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O desoxinivalenol (DON), principal micotoxina encontrada em trigo e derivados, tem sido associado a
surtos de gastroenterite, distlrbios gastrointestinais e diarreia em humanos e animais. Para controle das
micotoxinas em alimentos h& a necessidade de métodos confidveis e precisos. Desta forma, o presente
trabalho teve como objetivo validar metodologia analitica para andlise de DON em amostras de trigo e
produtos comercializados na cidade de S&o Paulo. O método foi validado de acordo com os pardmetros
linearidade, recuperacao, precisdo, limites de detec¢do (LD) e quantificacdo (LQ). A extracdo do DON foi
realizada por homogeneizagdo com &gua deionizada, seguida de centrifugacdo, filtracdo e purificacdo em
coluna de imunoafinidade. A separagdo e quantificacdo foram conduzidas por cromatografia liquida com
deteccdo por ultravioleta (CLAE-UV). A curva analitica, obtida pelo método dos minimos quadrados, foi
linear com coeficiente de correlagdo de 0,9995. A recuperagcdo média foi de 102% e o coeficiente de
variacdo de 2,4% para a concentragédo de 877 pg/kg. Os LD e LQ foram de 60 e 200 pg/kg, respectivamente.
Os cromatogramas obtidos ndo apresentaram interferéncias na regido do tempo de retencdo do DON (9,7
min), sendo o0 método proposto considerado adequado para a quantificacdo de desoxinivalenol em trigo e
produtos a base de trigo.

Palavras-chave: Triticum spp., micotoxinas, cromatografia liquida.

Deoxynivalenol (DON), the main mycotoxin found in wheat and its derivatives, has been associated with
outbreaks of gastroenteritis, gastrointestinal disorders, and diarrhea in humans and animals. For the control
of mycotoxins in food, methods with accuracy and precision are needed. Thus, the present work aimed to
validate an analytical methodology for the analysis of DON in wheat and products sold in S&o Paulo city.
The method was validated according to the parameters linearity, recovery, precision, limits of detection
(LOD), and quantification (LOQ). DON extraction was performed by homogenization with deionized
water, followed by centrifugation, filtration, and purification in an immunoaffinity column. The separation
and quantification were performed by liquid chromatography with ultraviolet detection (HPLC-UV). The
analytical curve, obtained using the square method, was linear with a correlation coefficient of 0.9995. The
average recovery was 102% and the variation coefficient was 2.4% for the concentration of 877 pg/kg. The
LOD and LOQ were 60 and 200 ug/kg, respectively. The chromatograms obtained showed no interference
in the DON retention time region (9.7 min), being the proposed method considered adequate for the
quantification of deoxynivalenol in wheat and wheat products.

Keywords: Triticum spp., mycotoxins, liquid chromatography.

1. INTRODUCAO

O trigo (Triticum spp.) € um dos produtos fundamentais para a alimentacdo humana, e esta
intimamente relacionado com o surgimento da civilizagdo. Existem cerca de 30.000 variedades
de trigo e 14 espécies sdo cultivadas no mundo. No entanto, somente 1.000 variedades tem
importancia comercial [1]. E um cereal bem versatil podendo ser utilizado para a producéo de
varios produtos como farinhas, massas, biscoitos, bolos, pdo, e também pode ser incorporado em
racBes. Além disso, os produtos a base de trigo fazem parte da cesta basica dos brasileiros, devido

081509 - 1


http://www.scientiaplena.org.br/

J.F. Santos et al., Scientia Plena 17, 081509 (2021) 2

a facilidade de obtengdo, simplicidade de processo de fabricagdo, baixo custo, praticidade e fonte
de energia.

Segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), a producédo média anual
do Brasil foi de 5,4 milhdes de toneladas nos ultimos 10 anos, no entanto, a quantidade produzida
ndo supre a demanda interna. Os principais produtores sdo os estados do Parana e Rio Grande do
Sul, que atualmente séo responsaveis por aproximadamente 90% da producéo brasileira de trigo.
De janeiro a dezembro de 2018 o Brasil importou aproximadamente 6,8 milhGes de toneladas de
trigo e os principais paises exportadores foram Argentina (87,13%), Paraguai (4,99%), Estados
Unidos (4,01%), Canada (2,89%), Uruguai (0,45%), e outros (0,53%) [2].

