de detecgdo (ug kg'); LOQ, Limite de quantificacdo (ug kg™'); Rec (%),
recuperacgdo; ®DPR (%) desvio padrao relativo (intra-day, n= 6); PDPR (%) desvio padrdo relativo
(inter-day, n= 6 dias); °Concentracao fortificada dez vezes menor para as fumonisinas hidrolisadas.
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Tabela 18- Validagao do método de fumonisinas livres utilizado na determinacgéo de
fumonisinas e fumonisinas hidrolisadas naturalmente presentes nas amostras de
fuba.

2000 pg kg'e
Micotoxinas LD LQ Rec 2DPR
HFB1 0,98 3,3 952 4,9
FB1 1,11 3,70 102,9 1,5
HFB2 045 1,5 975 53
FB2 0,74 25 100,5 3,5

Fonte: (Do autor, 2017).

HFB1: fumonisina B1 hidrolisada; HFB2: fumonisina B2 hidrolisada; FB1: fumonisina B1; FB2:
fumonisina B2; LD, Limite de detecgdo (ug kg'); LOQ, Limite de quantificagdo (ug kg™'); Rec (%),
recuperagdo; ®DPR (%) desvio padrdo relativo (intra-day, n= 6); PDPR (%) desvio padrado relativo
(inter-day, n= 6 dias); °Concentracao fortificada dez vezes menor para as fumonisinas hidrolisadas.

Tabela 19- Validagao do método de fumonisinas livres utilizado na determinacgéo de

fumonisinas e fumonisinas hidrolisadas naturalmente presentes nas amostras de

canjiquinha.
2000 pg kg'°
Micotoxinas LD LQ Rec 2DPR
HFB1 0,91 3,0 90,6 5,0
FB1 1,32 4,42 100,6 3,6
HFB2 0,54 1,8 904 44
FB2 0,55 1,8 954 45

Fonte: (Do autor, 2017).

HFB1: fumonisina B1 hidrolisada; HFB2: fumonisina B2 hidrolisada; FB1: fumonisina B1; FB2:
fumonisina B2; LD, Limite de detecgdo (ug kg™'); LOQ, Limite de quantificacdo (ug kg'); Rec (%),
recuperacgao; 2DPR (%) desvio padrao relativo (intra-day, n= 6); °DPR (%) desvio padrdo relativo
(inter-day, n= 6 dias); °Concentracao fortificada dez vezes menor para as fumonisinas hidrolisadas.

Tabela 20- Validagao do método de fumonisinas livres utilizado na determinacgéo de
fumonisinas e fumonisinas hidrolisadas naturalmente presentes nas amostras de

canjica branca.

2000 ug kg'°
Micotoxinas LD LQ Rec 2DPR
HFB1 0,93 3.1 107,8 3,6
FB1 0,40 1,33 109,7 3,0
HFB2 0,59 2,0 108,3 2,8
FB2 0,86 2,9 108,5 4,0

Fonte: (Do autor, 2017).

HFB1: fumonisina B1 hidrolisada; HFB2: fumonisina B2 hidrolisada; FB1: fumonisina B1; FB2:
fumonisina B2;LD, Limite de detecgdo (ug kg'); LOQ, Limite de quantificacdo (ug kg'); Rec (%),
recuperacgao; aDPR (%) desvio padrao relativo (intra-day, n= 6); "DPR (%) desvio padrdo relativo
(inter-day, n= 6 dias); °Concentracao fortificada dez vezes menor para as fumonisinas hidrolisadas.
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Tabela 21- Validagao do método de fumonisinas livres utilizado na determinacgéo de
fumonisinas e fumonisinas hidrolisadas naturalmente presentes nas amostras de

curau de milho.

2000 pg kg'e
Micotoxinas LD LQ Rec 2DPR
HFB1 0,72 24 966 5,5
FB1 045 1,5 102,9 6,8
HFB2 0,36 1,2 106,9 54
FB2 0,37 1,2 107,9 34

Fonte: (Do autor, 2017).

HFB1: fumonisina B1 hidrolisada; HFB2: fumonisina B2 hidrolisada; FB1: fumonisina B1; FB2:
fumonisina B2;LD, Limite de detecgédo (ug kg'); LOQ, Limite de quantificagéo (ug kg'); Rec (%),
recuperagao; 2DPR (%) desvio padréo relativo (intra-day, n= 6); °DPR (%) desvio padréo relativo
(inter-day, n= 6 dias); °Concentragao fortificada dez vezes menor para as fumonisinas hidrolisadas.

Os valores obtidos nesse estudo para os limites de quantificagdo em milho
pipoca e produtos a base de milho foram menores que os valores obtidos em
estudos realizados por Dall'Asta et al. (2008) (5 ug kg' para fumonisina B1 e B2, 70
ug kg para fumonisinas B1 e B2 hidrolisadas) e Bryla et al. (2016) (12,5 ug kg ' para
fumonisinas B1 e B2 e fumonisina B1 hidrolisada; e 14 ug kg para fumonisina B2
hidrolisada). As sensibilidades obtidas nesse estudo foram consideradas adequadas
para analises de amostras na rotina, atendendo aos limites maximos tolerados para

as fumonisinas B1 e B2 em milho e produtos a base de milho.

5.4 Analise das amostras

Os métodos analiticos validados para determinacdo de fumonisinas livres e
fumonisinas totais respectivamente, foram aplicados nas analises de 212 amostras
de milho pipoca e produtos a base de milho, adquiridos das regides Norte, Nordeste,
Sul, Sudeste, Centro-Oeste do Brasil. Os resultados foram avaliados de acordo com
os limites maximos toleraveis (LMT) da RDC n°® 07/2011 (BRASIL, 2011). Na Figura
22 sao mostrados os cromatogramas de uma amostra de milho pipoca, naturalmente
contaminada com as micotoxinas alvo. Os resultados encontrados das amostras
para as fumonisinas livres, fumonisinas mascaradas e fumonisinas totais sao
mostrados respectivamente nos Apéndices A, B, C e D.

