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RESUMO: Em amostras de milho em grio, safra 1884, coletadas em diversas
localidades do Estade de Minas Gerals, fol verificada & incidéncia de aflatexinas,
ocratoxina A e zearalenona. Foi utilizada a téenica de eromatografia em camada
delgada. Das 83 amostras analisadas, 15 apresentaram aflatoxinas e apenas uma
apresentou zearalenona, Nae foi detectsda ocratoxina A em nenhuma das amosirss,
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INTRODUCAO

Micotoxinas sdo metabdlitos produzides por
fungos que infestam as culturas, no campo e
durante o armazenamento, e também os pro-
dutos alimenticios destinados aoc consumo
humane 29,

As aflatoxinas pertencem a um grupo de
metabolitos secundirios derivados do bis-fura-
no-isocumarina, produzidos por Aspergillus
flavus e Aspergillus parositicus, com ativi-
dade earcinogénica, teratogénica e mutagé-
nica . No ecampo, fatores como danos por
insetos e condicées climéticas influenciam a
produgio de aflatoxina, Para formacio desia
toxina, durante o armazenamento dos pro-
dutos, a femperatura deve estar acima de
2520 e o teor de wmidade, superior a 16% 2%

Zearalenona é um composto estrogénico gue
causa problemas reprodutivos em animais,
principalmente em suinos 20, e é produzida
por espécies de Fusariwm 25. O hiperestroge-
nigmoe, principal sinal de infecgiio por Fusa-

riwim, tem sido relatado nos Estados Unidos,
Canad&, Inglaterra, URSS, Itélia, Japao,
Africa do Sul, China, Austrilia, Hungria., A
zearalenona ¢ encontrada em milhe, trigo,
eevada, sorge®. O milho é geralmente inva-
dido por Fuserium, duorante ¢ armazena-
mento 11, possibilitando a produgfo de zeara-
lenona, se a umidade do grio for superior a
14% e a temperatura entre 12 e 18 9C 18

QOcratoxina A é uma micotoxina produzida
por varias espécies de Aspergilius e de Peni-
cillium 8, tendo pronunciada atividade nefro-
toxica em todas as espéeies de animais estu-
dadas 6. Qs cereais sdo as principais fontes
de ocratoxina A na dieta humana, sendo o
trigo, o milhe e a cevada os mais suscep-
tiveis T,

No Brasil, a ocorréneia de aflatoxinas é
alta 34 12, 14,15, 36, 21 mag se desconhece a
incidéncia de zearalenona e oeratoxing A, O
objetivo desse trabalho, na sua Parte 1,
dentro da orvientacdo do Programs Nacional
de Monitoragio e Controle de Micotoxinas, é
o de fornecer dados sobre a presenca de afla-
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toxinas, ocratoxina A e zearalenonz em

milho,

MATERIAL E METODOS

Foram anslizsadas oitenta e trés amostras
de milbo em gro coletadas pela Empresa
Estadual de Assistdneia Técnica e Extensfo
Rural, MG (EMATER), no periocdo de de-
zembro de 1984 a janeiro de 1985, em fazen-
das e sitios do inferior de Minas Gerais, em
guantidade nunea inferior a 2 kg, Apds pulve-
rizagio das amostras em moinho apropriado,
seguiu-se tamizacio e quarteamento, onde
estas foram reduzidas a cerca de 200 g

A metodologia empregada para anélise da
zearalenona foi a da “Association of Official
Analytical Chemists” 24, e para a aflatoxina
foi utilizado o método C.B. da “A.0.ACH 2%

