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Resumo

A fusariose, também conhecida como giberela é uma doenca importante, causada principalmente pelo fungo Fusarium graminearum, que
afeta de forma generalizada as regioes produtoras de trigo do Brasil e dos principais paises do qual o produto ¢ importado. Além dos danos
diretos causados pela doenca, os graos infectados podem ser téxicos para o homem e animais devido a presenca de micotoxinas especialmente
o desoxinivalenol (DON). A contaminac¢ido com DON foi avaliada em 100 amostras de trigo, sendo 50 de trigo nacional (provenientes dos Estados
de Sao Paulo, Parana e Rio Grande do Sul) e 50 de trigo importado (Argentina e Paraguai). As amostras foram coletadas durante o periodo
de maio a dezembro de 2005 de empresas que normalmente comercializam ou processam trigo e foram analisadas por cromatografia em
camada delgada. Os resultados indicaram que, do total de amostras avaliadas, 94% do trigo nacional e 88% do trigo importado apresentaram-
se positivas quanto a presenca de DON. Os niveis médios de contaminacao com DON do trigo nacional (332 pgkg ') foram maiores
(p<0,05) do que do trigo importado (90 ug.kg'). Apenas 2 amostras (4%) do trigo nacional apresentaram niveis de contaminacao maiores que
1.250 pg.kg, teor maximo aceitavel pela Comunidade Européia.
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Abstract

Fusarium Head Blight or scab is an important disease mainly caused by Fusarium graminearum that occurs in Brazil and the world’s wheat-
growing areas. Moreover, there are direct damages caused by this disease and the infected kernels may be toxic for humans and animals due to
the presence of mycotoxins (e.g deoxynivalenol - DON). DON contamination was evaluated in a total of 100 wheat samples, and 50 were from
national production (Sao Paulo, Parana and Rio Grande do Sul states) and 50 were imported (Argentina and Paraguay). The samples were
collected during the period of May to December, 2005 from companies that normally commercialize or process wheat and are analyzed by a
thin layer of chromatography. Ninety-four percent of national wheat samples and 88% of the imported samples were DON contaminated. The
mean level of the national wheat samples (332 pg.kg) was higher than (p < 0.05) imported wheat samples (90 ug.kg). Only 2 national wheat
samples showed contamination higher than 1.250 ug.kg, which is the maximum level established by European Community Regulation.

Keywords: deoxynivalenol; Fusarium graminearum; mycotoxin; occurrence wheat; scab.

1 Introducao

A producao brasileira de trigo no periodo de 2001 a 2005
variou de 3,0 a 5,8 milhdes de toneladas com um consumo na
ordem de 10 milhées de toneladas. No mesmo periodo a regiao
Sul foi responsavel por cerca de 90% da producao brasileira
de trigo. A demanda interna exigiu que o Pais importasse cerca
de 50 a 70% do que foi consumido, em funcao da variacdo na
producao nacional'!. A Argentina € o principal pais fornecedor
de trigo para o Brasil, representando, nos ultimos 5 anos,
83 a 96% do total importado. Paises como Paraguai, Estados
Unidos e Uruguai também figuram na lista dos principais
exportadores de trigo para o Brasil®.

A fusariose, também conhecida como giberela (“Fusarium
head blight ou Scab”) € uma doenca que ocorre frequentemente
em trigo, devido as condicoes climaticas, as praticas culturais e a
susceptibilidade dos cultivares. E causada por fungos do género,
Fusarium, sendo mais freqiientes, F. graminearum, F. culmorum
e F. avenaceum. Esta presente em toda América do Sul e tam-
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bém de forma generalizada em todo mundo principalmente
em areas umidas e temperadas. A doenca é observada durante
o espigamento da planta, sendo a fase mais critica a floracao,
podendo se estender até o inicio da maturacao do grao. Algumas
glumas da espiga ou mesmo toda espiga podem ser infectadas
e facilmente identificadas no campo principalmente quando h4
formacgao de uma massa rosada de esporos*!82!. No Brasil, a
fusariose tornou-se, nos ultimos anos, a principal doenca nas
regioes triticolas, principalmente na regiao Sul do Pais’®.

Além dos danos diretos a cultura causados pela doenca,
os graos infectados podem apresentar contaminacdo com
micotoxinas, sendo téxicas tanto para o homem quanto para
os animais. Entre as micotoxinas destaca-se o desoxinivalenol
(DON ou vomitoxina). Em animais, o DON causa recusa de
alimento e vémitos, principalmente em suinos. Na Asia, foram
relatados varios surtos de doencas agudas em humanos com
sintomas de nauseas, vomitos, vertigens, problemas gastroi-
testinais e diarréia. Estes surtos foram correlacionados com
o consumo de graos contaminados por Fusarium e, mais
recentemente, com a presenca de DON em concentragoes de
3.000 a 93.000 ug.kg*°.