Na Tabela 22 constam resumidamente os resultados encontrados nas
analises de milho pipoca e produtos a base de milho. As fumonisinas B1 e B2

hidrolisadas foram encontradas em 20 (9,4%) e 4 (1,9%) das amostras analisadas,
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respectivamente. As fumonisinas B1 e B2 foram encontradas em 100% das
amostras analisadas, em niveis de concentracdo de 5 ug kg''a 1727,3 ug kg' e de
2,2 ug kg'a 436 ug kg, respectivamente. O somatério das fumonisinas B1 e B2 foi
encontrado em niveis entre 7,2 ug kg (canjica branca) e 2158,2 ug kg (fuba) com
uma média de 301,9 ug kg' para todas as amostras analisadas. Os niveis

encontrados ndo excederam o LMT de acordo com a RDC n° 07/2011.
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Tabela 22- Resultados da contaminacdo encontrada para as fumonisinas livres nas 212 amostras de milho pipoca e produtos a

base de milho (ug kg™).

Micotoxinas Concentracio média (faixa de concentragio, pug kg™)
HFB1 FB1 HFB2 FB2 FB1 + FB2
Milho_pipoca 6.8 (<1,39 (LD) —10,6) 201,5 (10,7-946,7) 3,2 (<0,70 (LD) —4,0) 54,2 (3,6-300) 255,7 (15,1-1246,7)
(n=50)
(E:gg) 6,0 (<0,98 (LD) -8,9) 440,9 (31,7-1727,3) 1,7 (<0,45 (LD) -1,7) 110,0 (7,5-436) 550,9 (39,2-2158,2)
Flocos/farinha
flocada 4,9 (<1,07 (LD) -5,8) 212,4 (9,4-814) 2,1 (<0,58 (LD) —2,1) 55,2 (2,6-227,4) 267,6 (12— 990,5)
(n=49)
F(sg?g;" <LD 143,3 (30,6-455,1) <LD 54,8 (12-152,3) 198,1 (42,5-607,4)
Ca(r:{iq;;r;ha <LD 128,9 (8,2—364,5) <LD 33,6 (2,7-101,4) 162,5 (10,9-465,9)
CanJ('rf;bg)anca <LD 49,9 (5-1238) <LD 14,8 (3-36,6) 63,9 (7,2-160,3)
Curau de
milho* <LD 229,5 (17,2 — 652,5) <LD 63,2 (4,2-190,8) 292,7 (22—-843,3)
(n=9)

Fonte: (Do autor, 2017).
*Alimento a base de agucar, agua, leite ou leite de coco, feito com milho moido no estagio leitoso (antes da maturagao e secagem do gréao); HFB1:
fumonisina B1 hidrolisada; HFB2: fumonisina B2 hidrolisada; FB1: fumonisina B1; FB2: fumonisina B2; LD: Limite de deteccao.
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Os maiores niveis de contaminagcao de fumonisinas foram encontrados em
amostras de fuba, com média de 550,9 ug kg e niveis de concentragdo de 39,2 a
2158,2 ug kg para o somatoério de fumonisinas (B1 + B2).

Diversos estudos tém reportado maiores niveis de contaminacdo de
fumonisinas em fuba em relagédo a outros produtos a base de milho no Brasil. Em
estudo realizado por Caldas e Silva (2007) com 208 amostras de produtos a base de
milho, o fuba apresentou os maiores niveis de contaminacido por fumonisinas, com
concentragdo maxima de 4740 ug kg para fumonisina B1 e concentragdo média de
2040 pg kg para o somatério de fumonisinas (B1 + B2). Martins et al. (2012)
analisaram 100 amostras de milho e produtos a base de milho, a maior média de
contaminagdo foi encontrada em fuba, com 601 ug kg' para o somatério de
fumonisinas (B1 + B2). Savi et al. (2016) analisaram 95 amostras de milho e
produtos a base de milho, a maior concentragdo média foi encontrada em fuba, com
1956 ug kg' para o somatério de fumonisinas (B1 + B2). Em estudo realizado por
Bordin et al. (2014) com 120 amostras de produtos a base de milho, a maior
concentragdo média de fumonisina B1 foi encontrada em fuba, com 474,6 ug kg™'.

As fumonisinas também foram encontradas em fuba com altos niveis de
concentracdo em outros paises. Nos Estados Unidos, em estudo realizado com 56
produtos a base de milho, os produtos com maiores teores de fumonisina B1 foram o
fuba de milho branco e fuba de milho amarelo, com concentragées maximas de 5916
e 2289 ug kg, respectivamente (CASTELO; SUMNER; BULLERMAN, 1998). Em
estudo realizado na Turquia com 82 amostras de produtos a base de milho, o nivel
mais alto de fumonisina B1 também foi encontrado em fuba, com concentragao de
2660 pg kg' (OMURTAG, 2001).

Em nosso estudo, das 50 amostras de fuba analisadas, 28 amostras foram de
fubd mimoso (provenientes da moagem do grdo degerminado) e 22 amostras de
fuba comum (provenientes da moagem do grao integral). As faixas de concentragdes
encontradas para o somatdrio das fumonisinas B1 e B2 nas amostras de fuba
mimoso e fuba integral foram de 94,4 a 1980,6 ug kg-!, com média de 610,5 ug kg-*,
e de 39,2 a 2158,2 yg kg', com média de 475,1 ug kg, respectivamente. Os
maiores niveis de concentracdo para as fumonisinas foram encontrados em fuba
integral em comparagdo com fuba mimoso, o que esta de acordo com estudos
previamente reportados na literatura (BRERA et al., 2004; KATTA et al., 1997;
PIETRI; ZANETTI; BERTUZZI, 2009).
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O milho pipoca apresentou uma faixa de concentracdo de 15,1 a 1246,7 ug
kg' para o somatério das fumonisinas B1 e B2, com média de 255,7 ug kg'. No
Brasil, em estudo realizado por Savi et al. (2016), a média encontrada para o
somatério das fumonisinas em 10 amostras de milho pipoca foi de 121 ug kg,
menor que a média encontrada em nosso estudo. J& em estudo realizado por
Martins et al. (2012) com 17 amostras de milho pipoca, a concentracdo média
encontrada para o somatério das fumonisinas foi de 446 ug kg, superior a média
encontrada em nosso estudo.