Agitaram-ge 50 g da amostra por 30 mi-
nutos com 250 ml de cloroférmio, 25 mil de
dgua e 25 g de “Hyflo-Supercel”. Em segui-
da, procedeu-se 2 filtragio, recolhendo-se
duas porgdes de 50 ml do filirado. Para ana-
lise de zearalenona passou-se uma parte do
filtrado em uma coluna de silica gel 60, sendo
a coluna eluida com hexano e benzeno para,
eliminar lipidics e pigmentos, e com benzeno-
-zcetona (95:5), para extrair a foxina. Para
andlise de aflatoxina, outra parte do filtrado
foi também fracionada por cromatografia em
coluna de silica gel 60, usando-se hexano e
éter etilico como eluentes, sendo as aflato-
xinas eluidas com cloroférmic-metanol (97:3).
As fragbes puras foram entdo conceniradas
em banhc-maria, sob atmosfera de nitrogénio.
O residuo de aflatoxina fol guardado no
refrigerador até o momento da sua quantifi-
cacio. O residuo contendo zearalenona fol
purificado por partigio com hexano e acefo-
nitrila. A camada de acetonitrila foi evapo-
rada e o residuc guardado em refrigerador.

Para a determinacéo de aflatoxina, o resi-
duo foi dissolvide em 300 pl de benzeno-aceto-
nitrila (98:2). Em placa de silica gel G
foram aplicados 5, 10 e 10 ul do extrato da
amostra, e 1, 8, 5 e 10 pul dos padrdes de
B: e G. de concentragies conhecidas. Na
segunda mancha de 10 pl da amostra, foram
aplicados 5 ul de padries de B: e G. O
eromatograma fol desenvolvide em tolueno-
acetato de etila-cloroférmio-dcido férmico a
809 (70:50:50:20), conforme recomendado
por GIMENQCS, sendo a visualizagio das
fluorescéneias das aflatoxinas feita sob luz
ultravioleta (366 nm) e, apds comparagio das
intensidades das manchas fluorescentes, foi
caleulado o teor de aflatoxina presente na
amostra anzlisadsa,

Desde que a detecgdo de aflatoxina por ero-
matografia em camada delgada nfo é prova
eonclugiva da identidade de aflatoxina, confir-
ma¢do adicional fol efetuada usando o mé-
todo de PRZIYBYLSKY 13, que consiste na
formag¢iio dos derivados hemiacetais Ba e
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G em placa de silica pel G na presenca de
dgua e 4Acido trifluoracético, usando como
fase movel cloroférmio-acetona (85:15). Esses
derivados apresentam fluorescéneia em R, a
cerca de 0,15-0,30 sob luz ultravioleta (366
nm). Em todas as amestrag foi confirmada
a positividade para aflatoxina.

Para quantificagio de zearalenona, o resi-
duo foi dissolvido em 300 pl de benzeno. Em
duas placas A e B de silica gel 60 foram
aplicados 5, 10 e 10 ul do extrato da amostra
el, 3, 5 ¢ 10 ul do padrido de zearalenonas
de concentragdo conhecida. Na segunda
mancha de 10 pl da amostra foram aplicados
5 wl do padrdc de zearalenona. O cyomato-
grama A fol desenvolvido em etanol-cloro-
férmio (5:95). Quando presente, a zearale-
nona apresenta uma fluoreseéneia azul em
R: 0,5-0,6 sob luz ultravicleta (254 nm).
Fez-ge entdo a comparagio entre s intensi-
dade de fluorescéneia das aliquotas das
amostras com a dos padrdes e ealculou-se a
quantidade de zesralenona presente.

Em seguida, pulverizou-se a placa com
tricloreto de aluminio e agqueceu-se a 130 °C,
por 5 minutos, O aparecimento de fluores-
céneia azul a 366 nm comprova presenca de
zearalenona causada pelo deslocamento bato-
crimico. Paralelamente, utilizou-se ¢ método
descrito por SCOTT et alii1? parz a placa
B, cujo cromatograma foi desenvolvido em
cloro:fon‘nm—acetona {88:12)., Pulverizou-se a
seguir com solugfio de “Fast Violet B” e
tampac pH 9,0, Secou-se com ar quente e
observou-se mancha rosa sob luz visivel. Pul-
verizou-se a placa com H 80, a 505 e
aqueceu-se a 120 °C, por 5 minutos, O apa-
recimento de mancha violeta comprova a
presenga de zearalenona. A quantificacho
pode ser feita também por comparagioc das
coloragies dos derivados formados das aliquo-
tas das amostras e padrdes.

