Rev. Inst. Adolfo Lutz,
61(1):1-6, 2002 ARTIGO ORIGINAL/ ORIGINAL ARTICLE

Incidéncia de Aflatoxinas, Desoxinivalenol e Zearalenona em
produtos comercializados em cidades do estado de Minas Gerais
no periodo de 1998 - 2000

Incidence of Aflatoxins, Deoxynivalenol and Zearalenone in products
commercialized in the cities of Minas Gerais state in 1998 - 2000

Marize Silva de OLIVEIRA!
Guilherme PRADO

Fabiana Moreira ABRANTES
Luciana Gongalves dos SANTOS
Thais VELOSO

RIALA6/910

Oliveira, Marize S. de et al Incidéncia de Aflatoxinas, Desoxinivalenol e Zearalenona em produtos
comercializados em cidades do estado de Minas Gerais no periodo de 1998 - 2000. Rev. Inst. Adolfo Lutz,
61(1):1-6,2002.

RESUMO. A incidéncia de micotoxinas foi verificada em amostras de amendoim e produtos derivados
de amendoim (aflatoxinas), fuba, cereais em flocos e aveia em flocos (zearalenona), farinha de trigo, farelo
de trigo e produtos de panificacao (desoxinivalenol). As amostras foram coletadas em supermercados de
cidades de Minas Gerais, Brasil. O método de cromatografia em camada delgada foi utilizado para quantificar
as aflatoxinas e desoxinivalenol e a cromatografia liquida de alta eficiéncia para zearalenona. As aflatoxinas
foram detectadas em 66 das 120 amostras analisadas. Do total de amostras analisadas, 56 apresentaram
niveis de aflatoxina total ( B, + B, + G, + G, ) acima do limite estabelecido pela Legislagao do Ministério da
Agricultura e 54 amostras apresentaram niveis de aflatoxina B, + G, acima do limite estabelecido pela
Legislagdo do Ministério da Satude. A faixa de contaminaco para aflatoxina total encontrada foide 3a2714
ng/Kg, com uma contaminag@o média de 960 ng/Kg. Desoxinivalenol (DON) foi detectado em 32 das 47
amostras analisadas, em uma faixa de concentragéo de 40 a 1205 ng/Kg. Somente uma amostra de aveia em
flocos estava contaminada com zearalenona ( 8,5 pg/Kg ), dentre as 34 amostras de produtos de cereais
analisadas.

PALAVRAS-CHAVE. Aflatoxinas; Desoxinivalenol; Zearalenona; Ocorréncia, Cereais.
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INTRODUCAO

As micotoxinas, como as aflatoxinas, zearalenona e
desoxinivalenol, s3o compostos téxicos produzidos por fungos,
que podem causar danos a saude de homens e animais %, bem
como, ocasionar grandes perdas econdmicas .

As aflatoxinas sdo produtos do metabolismo
secundario de fungos, predominantemente de Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus e Aspergillus nomius. Quimicamente
sdo derivados do bisfuranoisocumarina, sendo que as
aflatoxinas B , B,, G, € G, sdo as mais conhecidas 6. As aflatoxinas
tém sido letais para animais, bem como para cultura de células
animais quando administradas a curto prazo, sendo que
exposigdes por um longo periodo induzem tumores em diversos
seres vivos **. Existem relatos de que a aflatoxina B, pode causar
danos significativos no figado de primatas °.

Zearalenona ¢ produzida por varias espécies de
Fusarium, com ocorréncia em milho, cevada, trigo e aveia. Esta
micotoxina tem demonstrado atividade anabodlica e estrogénica
em varias espécies animais, como hiperestrogenismo em suinos.
Existem também registros de puberdade precoce em criangas '2.

Desoxinivalenol (DON) é um tricoteceno produzido por
fungos do género Fusarium podendo causar recusa alimentar,
reducdo do ganho de peso, e alteracdo da funcdo imunoldgica
de alguns animais 4%,

Visto que a contaminacdo dos alimentos com fungos
toxigénicos e producdo de micotoxinas, geralmente estd
relacionada com condi¢des ambientais de cultivo e
armazenamento © , investigagGes continuas de sua ocorréncia
tornam-se necessarias.