As fumonisinas também tém sido encontradas em milho pipoca em outros
paises. Em Portugal, em estudo realizado com 49 amostras de milho pipoca, a
concentragdo maxima encontrada para fumonisina B1 foi de 400 ug kg, inferior a
concentragdo maxima (946,7 ug kg') encontrada para fumonisina B1 no nosso
estudo (MARTINS et al., 2008). Na Pol6nia, em estudo realizado com 13 amostras
de milho pipoca, a concentragdo maxima para o somatorio das fumonisinas B1 e B2
foi de 763 ug kg, inferior a concentragdo maxima (1246,7 ug kg') para o somatoério
de fumonisinas encontrado em nosso estudo (KOWALSKA; HAJOK; PIEKUT, 2017).

Para farinha flocada ou flocos de milho, as concentragdes encontradas para o
somatério das fumonisinas foram na faixa de 12 a 990,5 ug kg, com média de
267,6 ug kg'. A média encontrada neste estudo foi menor que a média (1307 ug kg
") encontrada por Scaff e Scussel (2004) para o somatoério de fumonisinas em 11
amostras de flocos de milho pré-cozidos comercializados em Santa Catarina.

Para farinha de milho torrada a faixa de concentracdo encontrada para o
somatério de fumonisinas foi entre 42,5 e 607,4 ug kg' com média de 198 ug kg,
inferior as médias encontradas por Martins et al. (2012) e Caldas e Silva (2007).
Martins et al. (2012) analisaram 15 amostras de farinha de milho e encontraram uma
média de 268 pg kg' para o somatério das fumonisinas B1 e B2. Ja4 em estudo
realizado por Caldas e Silva (2007) foi encontrado uma média de 653 ug kg! para o
somatorio de fumonisinas em 21 amostras de farinha de milho.

Para canjiquinha as concentragcdes encontradas foram de 10,9 a 465,9 ug kg
1, com média de 162,5 ug kg! para o somatoério de fumonisinas B1 e B2. As médias
encontradas em nosso estudo foram inferiores as médias encontradas por Martins et
al. (2012) e Savi et al. (2016). Martins et al. (2012) analisaram 28 amostras de grits
de milho (canjica), e encontraram uma média de 440 ug kg para o somatério de

fumonisinas B1 e B2. Savi et al. (2016) analisaram 15 amostras de grits de milho e
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encontraram uma média de 1105 pg kg™ para o somatério de fumonisinas B1 e B2.
Na Argentina em estudo realizado com 75 amostras de diferentes fragées do grao do
milho, a média de concentragdo encontrada em grits de milho foi de 174,1 pug kg,
com concentragdbes maximas de 457 e 155 ug kg' para fumonisinas B1 e B2,
proximas as concentragbes maximas de 364,5 e 101,4 ug kg' encontradas neste
estudo para as fumonisinas B1 e B2, respectivamente (BROGI et al., 2002).

A canjica branca foi o alimento com os menores niveis de contaminagao por
fumonisinas. As concentragdes encontradas para o somatorio das fumonisinas B1 e
B2 foram de 7,2 a 160,3 pug kg' com média de 63,9 ug kg, inferiores as
concentracoes reportadas por Kawashima e Soares (2006) e Lino et al. (2006). No
Brasil, em estudo realizado com 9 amostras de canjica branca (usadas para preparo
de munguza), a concentragdo encontrada para fumonisina B1 foi de 20 a 530 ug kg
1, com média de 190 ug kg' (KAWASHIMA; SOARES, 2006). Em Portugal, Lino et
al. (2006) analisaram 2 amostras de milho branco (utilizado na preparagdo de
cachupa, prato tradicional), e encontraram uma concentragdo de 113 a 1162 ug kg™*,
com média de 638 ug kg' para o somatério das fumonisinas B1 e B2.

Para curau de milho, o somatério das fumonisinas B1 e B2 foi entre 22 e 843
ug kg, com média de 292,7 ug kg'. Foi encontrado apenas um estudo sobre
fumonisinas em curau de milho no Brasil. Machinski e Soares (2000) analisaram 2
amostras de curau de milho e n&o detectaram fumonisinas nas amostras analisadas.

Para a analise de fumonisinas totais foram selecionadas 87 amostras de milho
pipoca e produtos a base de milho com os maiores niveis de contaminagdo por
fumonisinas B1 e B2 livres.

Os niveis de concentragdo encontrados para as fumonisinas (B1 + B2) totais
(livres + mascaradas) variaram de 145 ug kg (canjiquinha) a 2813 ug kg™ (fuba),
com média de 638,9 ug kg-!, considerando todas as amostras analisadas.

Neste estudo, as concentragdes de fumonisinas (B1 + B2) totais encontradas
nas amostras analisadas foram de 1,1 a 2,7 vezes maiores que as concentragdes
encontradas para as fumonisinas livres, com uma média de 1,5 vezes maior. Niveis
maiores foram encontrados por Dall’Asta et al. (2008) e Oliveira et al. (2015) nas
analises de fumonisinas totais. Em estudo reportado por Dall' Asta et al. (2008) com
produtos a base de milho, a quantidade de fumonisina B1 total liberada apds
hidrolise alcalina foi encontrada em niveis até quatro vezes maiores que a

concentragcao de fumonisina B1 livre. Em estudo realizado por Oliveira et al. (2015)
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com milho n&o processado, os niveis encontrados para fumonisinas totais (B1 + B2)
foram de 1,5 a 3,8 vezes maiores que as concentragbes de fumonisinas livres (B1 +
B2).