A ocorréncia mundial de micotoxinas em trigo, produzidas
por espécies do género Fusarium ja foi detectada em iniimeros
trabalhos de pesquisa®2427.

No Brasil, ha poucos trabalhos de levantamento sobre a
presenca de toxinas produzidas por Fusarium spp. em graos
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de trigo consumido no Pais, seja ele produto nacional ou im-
portado. SABINO et al.?® pesquisaram a ocorréncia de DON em
graos de trigo, produtos de trigo e graos de milho provenientes
de diversas regioes do Pais, e verificaram que das 120 amos-
tras de produtos de trigo foi detectado DON em apenas duas
amostras de farelo de trigo com contaminacao de 183 ug.kg™.
FURLONG et al.'®!® avaliaram 38 amostras de graos de trigo
provenientes de Sao Paulo e de armazéns do Rio Grande do
Sul e constataram que 23% estavam contaminadas com toxinas
produzidas por espécies de Fusarium, o DON predominou,
ocorrendo em 55% das amostras analisadas em niveis que
variaram de 400 a 590 pg.kg'. GERALDO et al.'* avaliaram a
producao in vitro de micotoxinas em 24 diferentes isolados de
F. graminearum coletados de graos de trigo, triticale e cevada
afetados pela fusariose na regiao Sul do Brasil e verificaram
que 33% dos isolados produziram DON.

Observa-se um aumento na preocupacao com a contamina-
cao de alimentos com micotoxinas, incluindo-se o DON, tanto
em nivel mundial como no Brasil. Assim, conhecer a extensao
dessa contaminacao podera fornecer subsidios para os diversos
segmentos envolvidos com a producao, utilizacao e importacao
de trigo, bem como fiscalizacao e pesquisa, sempre visando
garantir ao consumidor final a possibilidade de ter produtos
de melhor qualidade.

Neste contexto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar qua-
lidade dos graos de trigo utilizados no Brasil provenientes da
producéo nacional e importado em relacdo a contaminacao
com DON.

2 Material e métodos

2.1 Amostras utilizadas

Foram obtidas, no periodo de maio a dezembro/2005,
50 amostras de trigo produzido no Brasil, originarias dos Esta-
dos de Sao Paulo, Parana e Rio Grande do Sul e 50 amostras de
trigo importado originarias da Argentina e Paraguai, totalizando
100 amostras, provenientes de cooperativas ou empresas que
comercializam ou utilizam graos de trigo.

Cada amostra destinada para analise de DON apresentava
3-4 kg de graos que foram totalmente triturados em moinho
de martelo modelo MA 090 (MARCONI), utilizando peneira de
abertura de 2,0 mm (10 mesh) e, em seguida, homogeneizada
e subdividida utilizando o quarteador de canaletas, obtendo-se
uma subamostra de aproximadamente 1 kg. Cada subamostra
foi novamente triturada empregando-se peneira de abertura
de 0,85 mm (20 mesh) e armazenada a -18 °C até o momento
da analise.

2.2 Avaliacao da contaminacao por desoxinivalenol
(DON)

A anadlise de desoxinivalenol (DON) foi realizada por Cro-
matografia em Camada Delgada (CCD). A extracdo da toxina
foi realizada de acordo com método oficial n°® 986.17 da AOAC!
com algumas modificacées. Vinte e cinco gramas da amostra
previamente moida foram extraidas com 100 mL da mistura

de solventes contendo acetonitrila:H,O destilada (84:16, v/v).
A purificagao foi realizada em coluna contendo 3 g da mistura
carvao ativado:alumina neutra:celite (7:5:3, p/p/p).

As aliquotas dos extratos das amostras, bem como
do padrao quantitativo (4,4910 ng.uL!, BIOPURE), foram
aplicadas em cromatofolha (MERCK Cat. n°® 5553) utili-
zando-se o aplicador automatico Linomat IV (CAMAG). A
eluicdo foi conduzida empregando-se o sistema de solventes
cloroférmio : acetona : alcool isopropilico (8:1:1v/v/v) para
cromatografia unidirecional e na cromatografia bidimensional
o sistema anterior e tolueno:acetato de etila:acido férmico
(5:4:1, v/v/v). Para revelacao da toxina, apés a eluicdo e
secagem, a cromatofolha foi imersa rapidamente em solu-
cao metanolica de cloreto de aluminio a 20%, e aquecida a
120 °C durante 7 minutos.