Embora o trigo e seus produtos representem uma importante fonte de alimento, essa cultura
pode ser afetada por diversos micro-organismos, especialmente os fungos toxigénicos, capazes
de provocar doencas como a giberela ou fusariose, responsaveis pela reducdo da qualidade e
rendimento das culturas de trigo e producao de micotoxinas [3].

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por diversos fungos filamentosos,
dentre eles destacam-se 0s géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria, Stachibotrys
e Claviceps. Na década de 60 comecou a despertar interesse no meio cientifico sobre suas
implicacdes para a salde humana e animal apds a morte de 100.000 perus na Inglaterra que
consumiram racdo contendo amendoim contaminado por aflatoxinas. Estima-se que mais de
1.000 micotoxinas ja foram identificadas e esse nimero possivelmente crescerd devido ao
aumento de publicagbes, e maior interesse dos centros de pesquisa nos ultimos anos [4].

As micotoxinas podem ocorrer nas etapas de pré-colheita, colheita, secagem, armazenamento
ou transporte [3]. Segundo a Organizacdo das NagOes Unidas para Agricultura e Alimentagdo
(FAO) estima-se que anualmente cerca 25% das plantacBes estejam contaminadas com
micotoxinas. 1sso é preocupante, pois a presenca desses contaminantes acima de niveis aceitaveis
pode resultar em perdas econdmicas significativas para os paises, tais como: reducdo do
rendimento e valor das culturas, perda da produtividade animal e custos relacionados a salde
humana [5].

A producdo de micotoxinas depende de fatores intrinsecos (caracteristicas proprias dos
alimentos) e fatores extrinsecos (condigdes ambientais) dentre eles, destacam-se: regido de
cultivo, composic¢do do alimento, temperatura, pH, atividade de agua, umidade relativa do ar, teor
de umidade dos alimentos e danos mecéanicos [6].

As micotoxinas podem afetar mais de um sistema alvo em uma determinada espécie e 0s
animais podem demonstrar diferencas na susceptibilidade, dependendo dos fatores genéticos
(espécies, racas e linhagens), fisiologicos (idade, nutricdo, susceptibilidade as doencas) e
ambientais (condicdes climaticas e de manejo), inerentes de cada uma [7].

Segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC), cinco micotoxinas foram
consideradas como de maior risco a saude humana e animal: aflatoxinas, ocratoxina A,
zearalenona (ZEA), desoxinivalenol (DON) e fumonisinas [8]. Essas micotoxinas tém recebido
maior atencdo, devido a frequente ocorréncia de efeitos adversos a saude dos homens e dos
animais. A exposic¢do aos seus metabolitos toxicos pode provocar carcinogénese, teratogénese,
imunossupressdo e quadros clinicos de neurotoxicidade, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade,
mielotoxicidade, toxicidade pulmonar e enddcrina. A ingestdo, inalacdo ou contato dermal com
micotoxinas podem provocar efeitos agudos e cronicos na salde de seres humanos e animais,
conhecidos como micotoxicoses [9].

A principal micotoxina encontrada no trigo e produtos a base de trigo € o DON, que €
responsavel por provocar efeitos toxicos em seres humanos e animais, embora seja classificada
no grupo 3 da IARC, como ndo carcinogénica para humanos [8]. Também conhecida como
“vomitoxina”, é produzida por espécies de Fusarium, resiste a altas temperaturas e pode se manter
estavel mesmo apds o cozimento. Contudo, a concentracdo desse contaminante pode reduzir
consideravelmente em alimentos cozidos na agua, como € o caso do macarréo, pois DON é soluvel
no meio aquoso [10].

A ingestdo é a via mais comum de exposicdo a esse contaminante. Os efeitos toxicos
associados ao DON s8o mais evidentes em animais, principalmente em suinos. O DON pode
induzir em animais: vémito; causar diarreia e efeitos imunossupressivos; interferir na sintese de
proteinas; provocar hemorragia; anorexia, diminuir o ganho de peso e afetar o crescimento. Os
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principais efeitos agudos observados em seres humanos foram: diarreia, nauseas, vomito, dor
abdominal, dor de cabeca, tontura e febre [8].