A comparacgao entre os resultados de fumonisinas livres e fumonisinas totais
em milho pipoca, fuba, flocos, farinha, curau e canjiquinha de milho sdo mostradas
nas figuras 16 a 21.

Figura 16 - Resultados do somatério (FB1 + FB2) livres e totais em milho pipoca
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Fonte: (Do autor, 2017).

Figura 17- Resultados do somatdrio (FB1 + FB2) livres e totais em fuba
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92

Figura 18- Resultados do somatério (FB1 + FB2) livres e totais em flocos de milho
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Fonte: (Do autor, 2017).

Figura 19- Resultados do somatério (FB1 + FB2) livres e totais em farinha de milho

-

2

S0

W FB1+FB2 lvres

800

W FB1+FB2 totais

00

500

500

2 200

300

200

100 -

D_

ji'i'

261-16 16516 06-17 297-16 01-17

Amostras analisadas

Fonte: (Do autor, 2017).



93

Figura 20- Resultados do somatério (FB1 + FB2) livres e totais em curau de milho
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Figura 21- Resultados do somatdério de (FB1 + FB2) livres e totais em canjiquinha de

milho
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As fumonisinas mascaradas foram determinadas pela diferenga

concentragdes encontradas para as fumonisinas livres e fumonisinas totais.
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entre as

Os niveis de concentracdo encontrados para as fumonisinas (B1 + B2)

mascaradas variaram de 19,2 ug kg (canjiquinha) a 750,8 ug kg (fuba), com média

de 203,3 ug kg, considerando todas as amostras analisadas.

As razdes encontradas entre as fumonisinas (B1 + B2) mascaradas e livres
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variaram de 0,07 a 1,73 considerando todas as amostras analisadas. Em um estudo
publicado recentemente no Brasil por Andrade (2016), com milho pipoca, milho
degerminado e produtos a base de milho (salgadinhos de milho, fuba, canjiquinha,
farinha de milho, amido de milho, massa de milho e cereais matinais) a razao
maxima encontrada de fumonisinas mascaradas em relagao as fumonisinas livres foi
de aproximadamente 0,7, inferior a razao maxima de 1,73 encontrada neste estudo.
A comparacdo entre as razdes encontradas de fumonisinas (B1 + B2)
mascaradas/livres em milho pipoca, fuba, flocos, canjiquinha, farinha e curau de

milho sdo mostradas na Tabela 23.

Tabela 23- Comparacao das razbes encontradas de fumonisinas (B1 + B2)

mascaradas/livres nos diferentes alimentos

Alimento Faixa Média
Milho pipoca 0,25-1,73 0,77
Fuba 0,29 - 1,03 0,66
Flocos 0,07 - 0,45 0,30
Farinha de milho 0,22 -0,48 0,39
Canjiquinha 0,11 -0,53 0,35
Curau 0,28 - 0,42 0,35

Fonte: (Do autor, 2017).

Estudos reportados anteriormente (BRYLA et al.,, 2016; DALL' ASTA et al.,
2008; PARK et al., 2004) relataram o processamento térmico de alimentos, como o
principal meio de formacdo de fumonisinas mascaradas. Entretanto, no presente
estudo, as maiores proporgdes de fumonisinas mascaradas em relagdo as
fumonisinas livres foram encontradas para milho pipoca e fuba, produtos néao
processados termicamente. Esses resultados estdo de acordo com estudos
reportados por Dall' Asta (2009b, 2010) e Oliveira et al. (2015) que também
relataram uma alta contaminagdo de fumonisinas mascaradas em milho nao
processado. De acordo com os autores, até o momento, as reagcdes responsaveis
pela ocorréncia natural de fumonisinas mascaradas sé&o desconhecidas, sendo
provavel que outros mecanismos como a propria desintoxicacdo das plantas,

influenciem nesse mascaramento.
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Segundo a RDC n° 138/2017, regulamentacao vigente a partir de janeiro de
2017 (BRASIL, 2017), quatro (1,8%) das amostras analisadas (n= 212) excedem os
limites maximos tolerados para fumonisinas (B1 + B2) livres. Se os resultados
fossem avaliados de acordo com os limites estabelecidos pela Comunidade
Europeia (CE, 2006a) para o somatério de fumonisinas (B1 + B2) livres, doze (5,6%)
amostras estariam acima do limite permitido.

Considerando a contaminagao por fumonisinas mascaradas, de acordo com a
RDC n° 07/2011, vigente no periodo de fabricagdo das amostras, duas (2,3%) das
amostras analisadas para fumonisinas totais (n= 87) excederiam o Limite Maximo
Toleravel (LMT) de 2500 ug kg™ estabelecido para produtos a base de milho. De
acordo com a RDC n° 138/2017 e a legislagdo da Comunidade Europeia, cinco
(5,7%) e doze (13,8%) amostras excedem os limites maximos estabelecidos,
respectivamente (BRASIL, 2017; CE, 2006a).
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Cromatogramas demonstrando uma amostra de milho pipoca
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6 CONCLUSOES

Nesse estudo a ocorréncia de fumonisinas livres e mascaradas foi avaliada
em amostras de milho pipoca e produtos a base de milho. Métodos analiticos para
determinagao de fumonisinas livres e fumonisinas totais (apds hidrolise) por CLUE-
EM/EM foram desenvolvidos e validados.

Os métodos selecionados para a determinacdo de fumonisinas livres e totais
foram otimizados com o objetivo de reduzir o tempo de anélise, bem como adequar
as condicdes analiticas do laboratério.

A influéncia do procedimento de homogeneizagado, bem como a menor massa
de amostra representativa que poderia ser usada no método de extracido das
micotoxinas, também foram avaliadas.