A quantificacao foi realizada através da andlise visual da
cromatofolha sob luz UV de A = 366 nm, comparando-se a
intensidade de fluorescéncia das amostras e do padrao. No
caso de intensidades de fluorescéncias intermedidrias, consi-
derou-se a média dos pontos adjacentes.

2.3 Validacao da metodologia

As modificagoes realizadas na metodologia foram ava-
liadas por meio da determinacdo do limite de deteccao e
quantificacdo, dos testes de recuperacao em diferentes niveis
de contaminacdo e da analise de uma amostra referéncia de
farinha de trigo adquirida junto ao FAPAS (Food Analysis Per-
formance Assessment Scheme) identificada como Test material
T2221 - Wheat Flour.

O limite de deteccao (LD) foi determinado nas condicoes
da realizacdo do método. Primeiramente, aplicaram-se em
cromatofolha quantidades decrescentes do padrao de DON
até se obter o limite visual de observacao do padriao. Em se-
guida, adicionou-se quantidade suficiente do padrao de DON
em uma amostra de trigo, previamente analisada, na qual nao
se detectou a presenca de DON, para se obter a contaminacao
correspondente em ug.kg™' do que foi considerado limite visual.
Considerou-se como limite de detec¢do o nivel no qual, apés
analise, a toxina adicionada foi observada de forma inequivoca
por, no minimo, 2 analistas. Esse procedimento foi realizado
com b repeticoes.

O limite de quantificacdo foi avaliado considerando-se
3 x LD em pg.kg!' empregando-se material previamente anali-
sado, no qual nao se detectou a presenca de DON. A extracao
e quantificagao foi realizada, com 5 repeticoes, de acordo com
o método empregado, calculando-se o valor da recuperacao
(%R) e o valor do desvio padrao relativo de repetibilidade
(DPR_ou RSD).

Para os testes de recuperacdo, amostras com nivel nao
detectado de DON foram artificialmente contaminadas adicio-
nando-se quantidades de padrao para se obter as contamina-
¢oes, em triplicata, de aproximadamente: 120, 260, 550, 1100
e 1520 ug.kg.
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2.4 Anadlise estatistica

O delineamento experimental empregado foi inteiramente
ao caso com dois grupos (nacional e importado). Apds realiza-
cao da analise exploratéria dos dados, que foram transforma-
dos através da poténcia 6tima de Box—Cox, realizou-se a analise
de variancia e teste Tuckey (p < 0,05). O programa utilizado foi
0 SAS - STATISTICAL ANALYSES SYSTEM?.

3. Resultados e discussao

3.1 Origem das amostras

Das 50 amostras avaliadas de trigo nacional, 32 (64%)
foram provenientes do Estado do Parana, 14 (28%) de Sao
Paulo € 4 (8%) do Rio Grande do Sul. Do trigo importado
25 amostras (50%) foram provenientes da Argentina e 25 (50%)
do Paraguai.

Embora o nimero de amostras avaliadas do Paraguai
tenha sido igual ao da Argentina, é importante ressaltar que o
trigo importado do Paraguai representou apenas de 1 a 8% do
total importado nos ultimos 5 anos, enquanto que o trigo da
Argentina representou de 83 a 96% do total importado nesse
mesmo periodo’.

3.2 Validacao da metodologia

O limite de deteccao do método por cromatografia de
camada delgada foi de 30 ug.kg"' e o limite de quantificagcao
foi de 90 pg.kg'. O valor do desvio padrao de repetibilidade
(RSD) no limite de quantificacao foi de 4,95% e a recuperagao
média (%R) foi de 98%. Tanto o valor de RSDr quanto de %R
estao de acordo com os valores recomendados para deteccao
de contaminacao na faixa avaliada®.

A amostra referéncia de farinha de trigo adquirida junto ao
FAPAS apresentava a contaminacao de 1017 ug.kg! com faixa
de valores aceitaveis entre 693 e 1342 ug.kg-'. O valor obtido
empregando-se a metodologia apresentada foi de 924 ug.kg!
estando, portanto, dentro da faixa aceitavel.

Os percentuais médios dos testes de recuperacao (%R)
e os valores obtidos de RSD, estao apresentados na Ta-
bela 1. A faixa aceitavel de %R ¢ de 60 a 110% para niveis
> 100 a <500 pgkg' e 70 a 120% para niveis > 500 ug.kg' e
de RSD, € < 20% para todos os niveis avaliados®. Deste modo,
os valores observados de %R e RSDr foram satisfatérios indi-
cando que a metodologia empregada foi adequada.