Os trabalhos de ocorréncia de micotoxinas em alimentos
consumidos no Brasil, t&m contribuido para avalia¢do e estudos
de medidas a serem tomadas para a prevengao de contaminagao.
Incidéncia de aflatoxinas em amendoim e derivados de milho,
zearalenona em milho, bem como, aflatoxinas, ocratoxina e
zearalenona em produtos de arroz, milho e trigo, desoxinivalenol
e toxina T-2 em milho e tricotecenos em farinhas tém sido
relatadas 4,8,9,13,15, 16, l7.

O objetivo deste estudo foi verificar a incidéncia de
aflatoxinas em amendoim e derivados, zearalenona em arroz,
aveia, milho e derivados, e desoxinivalenol em farinhas de trigo
e produtos de panificagdo que foram comercializados em algumas
cidades do Estado de Minas Gerais no periodo de 1998 a 2000.

MATERIAL E METODOS

1. Material

Um total de 120 amostras de amendoim e produtos
derivados, foram coletadas pelos Servigos de Fiscalizagdo das
cidades de Belo Horizonte, Contagem, Nova Lima, Sete Lagoas,
Patrocinio, Jodo Monlevade, Santa Luzia, Divinopolis, Pedro
Leopoldo, Patos de Minas, Betim, Vigosa e Nova Serrana e
analisadas para verificar a ocorréncia de aflatoxinas.

Em 24 amostras de produtos derivados de milho e 10 de
arroz em grao tipo I, de diferentes marcas, foi verificada a
ocorréncia de zearalenona, enquanto em 47 amostras de produtos
de panificacdo, farinha e farelo de trigo, verificou-se a presenga
de desoxinivalenol. As amostras foram coletadas pela Vigilancia
Sanitaria de Belo Horizonte e Contagem.

As amostras em grao foram previamente moidas,
homogeneizadas e passadas em tamiz 20 mesh (0,84 mm).
Apbs quarteamento foram acondicionadas em frascos
plasticos e guardadas sob refrigeracdo (+4°C) até o momento
da analise.

2. Métodos
2.1. Extracéo e quantificaciio de aflatoxinas

A extracdo e purificacdo das aflatoxinas foi feita segundo
o método descrito por Soares ¢ Rodriguez Amaya'. As
aflatoxinas foram identificadas e quantificadas por cromatografia
em camada delgada, em placas prontas de silicagel 60 G Merck,
utilizando-se como fase movel tolueno: acetato de etila:
cloroférmio: acido férmico, (70:50:50:20 v/v/v/v), descrita por
Gimeno °. As leituras das fluorescéncias de amostras e padrdes
foram feitas em densitdometro Shimadzu modelo CS9301PC, a
366 nm e o calculo das concentragdes foi obtido através das
curvas de calibragao.

A confirmagio da identidade das aflatoxinas foi feita pelo
método descrito por Przybylski 8.

2.2. Extracio e quantificacio de zearalenona

A zearalenona foi extraida de 25 g das amostras moidas,
com 125 mL de metanol - dgua (75:25, v/v) e agitagdo por 20
minutos em agitador mecénico'. Apos filtragdo a vacuo em papel
de filtro Whatman GF/(3 de microfibra de 55 mm de didmetro, o
extrato foi diluido com agua (5:25,v/v), sendo posteriormente
transferido para coluna de imunoafinidade Zearalatest da Vicam
(EUA). A coluna foi lavada com 10 mL de agua e a zearalenona
eluida com 4 mL de metanol. Este eluato foi recolhido em frasco
ambar e evaporado até secura sob corrente de nitrogénio. O
residuo foi ressuspendido em 1 mL de fase movel
dgua:metanol:acetonitrila (40:10:50 v/v/v)*. A quantificacéo foi
realizada em cromatografo liquido de alta eficiéncia com detector
de fluorescéncia marca Shimadzu modelo LC 10AD (excitacdo A
=276 nm e emissdo A=460nm), coluna C18 (5 um,250x 4,6 mm),
pré-coluna C18 (5 pmx 25 mm x 4,6 mm), com fluxo de ImL/minuto’.

A zearalenona foi quantificada utilizando para o célculo,
uma curva de calibragfo analitica de 0,05, 0,025, 0,0125 € 0,00625
ng/pL.