Para andlise de ocratoxina A foi utilizado
o método descrito por SOARES & RODRI-
GUEZ-AMAYA 23, gue envolve extracio com
metanol-solugdo aquosa de cloreto de potdssio,
a 4%, purificagio com sulfato de amédnio
a 309 e particdo com cloreférmio. O extrato
assim obtide foi usado para triagem em
coluna de alumina-silica gel e posterior con-
firmagiio e gquantificacio por cromatografia
em camada delgada.

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Os resultados obtidos na snalise das 83
amostras de milho em gr8o séio apresentados
na tabela 1,

Verificando a tabela 2, observa.se que das
quinze amostras positivas para aflatoxina
somente duas apresentaram feor aecima de
30 pg/kg, que é a tolerfincia méxima permi-

tida pela legislagio brasileiral, ecalculada
pela soma dos teores das aflatoxinas B,
e G1.
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Observando a tabela 3, em que é mostrada  encontrados em Minas Gerais com os da
a relagie de positividade de aflatoxina com  monitoragio de milho em gréo realizada em
predomindncia de aflatoxina B. efou G  S8c Paulo, em 1981, on seja, uma predomi-
nota-ge uma corrvespondéneia nos resultados  nincia de aflatoxina G..

TABELA 1

Incidéncia de wflatexinas, ceratoxing A ¢ zearalenona em wmilhe em gréo

Amostras positivas para

Amostras

analisadas aflatoxinas ocratoxinga zearalenona
23 15 0 1

TABELA 2
Niveis de aflatorings B, e G, em milke em gréo

Amostras Procedéncia Aflatoxina B, Aflatoxina G,

positivas pglkg (ppb) pelkg (ppb)
1 Ssnta Rita de Caldas L] Nb
1 Sido Jodo Del Rey 2 19
1 Lagoa Dourada [} ND
1 Eléi Mendes 24 8
i Muzambinho ND* 3
I Cristais NB 3
1 Inconfidentes 355 ND
1 Estiva 710 75
3 Adrelandia ND 3
1 Alterosa 12 3
1 Monte Santo de Minas ND 3
1 Monsenhor Puulo N [
1 Boa Esperanca 12 ND
15 * ND — nic detectado.

TABELA 3
Relagide positividede — presengn de aflatoxmine B: efon GI em amostres de milke em grio
de Minas Gerais, 1884, ¢ de Sdo Paulo, 1881
Loealidade Amostras Amostras Amostras Arcostras Amostras
analizadas positivas com B, com (3, com B, e &,
Mings Gerais
{1984) 83 15 4 7 4
Sae Paule
{1981) 198 18 3 13 2
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Trabalho realizado por FONSECA 4, eom
torta e farelo de amendoim da safra de
1966/67 de 8Sdo Paulo, relata predomindneia
da aflatoxina G na regifio de Araraquara~
-Fernanddpolis., Explicaco para esse fato
pode estar ligada & presenca de metais no
golo, como o zinco, que leva o A. flavus a
produzir mais aflatoxina G do que B, ou &
ocorréncia de linhagens especificas de A.
flavus, produtoras de aflatoxina G em maior
escala 2 4, Observando a tabela 2, nota-se que
trés amostras provenientes da eidade de
Andreléndia apresentaram positividade para
aflatoxina G, )

