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RESUMO

Vinte e oito amostras de farinhadetrigo e 14 amostras de trigo em gréo foram adquiridos nacidade de Sao
Paulo e analisados para determinacéo de desoxinivalenol (DON). As amostras foram extraidas com
acetonitrila-dgua (84+16) seguidas de limpeza dos extratos com colunas MycoSep. A separacdo e a
quantificacéo foram pela técnica da Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e a toxina visualizada
com solugéo de AICl... A eficiénciadas colunas MycoSep 225 e 227 foi avaliada com amostras de farinha
de trigo e trigo em gréo, contaminadas com DON em dois niveis, 80,0 e 100,0 Yag/kg. As recuperagdes
médias das colunas 225 e 227 foram, respectivamente, 72% e 107% parafarinha de trigo e 90% e 125%
paratrigo em gréo. Os desvios padréo relativos foram 11% e 18% para farinha de trigo e 8% e 20% para
trigo em grao, respectivamente. DON foi detectado em 19 (45%) das 42 amostras analisadas em niveis
gue variaram de 82-1500ug/kg.Algumas amostras (8) foram confirmadas por CLAE-UV.

Palavras- Chave. desoxinivalenol, DON, trigo, micotoxinas.

ABSTRACT

Twenty-eight samples of wheat flour and 14 samples of wheat were purchased in the city of S&o Paulo and
these products were analyzed for deoxynivalenol (DON). Sampleswere extracted with acetonitrile-water
(84+16) followed by a cleanup with MycoSep column. The extract purification was carried out on TLC
and the toxin was determined with AICI solution. The efficiency of MycoSep columns 225 and 227 was
evaluated with samples of wheat and wheat flour spiked with DON at two levels, 80.0 and 100.0 ¥.g/kg.
The recovery averages on columns 225 and 227 were, respectively, 72% and 107% for wheat flour and
90% and 125% for wheat grain, respectively. The relative standard deviations were 11% and 18% for
wheat flour and 8% and 20% for wheat grain, respectively. DON was detected in 19 (45%) of 42 analysed
samples at levels ranged from 82 to 1500 Yag/kg. Eight samples were confirmed by means of HPLC-UV.
Key Words. deoxynivalenol, DON, wheat, mycotoxins.

INTRODUCAO

Micotoxinas s80 compostos quimicos resultantes do
metabolismo secundario de fungos filamentosos. Quando
contaminam alimentos e ragdes animais produzem efeitos
agudos (micotoxicoses) ou crénicos, e algumas das toxinas sao
carcinogénicas.

Os principais fungos produtores de micotoxinas
pertencem aos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium Os
tricotecenos séo micotoxinas produzidas por diferentes géneros
de fungos tais como Fusarium, Stachybotrys, Myrothecium,
Trichotecium, entre outros, sendo que estes fungos sao também
patégenos de plantas produtoras de graos'.

Aproximadamente 180 diferentes compostos da familia
de tricotecenos ja foram isolados, mas apenas alguns deles
ocorrem naturalmente, como o desoxinivalenol (DON), o
nivalenol, atoxina T, o diacetoxiscirpenol e atoxina HT . A
grande variabilidade nas suas propriedadesfisico - quimicasdeste
grupo de compostos causa dificuldades na sua detecgdo*® .

Desoxinivalenol (DON) é um tricoteceno do grupo B, e
um epoxisesquiterpendide que ocorre predominantemente em
gréoscomotrigo, milho, avelae cevadae com menosfrequéncia
em arroz, sorgo e triticale. A ocorréncia de DON ¢é associada
principal mente com Fusarium graminearum (Gibberella zeae)
e F. culmorum. DON tem sido implicado na incidéncia de
micotoxicoses humana e animais de criagao®’#9101112 Ele foi
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primeiramente i solado no Japéo e Estados Unidos, de cevadae
milho infectados no campo, com F.graminearum. O nome
alternativo vomitoxina refere-se a sua propriedade de causar
vomitos, recusa de alimentos, associado a perda de peso, e que
S50 os efeitos adicionai s produzidos por DON em animais®®3. E
0 tricoteceno que ocorre com maior frequénciae mais estudado
por este motivo'.

Osefeitosagudosde DON sdo: ndusea, vomito, diarréia,
dor abdominal, dor de cabeca, tontura e febre. Podem se
desenvolver no prazo de 30 minutos daexposicdo e sdo de dificil
distincdo das condi¢Bes gastrointestinais atribuidas a
microrganismos como toxinas de Bacillus cereus®

Um control e sistemético e continuo dos tricotecenos no
Brasil ndo ocorre. Os dados existentes sd0 poucos. A literatura
brasileira relata alguns trabal hos sobre
tricotecenos!®17.1819202122 A proposta deste trabalho foi avaliar
aincidénciade DON em trigo efarinhadetrigo, comercializadas
na cidade de S&o Paulo. A metodologia utilizada foi otimizada
eésimples, precisa, sensivel que ndo necessitade equipamentos
sofisticados ou de treinamentos especiais.