A eficiéncia do método foi avaliada pelo estudo de
recuperagdo feito em amostras de produtos derivados de milho
em que zearalenona no foi detectada. As amostras em triplicata,
foram contaminadas artificialmente pela adicdo de padrao,
obtendo-se niveis de contaminagéo de 5, 10, 50, 100 e 200 pg/
Kg. Também avaliou-se a recuperacdo em amostras de arroz,
artificialmente contaminadas com niveis de 20 e 40 pg/Kg de
zearalenona, em triplicata.
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1.3. Extracio e quantificacio de desoxinivalenol

O método usado foi descrito por Trucksses et al.?!, onde
DON foi extraido com acetonitrila:agua (84:16 v/v) e o extrato
purificado em coluna cromatografica empacotada com carvao
ativado, celite e alumina. Para separacdo e quantificacio foi
utilizada cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia,
onde a placa foi previamente embebida em solugao de cloreto
de aluminio a 20 % e o desenvolvimento realizado em
cloroférmio:acetona: isopropanol (8:1:1 v/v/v) em tanque ndo
equilibrado. A placa foi aquecida por exatamente 7 minutos a
120°C e a fluorescéncia azul observada em luz ultra violeta a 366
nm por comparacdo com padrdes. A recuperacdo foi avaliadaem
amostras de farinha de trigo artificialmente contaminada com
48,2 ng/Kg de DON.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A faixa e a média de contaminag¢@o, bem como a
incidéncia de aflatoxinas em amendoim e produtos derivados

de amendoim estdo demonstrados na Tabela 1 e Figura 1.
Do total de 120 amostras analisadas, 66 (55%) apresentaram
resultados positivos. As médias de contaminacio
encontradas para aflatoxinas B, B,, G, e G, foram de 334, 82,
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Figura 1. Incidéncia de aflatoxinas em amendoim e derivados
comercializados em cidades do estado de Minas Gerais.

Tabela 1. Média e faixa de contaminag@o com aflatoxinas B, B,, G, e G, em 66 amostras positivas de amendoim em gréo e produtos
derivados de amendoim comercializados em cidades do estado de Minas Gerais.

AFLATOXINAS (ug/Kg)
Bl B2 Gl GZ
Média Faixa Média Faixa Média Faixa Média Faixa
334 3-2231 ko) 1-427 o4 20-492 21 1-154

Tabela 2 . Valores de recuperagio e coeficientes de variagcdo para zearalenona adicionada em produtos derivados de milho,

determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Nivel de contaminagdo Valores encontrados
(1g/Kg) (1g/Kg)

Média (1g/Kg)

Coeficiente de
variacdo (%)

Recuperagao (%)

43
49 49 46
4,6

94,0 6,5

1,7
9,7 72 7.2
6,7

74,0 7.0

48,5
46,1
479

486 475

98,0 2,6

794
774
86,5

972 81,1

83,0 59

1972
1939
1944

1944 1952

100,0 1,0
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Tabela 3 . Valores de recuperagio e coeficientes de variagdo para zearalenona adicionada em amostras de arroz determinados por

CLAE.
Nivel de contaminag¢do Valores encontrados Meédia (ug/Kg) Recuperacao (%) Coeficiente de
(1g/Kg) (1g/Kg) variacdo (%)
18,5 212 106,0 183
200 240
412 399 100,0 44
40,0 387

Tabela 4 . Incidéncia de zearalenona em amostras de arroz e produtos derivados de milho comercializados em cidades de Minas

Gerais determinados por CLAE.

Amostra Nimero de amostras analisadas Resultados (ng/Kg)
Flocos de cereais 1 <LQ?
Aveia em flocos 2 ND!- 8,5
Creme de milho 1 ND
Fuba 2 <LQ
Fuba 3 ND
Farinha de aveia 1 <LQ
Farinha lactea 1 <LQ
Farinha enriquecida 13 ND
Arroz 10 ND
Total 34