Quanto & incidéncia de zearalenona, nesta
primeira fase do trabalhe, verificon-se que
foi baixa, tendo sido detectada, em ape-
nas umsa amostra, no teor de 126 ug/ke.
Quanto & sensibilidade de revelacfo, nos pro-
cedimentos adotados, um melhor resultado

fol obtide através do métode descrito por
SCOTT et aliii® do gue pelo método de
STOLOFF & SCOTT 24, Isso pode ser verifi-
cado nas tabelas 4 a8 7 onde, apdés contami-
nagio do milho com quantidades que variaram
de 40 a 560 pg/kg de zearalenona, o jimite
de detecgio encontrado para “Fast Violet B”,
que fol o revelador usado por SCOTT et
alii 19, estd préximo de 10 ng, enquanto o
limite para cloreto de aluminio, recomendado
por STOLOFF & SCOTT 2 é cerea de 20 ng.
No milke contaminado com 110 e 60 ug/kg
de zearalenona, nas concentragies na placa
de 4 a 87 ng, esta ndo foi detectada pelo mé-
todo de STOLOFF 24 g pelo de SCOTT et
alii 19, Cumpre salientar que a amostra gue
deu positividade para zearalenona nao apre-
gsentou finorescéneia a 254 nm e a 366 nm,
apds reacdo com cloreto de aluminic, o que
demonstra a melhor sensibilidade do primeiro
método.

TABELA 4
Milho contominado com 560 pg/ky de zearalenone
Detecedo pelos métodos de
Concentragio de
zearalenona Stoleff & Scott 24 Seott et alii 12
na placa
ng Laz visivel apds
254 nm 368 nm apés AICL “Past Vielet B
a0 o . —_
110 e s +
22,0 — + +
56,0 Es -+ +
112,0 o e +
() == positivo para zearalenona.
{=-) = negative para zearalenons.
TABELA b
Mitho conteminade com 456 ug/ky de rzeavalenono
Detecgdo pelos métodos de
Concentragio de
zearalenona Steloff & Scott 24 Seolt et aiile
na hiaca
ng . . .
254 nm 366 nm apés AICI, %;zszji;:jlle:g’?
7.8 — e —
15,0 - aoten +
30,0 —_— + A
75,0 A= + +
1500 + - +
(43 = positive para zearalenona.

() == negativo para zearalenona.
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TABELA 6

Milko conteminado com 140 ug/ky de zearalenons

Detecclio pelos métodos de

Cencentracdo de
zearalenona
na placa

Stoloff & Secott24

Scott et alii 19

ng
254 nm

Luz visivel apés

368 nm apdés AICL “Pact Viplet B

10,6
15,0
18,0
24,0
47,6

ot ]

{+3 positive para zearalenona.

negative para zearalenona.

TABELA 7

Rervuperagio de zearalenona adicioneda ao milhe em

diferentes niveis

Niveis de gmearalenona Respltado encontrado Percentagem de
ng/kg pelkg recuperacio
560 535 96,0
450 534 118,0
340 320 94,0
205 214 95,0
176 171 1066
140 143 162,0

Foi realizada, também, para os diferentes
niveis de contaminacio eitados a quantifi-
cagdo de zearalenona, utilizande Fast Viclet
B como revelador, o que demonsirou que o
procedimento adotade neste trabalho fol cor-
reto (tabela 7).

Outra vantagem que pode ser citada é a da
malior especificidade da revelagdo deserita por
SCOTT et aliii®, Aliernariol e metil éter
alternariol, dois metabdlitos fendlicos da
Alternaria, j& detectados em sorgol?, apre-
sentaram as mesmas caracteristicas, a 254 e
a 366 nm, apbés pulverizacio com cloreto de
aluminio, que a zearalenona, podendo entio
ser confundidos com esta; eniretanto, ndo
reagem com Fast Violet B. Uma das amos-
tras, apds tratamento segunde STOLOFF &
SCOTT 24, apresentou cromatograma tipico
da presenca de zearalenona. Contudo, a posi-
tividade nfio se confirmou apés reagdo com
Fast Violet B.

Quanto & incidéncia de ocratoxina A, obser-
va-se pela tabela 1 que esta nio fol detectada
em nenhuma das amostras analisadas. O
limite de detecgio do método utilizado é de
10 pg/kg, ndo sendo citado na literatura
nenhum outro procedimento eromafogrifico
com sengibilidade menor,

CONCLUSAO

Os dados obtidos nesta primeira parte do
trabalho indicam gue a incidéncia de aflato-
xinas, zearalenona e ocratoxing A em milho
de Minas Gerais nio reflete uma preocupagio
mais séria como a que ocerre com azflatoxina
em amendoim. Entretanto, teremos uma visao
real quando avaliarmos a safra de mithe de
1985/86, e que constituird a parte 2 do nosso
trabalho.
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ABBTRACT:

Part 1.