MATERIAL E METODOS

Material

Amostras detrigo em gréo (14 ) e farinha de trigo (28),
perfazendo um total de 42, foram adquiridas no comércio da
cidade de S&o Paulo.

As amostras em gréo foram trituradas em moinho —
liquidificador, Vita Mix Corp (Cleveland), e passadas em
peneiras de 20 mesh, 2 vezes, acondicionadas em frascos de
vidro e armazenadas a 5° C até o momento da andlise.

Padré&o

A solucdo padréo de desoxinivalenol (DON) (Sigma
Chemical Company, St Louis, MO, USA) de1 mgfoi preparada,
dissolvendo em 25 mL de acetato de etila, grau CLAE, e
obtendo-se aconcentragéo de 39 ¥g/mL . Estaconcentracéo foi
determinada espectrofotometricamente®®?4. A solucéo foi
acondicionadaem frasco ambar vedado e armazenadaa -18°C.

Métodos

Extracéo e limpeza do extrato

O procedimento da extracdo e limpeza do extrato, foi
feito de acordo com o indicado pelo fornecedor das colunas
MycoSep (Romer Labs.-USA).

Vinte e cinco gramas de amostraforam homogeneizadas
com 100 mL de uma solugéo de CH,CN-H,O (84:16) por 5
minutos em liquidificador. A mistura foi filtrada em papel de
filtro qualitativo apbs decantagao.

Umaaliquotade 8 mL foi colhidaetransferida paraum
tubo deculturadevidrotal que, 2/3 do tubo estivesse preenchido
com estasolugdo (Figural). A colunaMycoSep (225 paratrigo
e 227 para farinha de trigo) foi inserida com um émbolo no

tubo e empurrada através do tubo, forcando o extrato a passar
pelo contetido da coluna (recheio). Uma aliquota de 4 mL foi
coletadano reservatdrio acimada colunaetransferidapara um
frasco de vidro ambar onde o solvente foi evaporado sob
correntede N,

Separagao e quantificacdo de DON

Os residuos obtidos na extragao foram dissolvidos em
150 uL de uma solucdo de tolueno-acetonitrila (97:3) e
submetidos ao ultra-som por 30 segundos. Aliquotas deste
extrato e do padrdo foram aplicadas na cromatoplaca de vidro
(CCF-C25 silicagel sem indicador de fluorescéncia, artigo
105721, Merck, Alemanha) até um méaximo de 75 uL para a
amostra e padrdo as aplicagbes correspondendo a 25, 30, 40,
50, 100, 200 e 250 ng de DON/mancha na placa. O
cromatograma foi desenvolvido em tolueno-acetona (1:1) ea
placadepoisde secafoi pul verizadacom solugéo deAlCl, (15%
em metanol) e aquecidaem estufaa 110°C durante 7 minutose
expostasob luz UV (366 nm). A fluorescénciaazul daamostra
observadafoi comparada com as do padrdes®. Para confirmar
a metodologia, alguns resultados foram comparados pela
CLAE-UV

Controle Analitico

Para garantir a confiabilidade dos resultados obtidos
nestetrabalho, alguns par@metrosforam avaliados: recuperacéo,
repetitividade e limite de quantificagdo, com amostras de trigo
efarinhadetrigo fortificadas com 80,0 e 100,0 ¥ag/kg.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da recuperacdo de DON nas amostras de
trigo efarinhadetrigo artificialmente contaminadas, podem ser
observadosnaTabela 1. Osresultados ndo foram completamente
satisfatorios utilizando coluna MycoSep 225 para farinha de
trigo.

Observa-se que a porcentagem média de recuperacdo
na amostra contaminada com 80 ug/kg por CCD, foi de 72,5%
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Figura 1. Coluna MycoSep
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Tabela 1. Resultados de recuperacéo para DON nas amostras de trigo e farinha de trigo artificial mente contaminadas.

Amostra Add % media Coluna/Separacéo DP DPR%
ua/kg recuperacao una/kg
Farinha 80,00 72 MycoSep225/CCD 32 54
Farinha 100,00 87 MycoSep225/CCD 12 14
Farinha 80,00 97 MycoSep227/CCD 8 11
Farinha 100,00 107 MycoSep227/CCD 19 18
Trigo 100,00 90 MycoSep225/CCD 7 8
Trigo 100,00 125 MycoSep227/CCD 25 20
Meédia de cinco determinacoes.
Add: adicionado.

DP: desvio padréo.
DPR: desvio padréo relativo.
DON = desoxinivalenol.