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

A ANVISA, em 18 de fevereiro de 2011, publicou a Resolu¢do da Diretoria Colegiada (RDC)
n° 7, dispondo sobre limites maximos tolerados (LMT) para micotoxinas em alimentos prontos
para oferta ao consumidor e em matérias-primas. Nessa Resolucdo foram especificados, em
anexos, prazos escalonados para a aplicacdo dos LMT em determinados alimentos, assim o setor
produtivo poderia se adequar. Entretanto, em 2013 a ANVISA publicou a RDC n° 59, de 26 de
dezembro de 2013, que prorrogou até 1 de janeiro de 2017 os prazos da RDC n° 7. Em 2017, a
RDC n° 138, de 8 de fevereiro de 2017 alterou a RDC n° 7 estabelecendo mudancgas nos LMT de
micotoxinas em alimentos como o trigo e produtos de trigo prontos para oferta ao consumidor.
Recentemente, a Instrucdo Normativa IN n° 88, de 26 de marco de 2021, aplicada de maneira
complementar a Resolu¢gdo RDC n° 487, de 26 de marco de 2021, estabelece os LMT de
contaminantes em alimentos, e os valores para DON em produtos de trigo permaneceram 0s
mesmaos do inicio da aplicacdo da RDC n° 138/2017, com excecdo para trigo, milho e cevada, no
qual o limite foi reduzido de 3000 para 2000 ug/kg, como consta no Quadro 1 [11-15].

Quadro 1: Limites M&ximos Tolerados (LMT) estabelecidos para o desoxinivalenol (DON) em alimentos
segundo ANVISA.

Limites Maximos Tolerados (ug/kg)
Alimento Aplicaggdoem  Aplicagdo em Aplicacdo em
01/01/20172 01/01/2019* 03/05/2021°
Trigoe r_nllho em gréos para 3000 3000 2000
posterior processamento
Trigo integral, trigo para quibe,
farinha de trigo integral, farelo de
trigo, farelo de arroz e gréo de 1250 1000 1250
cevada
Farinha de trigo, massas, crackers,
biscoitos, produtos de panificacéo,
cereais e produtos de cereais exceto 1000 750 1000
trigo

3RDC n° 138/2017; * IN n° 88/2021 e RDC n° 487/2021

Desta forma, para que sejam avaliados os limites estabelecidos pela legisla¢éo, € necessario o
desenvolvimento de métodos de andlise seguros que garantam a qualidade analitica dos
resultados. Os métodos instrumentais para detectar e quantificar o DON em trigo e cereais
incluem a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (UPLC), com deteccdo por ultravioleta (UV), cromatografia gasosa, cromatografia
liquida acoplada a espectrémetro de massas, ensaio imunoenzimatico (ELISA) e espectroscopia
de infravermelho préximo [16]. A disponibilizacdo de metodologias de andlise precisas podera
determinar o grau de contaminacdo dos alimentos por micotoxinas, bem como a avaliacdo da
exposicdo da populagdo ao risco e a confirmagdo do diagndstico de micotoxicoses [17, 18].
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Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e a validagcdo de metodologia analitica
para a determinacdo de desoxinivalenol em amostras de trigo e produtos a base de trigo (trigo em
grdo, farelo de trigo, trigo para quibe e farinha de trigo) por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccéo por ultravioleta (CLAE-UV).

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Materiais e reagentes

Os reagentes utilizados foram metanol (Sigma Aldrich; St. Louis, MO, EUA) e acetonitrila
(J.T. Baker; Avantor Inc.; Radnor, PA, EUA), ambos grau CLAE. O padrdo DON foi adquirido
da Sigma Chemicals Company (St. Louis, MO, EUA), a coluna de imunoafinidade (CIA)
DonStar™ da empresa Romer Labs (Union, MO, EUA), o material de referéncia certificado de
trigo triturado B-MYC0856 da empresa LGC Standards (Wesel, Alemanha) com valor certificado
de 877 + 23 ug/kg, e a agua utilizada foi ultra-purificada por um sistema Synergy UV (Millipore
SAS, Molsheim, Franga).

O padrdo DON foi dissolvido em acetonitrila e armazenado a -18 °C em um frasco selado em
escuro até o uso. A concentracdo foi determinada por um espectrofotdmetro (8453, Hewlett
Packard; Santa Clara, CA, EUA) a 217 nm segundo procedimento descrito em Instituto Adolfo
Lutz (2008) [19]. A solucdo padréo foi utilizada para preparar solucdes de trabalho em &gua
ultrapura para construcdo da curva analitica de DON em sete diferentes niveis de concentracéo:
50, 100, 200, 400, 600, 800 e 1000 ng/mL. A quantificacdo foi realizada por padronizacéo externa.
Amostras de trigo com baixa concentragdo de DON foram utilizadas para a valida¢do do método
cromatografico.