Os métodos analiticos desenvolvidos foram aplicados com sucesso nas
analises de fumonisinas livres e totais em milho pipoca, flocos de milho, fuba,
canjiquinha, farinha de milho torrada, canjica branca e curau de milho.

As fumonisinas livres (B1 + B2) foram encontradas em 100% das amostras
analisadas. Dentre os alimentos analisados, o fuba apresentou maior nivel de
contaminagdo com concentragdes de 39,2 ug kg'a 2158,2 ug kg! para o somatério
das fumonisinas (B1 + B2), entretanto os niveis encontrados ndao excederam o LMT
de acordo com a RDC n° 07/2011, que é de 2500 ug kg para produtos a base de
milho.

As fumonisinas ligadas/mascaradas foram encontradas em todas as amostras
analisadas pelo método de fumonisinas totais. Diferentemente dos resultados
encontrados em estudos reportados anteriormente, a maior contribuicdo de
fumonisinas mascaradas foi encontrada em milho pipoca e fuba (produtos né&o
processados termicamente), um novo dado para futuras pesquisas sobre a
formagao, ocorréncia e comportamento quimico de fumonisinas mascaradas em
milho e nos diferentes produtos a base de milho.

Considerando a importancia do milho na alimentagao brasileira, bem como, o
cereal com maior numero de produtos industrializados, é importante o continuo
monitoramento de fumonisinas e fumonisinas mascaradas em milho e derivados.

Os resultados encontrados servem de subsidio para discussdo de futuras

regulamentacbes de fumonisinas. Considerando a possivel conversdo de
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micotoxinas mascaradas, demonstrada em estudos in vivo e in vitro na digestdo de
alimentos, se apenas as fumonisinas livres forem consideradas, o risco de exposi¢cao

a essas substancias pode estar sendo subestimado.
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APENDICE A - Resultados encontrados para as fumonisinas livres nas amostras de
milho pipoca e produtos a base de milho (ug/kg) — Rio de Janeiro.

Matriz cod. FB1 FB2 (FB1+FB2) HFB1 HFB2
Amostras
99-16 267,5 68,0 335,5 8,9 <LQ
100-16 93,7 27,1 120,8 <LQ <LD
101-16 2656 91,3 357,0 4,7 <LD
102-16 146,8 38,8 185,6 5,4 <LD
103-16 192,4 32,5 2248 <LQ <LD
104-16 2440 60,3 304,3 9,9 <LQ
105-16 168,3 40,3 208,6 <LQ <LD
106-16 206,4 457 252,1 <LD <LD
107-16 196,3 48,5 2449 <LQ <LD
Milho pipoca 108-16 222,3 654 287,7 52 <LD
109-16 133,5 32,6 166,1 49 <LD
110-16 59,0 11,7 70,7 <LQ <LD
111-16 226,7 59,2 285,9 <LQ <LD
112-16 123,5 30,5 154,1 <LD <LD
113-16 24,2 3,6 27,8 <LD <LD
114-16 2419 613 303,2 6,7 <LQ
115-16 265,2 47,2 312,4 5,1 <LD
116-16 67,3 11,6 78,8 <LD <LD
117-16 183,0 456 228,6 <LQ <LD
118-16 152,1 34,3 186,4 6,6 4,0
140-16 16,1 3.4 19,5 <LQ <LD
141-16 3744 99,5 473,8 <LQ <LD
142-16 286,1 89,0 3751 4,0 <LD
143-16 131,8 36,3 168,1 <LQ <LD
144-16 59,9 17,1 77,0 <LQ <LD
145-16 20,2 41 24,2 <LQ <LD
146-16 562,2 2274 789,6 5,8 21
Flocos de milho 147-16 210,4 57,3 267,7 <LQ <LD
148-16 9,4 2,6 12,0 <LQ <LD
149-16 250,3 654 315,7 <LQ <LQ
150-16 263,3 81,1 344,3 <LQ <LD
151-16 15,6 4,0 19,6 <LQ <LD
152-16 88,5 26,1 114,7 <LQ <LD
153-16 108,3 32,1 140,4 <LQ <LD
154-16 96,1 27,7 123,8 <LQ <LD
155-16 115,6 30,9 146,5 <LQ <LD



Matriz cod. FB1 FB2 (FB1+FB2) HFB1 HFB2
Amostras

156-16 156,7 41,0 197,7 <LQ <LD

157-16 88,2 22,5 110,7 <LQ <LQ

158-16 73,3 19,9 93,2 <LQ <LD

159-16 98,3 29,8 128,1 <LQ <LD

179-16 31,7 7,5 39,2 <LD <LD

180-16 300,9 80,2 381,1 <LD <LD

181-16 814,2 2113 1025,5 <LQ <LD

182-16 53,5 15,4 69,0 <LQ <LD

183-16 296,6 77,7 374,3 <LD <LD

184-16 108,8 29,8 138,6 <LQ <LD

185-16 72,8 22,4 95,2 <LQ <LD

186-16 2876 71,3 358,8 <LD <LD

187-16 847,1 202,8 1049,8 <LD <LD

] 188-16 184,8 54,2 239,1 <LD <LD

Fuba 189-16 847,5 2272 1074,7 <LQ <LD

190-16 1544,6 436,0 1980,6 53 <LD

191-16 222,8 62,2 285,1 <LQ <LD

192-16 106,9 31,3 138,1 <LQ <LD

193-16 366,9 100,2 467,1 <LQ <LD

194-16 368,5 944 463,0 <LQ <LD

195-16 712,5 184,2 896,7 <LQ <LD

196-16 549,5 1433 692,8 <LQ <LD

197-16 1076,4 310,9 1387,3 <LQ <LD

198-16 144,8 41,9 186,7 <LD <LD

202-16 109,5 454 154,9 <LQ <LQ

203-16 46,5 16,0 62,6 <LD <LD

Farinha de milho 204-16 48,2 16,6 64,8 <LD <LD

205-16 4551 1523 607,4 <LD <LD

206-16 46,4 14,6 61,0 <LD <LD

207-16 212,0 83,8 295,8 <LQ <LD

208-16 55,0 11,8 66,8 <LD <LD

209-16 61,3 14,5 75,7 <LD <LD

210-16 123,8 36,6 160,3 <LQ <LD

Canjica branca 211-16 29,2 7.1 36,3 <LD <LD

212-16 65,7 15,1 80,8 <LD <LD

213-16 5,0 <LQ 7,2 <LD <LD

214-16 110,8 27,5 138,3 <LD <LD

215-16 11,1 3,0 14,1 <LD <LD
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Matriz Cod. FB1 FB2 (FB1+FB2) HFB1 HFB2
Amostras