Tabela 2 . Ocorréncia de DON nas amostras de trigo analisadas*

Produto Incidéncian® positivas/total Variacgao Y4g/kg Média positiva Yg/kg
Farinha 14/28 82,0-600,0 296,3
Trigo 05/14 166,0-1500,0 753,2

* Método utilizado: coluna MycoSep 225/227 - CCD

valor que atende a critériosinternacionais, adotados pelaCE e
Horwitz et al.»%, mas o desvio padrao relativo (DPR) foi alto,
isto é 54%. Este valor demonstrou que houve uma dispersao
de resultados acima do aceitavel entre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra, em condicdes definidas. Na
amostra fortificada com 100,0 ug/kg e determinada em CCD,
os resultados obtidos na porcentagem meédia de recuperagéo
na farinha de trigo com a coluna MycoSep 225 foram
satisaf atorios, 87% e DPR de 13%. Paraasamostrasde farinha
de trigo com as mesmas concentragdes de fortificagdo (80 e
100 ¥g/kg), também utilizou-se acolunaMycoSep 227. Optou-
se por sua utilizagdo uma vez que a farinha de trigo € uma
matriz mais complexa, por ser processada e acolunaescolhida
tem o dobro do recheio daMycoSep 225. Foi observado durante
aparte experimental que osextratosficaram maislimpidoscom
acoluna MycoSep 227 que com a coluna 225.

O Limite de Quantificacéo (LQ) paraDON em
farinha de trigo foi 80 ug/kg e para o trigo igual a 100 ug/kg
e optou-se trabalhar com LQ

Estas colunas sdo uma mistura de carvao ativo, celite
eresinatrocadora de ions”” e tem sido utilizadas em vérios
estudos para determinagdo de tricotecenos em trigo®»¥.De
acordo com os resultados da Tabela 1, os métodos foram
considerados, adequados, onde o desvio padréo relativo
(DPR) foi de 7,85% a 20,0% exceto nafarinha de trigo com
MycoSep 225. Neste caso a precisdo do método foi
comprometida pois segundo Horwitz % o coeficente de
variacdo (desvio padrdo relativo) em andlises que se
quantifica na ordem de ng/g (ppb) o CV deve ser de 20,0-
25,0% e 0 nosso resultado atingiu 54,8%.
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Ocorréncia de DON em amostras de trigo

Na Tabela 2 encontram-se os resultados obtidos das
amostras analisadas e alguns deles foram confirmados por
CLAE, Tabela 3. Observa-se que os resultados variaram de
82,0 a1500,0 ug/kg.

Estes resultados confirmam os resultados obtidos por
Furlong®, quando avaliou trigo nacional e argentino e
determinou DON, T2, DAS, T2 tetraol. A autora detectou 400
ug/kg de DON em amostra de trigo nacional proveniente de
silos e armazéns do Rio Grande, RS. Como foi dito
anteriormente, o estudo da incidéncia de tricotecenos em
alimentos nacionais sdo muito restritos, Sabino'®, analisando
70 amostrasdetrigo e seusderivados (farinha, farel 0) adquiridas
nos centros comerciais da cidade de Sao Paulo ou enviadas para
o Ingtituto Adolfo L utz suspeitas deintoxicacéo animal detectou

Tabela 3. Determinacdo de DON por CCD confirmada por
CLAE.%®

Amostra Concentracgdo (pg/klg)
(Farinha trigo) CCD CLAE
A ND ND
B ND ND
C ND ND
D 600,0 699,0
E 500,0 572,0
F 125,0 235,0
G ND ND
H ND ND

ND= Nao detectado, DON= desoxinivalenol.
CCD= cromatografia em camada delgada.
CLAE= cromatografia liquida de alta eficiéncia
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DON em apenasem 2 amostras: farinhadetrigo eracéo animal,
com 183,0 Yg/kg. Furlong®, estudando 2 cultivares de trigo,
IAC 24 e BH 1146, procedentes de diferentes regides do estado
de S&o Paulo, detectou DON em 3 amostras hos seguintesteores:
580,0 ¥g/kg, 590,0 ¥ag/kg e 560,0 Yag/kg no cultivar IAC 24,
enguanto que no BH 1146 detectou uma amostra com 470,0
Yaglkg. Furlong®-#, utilizou CG enquanto que Sabino ** CCD.
O DON tem sido o tricoteceno mais encontrado nos Estados
Unidos seguido pelo NIV, astoxinas T2 e HT2 e 0 DAS. O
milho, cevadas etrigo utilizadostanto parao consumo humano
como animal estdo, em algunsregifesdo mundo, frequentemente
contaminados com tricotecenos'®*?1°, Niveis atingindo até 40
mg/kg foram observados no trigo produzido na Alemanha,
Pol6nia, Japao, Nova Zelandia, Canada e naArgentina'?, teores
gue até o momento ndo foram relatados no Brasil.

CONCLUSOES

AscolunasMycoSep 225 e 227 demonstraram eficiéncia
na etapa de extracdo e limpeza de amostras de trigo e farinha
de trigo na pesquisa de DON.

CCD, que ndo requer equipamentos mais sofisticados,
mostrou que atende os limites maximos recomendados pelos
paises preocupados com esta micotoxina, de 1 ppm a2 ppm;

Das42 amostras detrigo efarinhadetrigo analisadas no
presente trabalho, 19 estavam contaminadas (45%) com teores
que variaram de 82 a 1500 ¥xg/kg.
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