2.2 Extracao e purificacao

A metodologia foi fundamentada no estudo de Almeida et al. (2016) [20]. As amostras foram
previamente trituradas em liquidificador industrial (Vitaprep, Vitamix Corporation; Ohio, EUA).
Cada amostra foi identificada e armazenada em temperatura ambiente. As amostras foram
homogeneizadas e pesou-se uma por¢do de 12,5 g da amostra que foi extraida com 100 mL de
agua ultrapura em agitador orbital (KS 501 Digital; IKA Labortechnik; Staufen, Alemanha) por
30 min a 300 rpm. Apos a agitacdo aguardou-se a decantagdo da amostra, o sobrenadante foi
transferido para um tubo de 50 mL e centrifugado a 3000 rpm por 10 min (Nova Técnica;
Centrifuga NT 812, Piracicaba, Brasil). O extrato foi filtrado através de papel de microfibra de
vidro (0,45 um) e coletado em um tubo de ensaio

A etapa de limpeza foi realizada no sistema automatizado de extracdo em fase sélida (GX-274
ASPEC, Gilson, Inc.; Middleton, WI, EUA). O carregamento do extrato para a CIA DonStar™
foi de 2 mL, com um fluxo de 1 - 2 gotas/s. Em seguida, a coluna foi lavada duas vezes com 10
mL de &gua ultrapura, com fluxo de 2 mL/min. O excesso de &gua foi retirado usando
concentrador (5301, Eppendorf; Hamburg, Alemanha) a uma velocidade de 1400 rpm por 5 min.
Em seguida, a eluicdo foi realizada no sistema GX-274 ASPEC com 2 mL de metanol com fluxo
de 0,5 mL/min, o eluato coletado em tubo, e evaporado em banho com temperatura de 45 °C sob
fluxo de N2. O residuo seco foi dissolvido em 1 mL de agua ultrapura, a solucdo foi
homogeneizada e transferida para vial para posterior analise cromatografica.

2.3 Andlise por CLAE-UV

A etapa cromatogréfica foi realizada em um Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (Waters
Alliance 2695, Waters Corporation; Milford, MA, EUA) equipado com um detector de UV-
visivel com comprimento de onda a 220 nm, coluna cromatografica C18 Microsorb-MV 100-5,
250 x 4,6 mm, 5 um (Varian Medical Systems; Walnut Creek, CA, EUA) e coluna de guarda C18
ZORBAX, 4 x 3 mm (Agilent Technologies; Palo Alto, CA, EUA). A fase mdvel utilizada foi
agua ultra-purificada: metanol: acetonitrila (80:15:5, v/v/v) a uma taxa de fluxo de 0,8 mL/min.
O volume de inje¢do foi de 50 uL. e o tempo de corrida de 12 minutos.
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2.4 Desempenho analitico

A validacdo do método foi realizada de acordo com os pardmetros de linearidade, recuperacao,
precisdo, limites de detec¢do (LD) e quantificacdo (LQ), com base no protocolo descrito pelo
Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia [21] e de acordo com os trabalhos de
Almeida et al. (2016) [20] e Silva et al. (2020) [22].

A linearidade foi expressa pelo coeficiente de correlacdo (r) da curva de calibragdo obtida de
sete diferentes niveis de concentracdo, analisadas em triplicata, de soluces de calibracdo de
padrédo externo com concentracdes de DON variando de 50 a 1000 ng/mL, equivalente a 200-
4000 pg/kg na amostra (fator de diluicdo x4).

As médias de recuperacdo foram calculadas com base em seis replicatas do material de
referéncia certificado (MYCO0856) em um unico nivel de concentragdo (877 + 23 pg/kg). A
precisdo (repetibilidade e precisdo intermediéria) foi avaliada usando o coeficiente de variacdo
(CV) durante os testes de recuperacdo no mesmo dia e em dias alternados, realizados por dois
analistas diferentes.

Os valores de LD e LQ foram estimados na razdo do sinal/ruido (S/N) de 3 e 10 vezes,
respectivamente. O limite de quantificagdo corresponde ao primeiro ponto da curva de calibracéo.