1 Nao detectado.
2 LQ- Limite de quantificagao: 5,0 ng/Kg.
LD- Limite de detecg¢do: 1,6 ng/Kg.

64 e 21 pug/Kg, respectivamente. A faixa de contaminacio
para aflatoxina total encontrada foi de 3 a 2714 ug/Kge a
média foi de 960 pg/Kg. A aflatoxina B, além de apresentar
maior toxicidade®, foi encontrada em todas amostras com
resultados positivos e com niveis de contaminagdo acima
dos encontrados para B, G, e G,. Considerando-se as
legislacdes brasileiras >*, 54 amostras apresentaram
resultados acima de 30 ug/Kg para somatoria de B, e G,
(Resolugdo n° 34/76 da CNNPA do Ministério da Saude) e
56 amostras resultados acima de 20 pg/Kg para somatdria
de B, B, G, ¢ G, (Portaria n® 183 de 21/03/96 do Ministério
da Agricultura). O limite de quantificacdo do método
empregado para aflatoxinas foi de 1 pg/Kg.

Prado et al.'” analisaram 52 amostras de amendoim cru,
comercializadas em 1997 e encontraram 44 amostras com
resultados positivos para aflatoxina. As médias de
contaminagao foram de 434 ug/Kg para B e 154 ug/Kgpara G,.
Em um outro estudo em que foram analisadas amostras de
amendoim, De-Oliveira et al.*encontraram 34,6% de
contaminagdo para a soma das aflatoxinas B, e G, (37,34 522,0

4

ug/Kg). Um total de 40 amostras de milho do ano agricola de
1992/93 foram analisadas por Nicasio et al.'’, e ndo foram
encontradas aflatoxinas em nenhuma das amostras. Pich'® ao
analisar 213 produtos derivados de milho comercializados,
encontraram 37 (17,37%) amostras com resultados positivos
(acima de 20 pug/Kg de B, + B, + G, + G,), com uma faixa de
contaminacdo de 3,18 a 25,6 ug/Kg.

Comparando-se os resultados encontrados nesses
estudos, verifica-se que os niveis de contaminag@o continuam
elevados para aflatoxinas em amendoim.

Os resultados de avaliagdo da recuperagdo de
zearalenona em produtos derivados de milho estdo
apresentados na Tabela 2. Para a faixa de contaminagdo
empregada (4,9 — 194,4 ug/Kg), a recuperagdo entre 74,0 -
100,0% e o coeficiente de variacdo menor que 7,0 %,
demonstraram a eficiéncia do método empregado. A Tabela 3
apresenta os resultados de recuperagido das amostras de arroz
artificialmente contaminadas com padrdo. Foram encontrados
valores para recuperagdo de 106,0 e 100,0% e coeficiente de
variagdo de 18,3 e 4,4% para niveis de contaminagéo de 20,0 ¢
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Tabela 5. Incidéncia de desoxinivalenol (DON) em farinhas e produtos de panificacdo comercializados em cidades de Minas

Gerais.
Amostras Numero de Numero de Faixade
amostras analisadas amostras positivas contaminacio (ug/Kg)
Farinha de trigo 14 8 40-1205
Farinha de trigo enriquecida 8 6 136-152
Farelo de trigo cru 2 125-610
Farelo de trigo torrado 1 1 542
Pao de sal 16 13 78—-1780
Panettone 3 ND
Pao de forma 3 2 113-289
Total 47 32

Limite de quantificagéo : 40 ng/Kg
Limite de deteccdo : 20 pg/Kg
ND — Nao detectado

40,0 ug/Kg, respectivamente. Nas condi¢des utilizadas para a
cromatografia liquida, o tempo de reten¢do médio foi de 11,0
minutos. O limite de quantifica¢ao encontrado foi de 5,0 1g/Kg
e o limite de detec¢do de 1,6 ug/Kg, obtido pelo sinal do menor
nivel de fortificagdo que é 3 vezes o desvio padrdo a 95% de
confianga'l.

Das 34 amostras analisadas, apenas uma amostra de
aveia em flocos apresentou-se contaminada com zearalenona
(8,5 pg/Kg), como demonstrado na Tabela 4. O Brasil ndo tem
legislagdo para zearalenona, entretanto, o valor encontrado
pode ser considerado muito baixo, quando comparado com os
limites permitidos pelas legislagdes de paises como Franga
(200 pg/Kg) e Russia (1000 pg/Kg) ”. Em uma amostra de flocos
de cereais e uma de fuba, os niveis determinados estavam
proximos ao limite de quantificagio (5,0 xg/Kg). Trés amostras
apresentaram picos com area menor que o limite de
quantificacdo.  Furlong et al.’, ao analisarem produtos
derivados de trigo e milho, encontraram contaminagdes de
zearalenona bem mais elevadas, como 105 pg/Kg em amostra
de farelo de trigo, 97 pg/Kg em farinha integral e 163 ug/Kgem
milho para canjica.