The occurrence of aflatoxing, ochratoxin A and zearalenone was

shown by thin-layer chromatography, in samples of corn grain from the 1984
crop in various places of Minas Gerais state. Of eighty three samples analyzed,
fifteen had aflatoxin and only one zearalenone, Ochratoxin A was not detected

in any sample.

DESCRIPTORS:

corn (grain), contamination by micotoxins; aflatoxin, ochra.
toxin A, zearalenone, defection in corn grain,

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BRASIL, Leis, decretos ete. — Resolugiio n.®
34/76 da Comissioe Naclonal de Normas
e Padrdes para Alimentos. DMdérie Cficial,
Brasiliz, 19 jan. 1977. Se¢ie I, pt. I,
p. 710. Fixa padrboes de telerfincia para
as aflatoxinas em =alimentos,

DAVIS, ND.; DIENER, V... & ELDRIDGE,
D.W. — Production of aflatoxins B, and
B, by Aspergillus flovus in a semisyn-
thetic medium. Appl. Microbiol, 14:378-80,
1966,

FONSECA, H. — Contribui¢do ao estudo do
aflatoxine ne amendoim (Arachis hypo-
gala L.) do ecolheite & industrinlizngdo.
Piracicaba, 1969, [Tese lLivre-doe. —
Hseola Superior de Agrieultura “Luiz de
Queirez”, USF]

FONSECA, H, — Contribuicdo ao estudo da
ccorréncia de aflatoxinas em tortus, fare-
los e farinhae de amendoim (Arachis
hypogala L.) ne FEstade de Sdo Paule.
Piracicaba, 1968, 65 p. [Tese — Kscola
Superior de Agricultura “Luiz de Qusi-
roz”, TSP}

GIMENQ, A, - Thin layer chromatographic
determination of aflatoxins, sterigmato-
eystin, zearalenone, ecitrinin, t-B-toxin,
diacetoxyscirpenol, penicillic acid, patulin
and penitrem A. J. Asssc. off. anal
Chem., 62:578-85, 1979,

KROGH, P. — Mierobial nature and biole-
gieal property of oehratoxing, In:
INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON
MYCOTOXINS., Cairo, 1981, Proceedings.
Caire, NIDOC/AOQAQ, 1983, p. 81-6.

KROGH, P. & NESHEIM, 5. — Ochratoxin
A, In: INTERNATIONAL AGENCY FOR
RESEARCH ON CANCER — Evirenmen-
tal  carcinogens  selecied methods  of
analysiz, v. B: Some mycotoxing. Edited
by H. Egsn et alii. Lyon, TARC, 1982.
p. 248, (IARC publ. no 44)

14,

11,

12,

13.

14.

i4.

17.

LEE, 5.C. & CHU, F.8, - Enzyme-linked
immunosorbent assay of ochratoxin A in
wheat. J. Assce. off. anal, Chem, §67:
45-7, 1984,

MIROCHA, C.J. — Pusarium toxins. In:
INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON
MYCOTOXINS, Cairo, 1881. Proeceedings.
Caire, NIDOC/AQAC, 1983, p, 71-6.

MIROCHA, CJ. -~ Historieal aspects of
mycotoxicology and developments in afla-
toxicogis. In: INTERNATIONAL SYMPO-
SIUM ON MYCOTOXINS. Caire, 1981
Proceedings. Cairo, NIDOC/AQAC, 1983.
p. 23-31.