216-16 28,4 6,3 34,8 <LD <LD

217-16 29,1 8,3 37,4 <LD <LD

218-16 26,4 57 32,1 <LD <LD

219-16 263,5 72,0 3354 <LD <LD

220-16 364,5 1014 465,9 <LD <LD

221-16 92,7 23,6 116,2 <LD <LD

Canjiquinha 222-16 39,8 9,5 49,3 <LD <LD
223-16 1258 34,5 160,3 <LD <LD

224-16 71,0 17,4 88,4 <LD <LD

225-16 74,4 12,8 87,3 <LD <LD

226-16 2524 67,3 319,7 <LD <LD

227-16 360,7 79,9 440,6 <LD <LD

HFB1: fumonisina B1 hidrolisada; HFB2: fumonisina B2 hidrolisada; FB1: fumonisina B1; FB2:

fumonisina B2.
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APENDICE B - Resultados encontrados para as fumonisinas livres nas amostras de

milho pipoca e produtos a base de milho (ug/kg) — PROMAC.

Matriz Cod. FB1 FB2 (FB1+FB2) HFB1 HFB2
Amostras
128-16 10,7 4,4 15,1 <LD <LD
129-16 97,5 19,4 116,9 8,1 <LD
130-16 67,9 15,0 82,9 <LD <LD
131-16 170,5 49,8 220,3 <LD <LD
132-16 166,4 44,5 210,9 <LD <LD
19-17 210,7 61,1 271,8 10,6 >LD
20-17 184,5 36,2 220,7 >LD <LD
21-17 35,6 9,0 44,7 <LD <LD
228-16 25,6 8,5 34,1 <LD <LD
229-16 73,3 21,6 94,9 <LD <LD
22-17 202,9 447 247.6 >LD <LD
230-16 120,7 26,5 147,2 >LD <LD
231-16 139,9 35,1 175,0 4,6 <LD
232-16 182,0 42,2 2242 >LD <LD
Milho pipoca 233-16 162,9 34,0 196,8 <LD <LD
234-16 69,3 15,2 84,5 <LD <LD
235-16 361,1 98,5 459,5 8,2 <LD
236-16 51,6 12,5 64,1 >LD <LD
23-17 818,7 273,7 1092,4 >LD <LD
262-16 220,8 51,7 272,5 <LD <LD
263-16 413,17 1329 546,0 >LD <LD
265-16 251,8 80,6 332,3 >LD <LD
267-16 3124 715 383,9 <LD <LD
268-16 75,6 20,3 96,0 >LD <LD
269-16 2984 96,7 395,2 >LD 24
270-16 267,11 72,6 339,6 <LD <LD
271-16 946,7 300,0 1246,7 >LD <LD
272-16 2394 743 313,7 >LD <LD
273-16 339,7 841 423,8 >LD <LD
274-16 78,6 16,7 95,3 >LD <LD
03-17 364,3 89,5 4537 <LD <LD
07-17 1149 21,3 136,1 <LD <LD
Flocos de milho 08-17 137,8 295 167,3 <LD <LD
13-17 241,8 69,9 311,6 <LD <LD
14-17 3334 1120 4455 >LD <LD