A precisdo também foi avaliada por participagdo em teste de proficiéncia organizado pela
BRPAS (Brasil Amostras Analiticas de Proficiéncia - BR0001/2010) para medicdo DON em
farinha de trigo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Concentracéo da solugédo padréo
A absorbancia foi medida em triplicata no comprimento de onda de 217 nm e a concentragdo
da solugdo padréo foi obtida utilizando a formula da lei de Lambert-Beer [19]:

Abs média x CF x MM x 1000
€xb

Concentragao =

sendo:

Abs média = absorbancia média a 217 nm (0,9604)

CF = fator de correcdo do espectrofotdmetro (1)

MM = massa molar (296,32 g/mol)

€ = absortividade molar do desoxinivalenol em acetonitrila (6825 L/mol.cm)
b = caminho éptico (1 cm)

A concentragdo real obtida para o DON em solugéo foi de 41,697 pg/mL. A Figura 1 apresenta
0 espectro UV do desoxinivalenol.

A=217nm

Absorbancia
o o o
N o ™

o
N

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

Comprimento de onda (nm)

Figura 1: Espectro UV da solucdo padréo de desoxinivalenol em acetonitrila.
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3.2 Pardmetros de validacao da metodologia

A curva de calibracdo de DON, obtida pelo método dos minimos quadrados, foi linear na faixa
de 50-1000 ng/mL. Os dados de validacdo estdo sumarizados na Tabela 2 e a Figura 2 apresenta
0s cromatogramas dos sete niveis da curva.

Tabela 2: Parametros de validagdo da metodologia de DON para trigo e derivados de trigo.

Recuperacéo cv CV Precisdo
aﬁ;'{;ia r ( L/Dk ) L/I(z ) Média? Repetibilidade  Intermediaria
HO/Kg)  (HO/Kg (%) (%)? (%)°
y =70,587x -
925141 0,9995 60 200 102,0 2,4 2,8

LD: limite de deteccdo; LQ: limite de quantificagdo; r = coeficiente de correlagdo; 2As médias de recuperagdo e
coeficiente de variacdo (CV) foram calculados com base em seis repeti¢des (n = 6) do material de referéncia certificado
de trigo (B-MYC0856, concentracdo de DON: 877 + 23 ng/kg).

3,30E-03 DON - 9.7
50 ng/mL

100 ng/mL

2,80E-03

200 ng/mL
2,30E-03

400 ng/mL
600 ng/mL
800 ng/mL

1,80E-03

1000 ng/mL
1,30E-03
8,00E-04

3,00E-04 ; z } J
= e —_— =

-2,00E-04 6 7 8

Resposta do detector (AU)

Tempo (min)

Figura 2: Cromatogramas de DON em diferentes niveis de concentrac¢éo da curva de calibragéo.

A exatiddo do método foi avaliada através de testes de recuperacdo, e 0s resultados variaram
de 99,5 a 104,9%, com uma recuperacao média de 102%, considerado adequado segundo Inmetro
(2020) [21]. A recuperacdo foi superior a faixa encontrada em amostras de trigo avaliadas no
Paquistdo [23] e na Turquia [24], que variaram de 80,8 a 90,0% e 85,8 a 90,3%, respectivamente.
Na avaliagdo da precisdo, realizados no mesmo dia (repetibilidade) e em dias alternados (precisao
intermediéria), os valores de CV ficaram abaixo de 3%, condizentes com os obtidos por Golge e
Kabak (2020) (CV maéximo de 5,46%) [24]. O Z-score obtido no teste de proficiéncia
(BR0001/2010 — DON em farinha de trigo) foi de 0,49, confirmando a precisdo da metodologia.

Os valores dos limites de detecgéo e quantificagdo foram de 60 e 200 pg/kg, respectivamente.
O LD encontrado por Igbal et al. (2020) [23], que usaram 0 mesmo método (CIA para purificacao
e CLAE-UV para deteccdo) foi de 50 pg/kg, proximo ao obtido neste estudo, enquanto o LQ foi
de 100 pg/kg, inferior ao calculado. Os cromatogramas obtidos para a analise dos extratos das
amostras ndo apresentaram pico interferente na regido do tempo de retencéo do desoxinivalenol
(9,7 £ 0,2 min) (Figura 3).
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3,80E-03 -
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Figura 3: Cromatogramas das amostras de trigo para quibe (TQ2) e farinha de trigo (FT6 e FT9).

4, CONCLUSAO

A determinagdo de DON por CLAE-UV foi efetuada de modo eficiente, com base na extragéo

em &gua ultrapura, seguida por uma etapa de purificacao e limpeza em coluna de imunoafinidade.
Os parametros de validacdo avaliados indicaram que o método é confiavel para a analise deste
contaminante em amostras de trigo e produtos a base de trigo.
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