MIROCHA, CJ.; SCHAUERHAMER, B, &
PATERE, 8.)¥, — Isolation, detection,
and quantitation of zearalenone in maize
and barley. J. dssoe. off. anal. Chem.
57:3104-10, 1974,

PRADO, G. - Incidéneciz de aflatoxina B,
em alimentos. Rev. Farm. Bioguwim., §:
147-57, 1983,

PRZYBYLSKI, W. - Formation ef afla-
toxin derivatives on thin layer chromate-
egraphic plates. J. dssoc. off. anal. Chem.,
58:163-4, 1975,

SABINC, M, — Variacfes de niveis de afla-
toxina B, em alimenfos e racges animais
no periodo de 1971 a 3979, Rew. Iust.
Adelfo Luts, 40:153-8, 1980,

SABING, M. & CORREA, M8, — Afla-
toxina B, em feijio. Rev. Inst. Adelfo
Latz, 41:85-7, 1981,

SABINO, M.; INOMATA, EI & LAMARDO,
L.C.A, — Variaciio dos niveis de aflato-
xina B, em pasta de amendoim e pagoca
consumidas no Estado de S3c Psuls.
Rev. Inst. Adolfe Lutz, 42:39-44, 1022,

SEITZ, L.M.; SAUER, D.B,; MOHR, H.E;
BURROUGHS, R, & PAUKSTELIS, J.V.
- Metabolites of alternaria in grain
sorghum. Compounds which could be mis-
taken for zearalenene and aflatexin.
J. agrie. Food Chem., 23:1-4, 1975,



SABINQ, M.; PRADO, G, & COLEN, (. — Ocorrénciz de aflatoxinas, ocratoxina A e zearalenona
et milho de Minas Gersis. Parte I. Rev. Inst. Adelfo Luiz, 46(1/2):65-71, 1986,

18 SHERWOOD, RF., & PEBERDY, JF — Campinas em 1980/82. Bol. Soe. bros.
‘ Production of the myeoiexin, zearalenone, Cienc. Tecnol. Aliment., Campinas, 19(2):
by Fusarium grominesrum pgrowing on 160-19, 1985,

stored grain. I. Grain storage at reduced
temperatures. J. Sel. Food Agwic, 25:
1081-7, 1974.

22, SHOTWELL, OL. — Aflatoxin in corn. J.
amer. O Chem. Soe, 54:216A-8244A,

18779,
14, SC€OTT, P.M.; PANALAKS, T.; KANHERE
! ’? ? oty AL ! 23. BOARES, LMY, & RODRIGUEZ-AMAYA,
8. & MILES, W.F. - Determination of DB, — Secreening and guantitation of

zeara;emi;e c 3:11 ;orgflakfs ang Dt};er ochratoxin A in corn, peanuts, besans,
corn-based 106ds oy iAln l&yer chromaio- rice and cassava. J. Assce. off. anal,

graphy, high pressure liguid chromato- Chem., $8:1128-80, 1985,

graphy, and gas-liqguid chromatography/
high resolution mass spectrometry. J. 24. STOLOFF, L. & SCOTT, P.M. — Natural

Assoe. off. anal. Chem., 61:593-600; 1978, poisons, In: ASSQCIATION OF OFFI-
CIAL ANALYTICAL CEBEMISTS —
20. SCOTTE, PM.; TRENHOLM, HIL. & SUT. Official methods of analysis of the Asso-
TON, M.D., ed. — Mycotoring: a cang~ cintion of Official Analytical Chemists.
dign perspective, Ottawa, National f4thed,  Arlington, Virginiz, AQ.AC,
Research Council of Canads, 1985, p. 15, 1984, p. 481-483; 499.
k]
21. (NRCC publ. n® 22848) 25. WORLD HEALTH ORGANIZATION —
21, SCUSSEL, V.M. & RODRIGUEZ-AMAYA, Myeotoxning, Geneva, UNEP/WHO, 1979.
B, — Teores de aflatoxinas em amen- 127 p. {(Environmental Health Crite-
doim e seus produtes comercializados em rin 11)

Recebido para publicacde em 18 de fevereiro de 1986,

71