Matriz Cod. FB1 FB2 (FB1+FB2) HFB1 HFB2
Amostras
163-16 381,8 84,6 466,3 <LD <LD
164-16 1771 424 219,5 <LD <LD
166-16 55,4 10,8 66,1 <LD <LD
167-16 264,8 56,5 321,2 <LD <LD
169-16 2593 814 340,7 >LD <LD
170-16 3735 119,2 4927 >LD <LD
237-16 247,8 43,2 291,0 <LD <LD
238-16 209,3 454 254,8 <LD <LD
239-16 632,2 1553 787,5 <LD <LD
245-16 814,0 1764 990,5 <LD <LD
246-16 48,9 9,0 57,9 <LD <LD
247-16 120,1 19,2 139,3 <LD <LD
248-16 67,6 10,3 77,9 <LD <LD
249-16 218,1 46,5 264,6 <LD <LD
250-16 109,8 18,5 128,3 <LD <LD
284-16 417,8 114,0 531,7 <LD <LD
285-16 393,5 110,2 503,7 >LD <LD
292-16 110,4 19,2 129,6 <LD <LD
293-16 228,5 493 277,7 <LD <LD
294-16 48,0 8,5 56,5 <LD <LD
295-16 207,7 41,9 249,5 <LD <LD
296-16 363,5 101,9 465,4 >LD <LD
298-16 3456 859 431,5 <LD <LD
299-16 98,3 14,9 113,2 <LD <LD
10-17 653,4 1514 804,8 >LD <LD
11-17 87,7 18,0 105,6 <LD <LD
123-16 4951 1149 609,9 8,9 >LD
124-16 1193,7 243,2 1437,0 <LD <LD
125-16 193,2 453 238,5 <LD <LD
126-16 520,17 104,44 624.,4 <LD <LD
. 127-16 288,0 743 362,3 >LD 1,7
Fuba 12-17 180,8 38,0 218,8 <LD <LD
174-16 1560,5 354,2 1914,7 >LD <LD
175-16 409,8 109,9 519,7 >LD <LD
176-16 118,9 204 139,3 >LD <LD
177-16 187,9 52,2 240,1 <LD <LD
251-16 782,3 1981 980,5 55 >LD
252-16 46,0 7,7 53,7 <LD <LD
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Matriz Cod. FB1 FB2 (FB1+FB2) HFB1 HFB2
Amostras
253-16 109,4 23,6 132,9 <LD <LD
254-16 390,8 101,2 492,0 <LD <LD
255-16 240,5 584 298,8 <LD <LD
256-16 213,8 46,5 260,3 <LD <LD
257-16 490,3 129,5 619,7 >LD >LD
258-16 120,5 25,8 146,3 <LD <LD
264-16 1325 274 159,9 <LD <LD
275-16 416,8 105,3 522,1 >LD <LD
276-16 137,1 29,5 166,6 <LD <LD
277-16 1345 26,0 160,5 <LD <LD
278-16 323,7 86,7 410,4 4,2 >LD
279-16 139,3 33,8 173,1 <LD <LD
280-16 1727,3 430,9 2158,18 >LD <LD
281-16 2248 48,7 273,6 <LD <LD
282-16 80,9 13,5 94,4 <LD <LD
283-16 1508,2 375,6 1883,8 >LD <LD
01-17 4242 1428 567,0 >LD <LD
02-17 74,2 27,1 101,4 <LD <LD
04-17 226,5 109,2 335,8 <LD <LD
05-17 32,7 12,2 44,8 <LD <LD
06-17 2052 99,8 304,9 <LD <LD
Farinha de milho 09-17 81,6 23,8 105,4 <LD <LD
165-16 111,6 50,6 162,2 <LD <LD
168-16 30,6 12,0 42,5 <LD <LD
261-16 104,9 358 140,7 <LD <LD
290-16 88,8 29,9 118,7 <LD <LD
291-16 63,8 39,1 102,9 >LD <LD
297-16 2180 745 2924 <LD <LD
15-17 230,6 55,7 286,3 >LD <LD
16-17 79,1 20,9 99,9 <LD <LD
171-16 8,2 2,7 10,9 <LD <LD
172-16 92,2 28,2 120,4 <LD <LD
Canjiquinha 17-17 254 6,4 31,8 <LD <LD
18-17 142,2 40,0 182,2 <LD <LD
24-17 19,0 6,8 25,8 <LD <LD
259-16 2643 67,2 331,5 <LD <LD
25-17 25,0 7,6 32,6 <LD <LD
260-16 75,8 23,2 99,1 <LD <LD
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Matriz Cod. FB1 FB2 (FB1+FB2) HFB1 HFB2
Amostras

28-17 74,2 23,5 97,6 <LD <LD

173-16 20,6 6,9 27,5 <LD <LD

266-16 10,7 3,1 13,7 <LD <LD

Canjica branca 26-17 106,3 35,3 141,6 <LD <LD
2717 33,3 9,4 42,8 <LD <LD

29-17 58,0 229 80,8 <LD <LD

240-16 652,5 190,8 843,3 >LD <LD

241-16 4956 125,7 621,3 >LD <LD

242-16 241 4.8 28,9 <LD <LD

243-16 23,0 4,6 27,3 <LD <LD

Curau de milho 244-16 543,8 1534 697,2 2,5 <LD
286-16 17,2 4,8 22,0 <LD <LD

287-16 22,2 4,2 26,4 <LD <LD

288-16 2692 76,5 345,8 >LD <LD

289-16 18,2 4,2 224 <LD <LD
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HFB1: fumonisina B1 hidrolisada; HFB2: fumonisina B2 hidrolisada; FB1: fumonisina B1; FB2:

fumonisina B2.
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APENDICE C - Resultados para as fumonisinas B1 e B2 mascaradas encontradas

nas amostras de milho pipoca e produtos a base de milho (ug/kg) — PROMAC.

. Cad. FB1 FB2 FB1+FB2
Matriz Amostras mascarada mascarada mascarada
131-16 1431 18,0 161,1
132-16 106,1 3,7 109,8
19-17 204,6 4,0 208,7
20-17 271,4 19,0 290,4
22-17 379,8 47 4 427,3
230-16 137,8 7,3 145,1
231-16 158,0 12,6 170,6
232-16 235,5 19,3 254,9
233-16 109,9 4,6 114,5
Milho pipoca 235-16 238,44 8,8 2472
23-17 467,3 34,7 502,0
262-16 209,8 18,1 227,9
263-16 278,5 8,3 286,8
265-16 277,5 25,5 303,0
267-16 176,6 2,6 179,2
269-16 3171 36,7 353,8
270-16 215,5 17,6 233,2
271-16 457,0 8,1 465,1
272-16 193,0 8,8 201,8
273-16 117,4 0,0 117,4
03-17 120,7 4,5 125,2
07-17 253 4,9 30,2
08-17 49,6 9,8 59,4
13-17 121,0 18,0 139,0
14-17 130,8 3,7 134,5
163-16 158,8 13,6 172,5
164-16 82,4 9,9 92,3
Flocos de milho 167-16 24,8 0,0 24.8
169-16 123,6 13,9 137,4
170-16 147,5 16,2 163,7
237-16 67,1 57 72,8
238-16 62,3 47 67,0
239-16 193,3 14,6 207,9
245-16 231,6 17,2 248,8
247-16 26,9 4,9 31,7
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Matriz Cad. FB1 FB2 FB1+FB2
Amostras mascarada mascarada mascarada
249-16 88,4 5,6 94,0
250-16 34,3 55 39,8
284-16 153,1 12,4 165,5
285-16 65,8 0,0 65,8
292-16 41,6 4,9 46,6
293-16 38,4 6,6 45,1
295-16 97,9 9,0 106,9
296-16 156,3 9,7 166,0
298-16 165,4 23,3 188,6
10-17 335,7 77,4 413,1
123-16 400,5 64,5 465,0
124-16 627,8 123,0 750,8
125-16 151,0 241 175,1
126-16 269,6 37,7 307,3
127-16 263,9 45,9 309,8
12-17 137,0 23,0 160,0
174-16 411,2 151,2 562,4
175-16 248,8 45,8 294.6
176-16 116,0 17,4 133,4
177-16 162,9 324 195,2
251-16 413,0 96,6 509,7
253-16 118,8 18,8 137,6
Fuba 254-16 239,6 36,5 276,1
255-16 210,1 24,2 2343
256-16 141,7 225 164,2
257-16 264,6 54,8 319,4
258-16 129,1 21,5 150,6
264-16 89,7 14,8 104,5
275-16 238,3 50,7 289,1
276-16 104,1 16,7 120,8
277-16 118,0 18,6 136,6
278-16 259,5 45,3 304,7
279-16 116,0 18,4 134,4
280-16 463,8 190,6 654,4
281-16 123,1 23,2 146,3
283-16 509,4 196,4 705,9
Farinha de 261-16 33,8 0,0 33,8