A recuperagdo média obtida pela metodologia
empregada na analise de desoxinivalenol em amostras de
farinha de trigo artificialmente contaminadas com 48,2 ug/Kg
foi de 109%.

Os resultados da incidéncia de contaminagdo por
DON nas amostras analisadas estdo apresentados na Tabela
5. Do total de 47 amostras analisadas, 32 (68%) apresentaram
resultados positivos. A faixa de contaminagao foi de 40 a 1205
ug/Kg, o limite de quantificagdo de 40 pg/Kg e o limite de
detec¢do de 20 ug/Kg. Furlong et al.® analisaram 18 amostras
de trigo, provenientes da colheita do Brasil, Argentina e Uruguai

no periodo de 1988 a 1990 que ficaram armazenadas. Somente
uma amostra estava contaminada com DON (0,40 pg/g). Prado
et al'® encontraram DON (78 ug/Kg) em 2 das 60 amostras de
milho em grao analisadas. O Brasil ndo tem legislac@o especifica
para desoxinivalenol, entretanto, paises como EUA e Russia
apresentam o limite maximo de tolerancia de 1000 ug/Kg e
Canada de 2000 pg/Kg. Neste estudo, apesar de 68% das
amostras terem apresentado contaminagdo com
desoxinivalenol, apenas uma amostra apresentava valor acima
de 1000 g/Kg (1205 pg/Kg), demostrando um baixo nivel de
contaminagdo nas amostras analisadas.

CONCLUSOES

Os resultados da incidéncia de aflatoxinas em amendoim
e seus derivados demonstram que estes produtos apresentam
alta porcentagem de amostras contaminadas (55%), sendo que
os niveis encontrados estdo acima dos permitidos pela legislacao
nacional, tanto do Ministério da Satde quanto da Agricultura.
Estes dados sugerem que os estudos e os procedimentos relativos
a prevencao devem ser continuados. A contaminagdo encontrada
de desoxinivalenol em 68% das amostras de farinhas e produtos
de panificagdo analisadas estava na faixa de 40 a 1205 ug/Kg.
Somente uma amostra apresentou resultado elevado(> 1000 zg/
Kg), quando o valor encontrado ¢ comparado com o permitido
pela legislagdo de outros paises. Somente uma amostra do total
de 24 produtos analisados, estava contaminada com zearalenona
(8,5 pg/Kg) em um nivel bem abaixo do permitido pela legislagao
de outros paises (200 pg/Kg). Entretanto, mesmo nao existindo
nivel maximo permitido pela legislagdo brasileira, outros
levantamentos devem ser realizados.
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ABSTRACT. The presence of mycotoxins was verified in samples of peanut and peanut products (aflatoxins),
corn meal, cereal flakes and oats flakes (zearalenone), wheat flour, bran and bakery products (deoxynivalenol).
The samples were acquired in supermarkets, in the cities of state of Minas Gerais, Brazil. Thin layer
chromatography methods were employed to quantify aflatoxins and deoxynivalenol, and a high performance
liquid chromatography method was used for zearalenone. Aflatoxins were detected in 66 of the 120 samples
tested. Fifty six samples had total aflatoxins levels ( B, + B, + G, + G, ) above those established by Brazilian
regulations (Ministry of Agriculture) and 54 samples showed aflatoxins levels (B, + G, ) above those established
by Ministry of Health. The concentration of total aflatoxins ranged from 3 to 2714 ng/Kg and the mean
concentration was 960 pg/Kg. Deoxynivalenol (DON ) was detected in 32 out of 47 samples analysed. The
concentration of DON ranged from 40 to 1205 pg/Kg. Only one sample of oat flakes was found to be

contaminated with zearalenone ( 8.5 pg/Kg ) out of 34 samples of cereal products examined.

KEYWORDS: Aflatoxin; Deoxynivalenol; Zearalenone; Occurrence; Cereals.
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