milho 165-16 71,3 6,3 77,6



Cad. FB1 FB2 FB1+FB2
Matriz
Amostras mascarada mascarada mascarada
06-17 103,0 8,8 111,8
297-16 119,1 11,3 130,4
04-17 113,5 12,1 125,6
01-17 222,0 21,7 2437
260-16 39,7 6,6 46,2
16-17 451 7,7 52,8
172-16 51,4 6,0 574
Canijiquinha
18-17 17,3 1,9 19,2
15-17 63,7 5,0 68,7
259-16 94,3 7,3 101,6
288-16 132,3 13,7 145,9
241-16 171,2 2,9 174,2
Curau de milho
244-16 195,5 8,4 203,9
240-16 296,6 32,2 328,8

FB1: fumonisina B1; FB2: fumonisina B2.
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APENDICE D - Resultados para as fumonisinas B1 e B2 totais (ap6s hidrélise das
amostras) encontradas nas amostras de milho pipoca e produtos a base de milho
(ug/kg) — PROMAC.

Matriz Cad. FB1 FB2 FB1+FB2

Amostras Total Total Totais

131-16 3136 67,8 381,4

132-16 272,5 48,22 320,7

19-17 4153 65,1 480,5

20-17 4559 552 511,1

22-17 582,7 92,1 674,9

230-16 258,5 33,8 292,3

231-16 2979 477 345,6

232-16 4175 61,5 479,1

233-16 272,8 38,6 311,4

Milho Pipoca 235-16 599,5 107,3 706,8

23-17 1286,0 308,4 15944
262-16 430,6 69,8 500,4
263-16 691,6 141,2 832,8
265-16 529,3 106,1 635,4
267-16 489,0 74,1 563,1
269-16 6155 133,4 748,9
270-16 482,6 90,2 572,9
271-16 1403,7 308,1 1711,8
272-16 4324 831 515,5
273-16 4571 73,5 530,5
03-17 485,0 94,0 579,0
07-17 140,2 26,2 166,4
08-17 187,4 39,3 226,7
13-17 362,8 87,9 450,7
14-17 464,2 1157 579,9
163-16 540,6 98,2 638,9
Flocos de milho 164-16 259,5 52,3 311,8
167-16 289,6 55,0 344,7
169-16 382,9 953 478,1
170-16 521,0 1354 656,4
237-16 3149 489 363,8
238-16 2716 50,1 321,7
239-16 825,5 169,9 995,4




Matriz Cad. FB1 FB2 FB1+FB2

Amostras Total Total Totais
245-16 10456 193,6  1239,2
247-16 147,0 24,1 171,0
249-16 306,5 52,1 358,6
250-16 1441 24,0 168,1
284-16 570,9 1264 697,3
285-16 459,3 106,5 565,8
292-16 152,0 24,1 176,2
293-16 266,9 55,9 322,9
295-16 305,6 50,9 356,5
296-16 519,8 111,6 631,4
298-16 511,0 109,2 620,1
10-17 989,1 228,8 12179
123-16 8956 179,4 10750
124-16 1821,5 366,2 2187,7
125-16 3442 694 413,6
126-16 789,7 1421 931,8
127-16 551,9 120,2 672,1
12-17 317,8 61,0 378,8
174-16 1971,7 5054 24771
175-16 658,6 1557 814,3
176-16 2349 37,8 272,7
177-16 350,8 84,6 435,3
251-16 1195,3 294,7 1490,1
253-16 2282 424 270,6

Fuba 254-16 630,4 1377 768,1

255-16 450,6 82,6 533,2
256-16 3555 69,0 424,5
257-16 7549 184,3 939,2
258-16 2496 473 296,9
264-16 2222 4272 264,4
275-16 655,1 156,0 811,2
276-16 2412 46,2 287,4
277-16 2525 44,6 297,1
278-16 583,2 132,0 715,1
279-16 2553 522 307,5
280-16 21911 6215 2812,6
281-16 3479 719 419,8
283-16 2017,6 572,0 2589,7
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Cad. FB1 FB2 FB1+FB2
Matriz
Amostras Total Total Totais

261-16 138,7 33,5 172,2

165-16 182,9 56,9 239,8

06-17 308,2 108,6 416,8
Farinha de milho

297-16 337,1 85,8 4229

04-17 340,0 121,3 461,3

01-17 646,2 164,5 810,7

260-16 115,5 29,8 145,2

16-17 124,2 28,6 152,8

172-16 143,6 34,2 177,8
Canijiquinha

18-17 159,5 41,9 201,4

15-17 294,3 60,7 355,0

259-16 358,9 745 433,4

288-16 401,5 90,2 491,6

241-16 666,8 128,6 795,5
Curau de milho

244-16 739,3 161,8 901,1

240-16 949,1 223,0 11721

FB1: fumonisina B1; FB2: fumonisina B2.
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