Tabela 1. Resultados de Recuperacido média e RSD, em %, da meto-
dologia empregada para analise de DON

Contaminagao adicionada Recuperacao média RSD,
(ug.kg™) (9%)* (%)

120 100 12,9

260 84 13,0

550 89 6,3

1100 97 6,1

1520 101 8,6

*Média de 3 repeti¢oes; e RSD,: Desvio padréo relativo de repetibilidade.

3.3 Contaminacao com DON das
amostras avaliadas

Os resultados médios da contaminacdo com DON das
amostras avaliadas, de acordo com sua procedéncia, estdo
apresentados na Tabela 2, na qual se pode verificar que as
amostras de trigo nacional apresentaram maior contaminacao
com DON do que o trigo importado (p < 0,05).

Tabela 2. Contaminacdo com DON (ugkg ') nas amostras de trigo
nacional e importado

Contaminacao DON
(ugkg™)
Procedéncia N° Amostras N° Amostras Média Min. Max.

analisadas  positivas (%)
Nacional 50 47 (94) 332° <90 4573
Importado 50 44 (88) 90> <90 349

Valores acompanhados por letra s minusculas distintas diferem entre si pelo teste de Tukey
(p < 0,05).

As amostras com nivel de contaminacao < 90 ug.kg*, que
foi o limite de quantificagao da metodologia empregada, foram
consideradas como positivas para a presenca de DON e no
célculo da média de contaminacio e na andlise estatistica o
nivel considerado para tais amostras foi de 45 ug.kg!, ou seja,
metade do limite de quantificacao. A transformacao que melhor
se adequou aos dados obtidos foi: (Concentracao DON)°2.

Do total de amostras do trigo nacional apenas 3 (6%) nao
apresentaram contaminac¢iao com DON e 17 (34%) apresenta-
ram niveis abaixo do limite de quantificacao (90 ug.kg). Em
25 amostras (50%) os niveis variaram de 90 a 500 pg.kg™'; em
3 (6%) o niveis foram de 500 a 1000 ug.kg'; e em 2 amostras
(4%) os niveis estavam acima de 1000 pg.kg ! (Figura 1). Na
Tabela 3, esta apresentada a distribuicao das amostras de
acordo com os niveis de contaminacao e regiao de origem.
Pode-se verificar que nos Estados de Sao Paulo e Parana 5
amostras (10%) apresentaram contaminacao com DON acima
de 500 pg.kg '. Dessas amostras, 2 provenientes do Parana
apresentaram niveis de 3.327 e 4.573 pg.kg!, indicando que
podem existir regioes dentro desse Estado com condicoes
climaticas ou de manejo da cultura que propiciem o desenvol-
vimento flingico com conseqiiente producéo da toxina.
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o

ND <90 90 - 500 501 - 1000 >1000

Faixas de contaminacao (ng.g)

ONacional @Importado

Figura 1. Distribuicao das amostras por faixa de contaminacdo com
DON nas amostras de trigo nacional e importado.
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Tabela 3. Distribui¢ao das amostras de acordo com a regiao de origem
das amostras e faixa de contaminacdo com DON (ug.kg™).

Conc Don Regido de origem
(ngkg™)
Sao Parana Rio G.do Argentina Paraguai
Paulo Sul

N.D. 2 1 - - 6
<90 2 13 2 9 14
90-500 9 14 2 16 5
501-1000 1 2 - - -
> 1000 - 2 - - -
Total de 14 32 4 25 25
amostras

N.D. = Nao Detectada (< 30 ugkg™).

Em relacdo ao trigo importado, 6 amostras (12%) apre-
sentaram niveis nao detectados (N.D.), 23 amostras (46%)
com niveis abaixo do limite de quantificacao (< 90 ugkg™) e
21 (42%) com niveis de 90 a 349 pg.kg'. As 6 amostras de trigo
importado, com nivel de contaminagao N.D., eram provenien-
tes do Paraguai. Das 21 amostras contaminadas com niveis
> 90 ug kg dezesseis (76%) eram provenientes da Argentina
€ 5 (24%) do Paraguai (Tabela 3).

Poucas informacoes foram encontradas referentes a conta-
minacio com desoxinivalenol em graos de trigo produzido no
Brasil ou mesmo em produtos derivados de trigo para efeito de
comparacao com os resultados obtidos nesta pesquisa.

FURLONG et al.'® avaliaram 12 amostras de trigo nacional
armazenadas no Rio Grande do Sul e constataram que apenas
uma amostra (8%) estava contaminada com DON (400 pug.kg!).
Vinte amostras de trigo produzido em 10 regioes do Estado
de Sao Paulo foram avaliados por FURLONG et al.'? quanto
a presenca de diversas micotoxinas. O DON foi detectado
em 4 amostras (20%) e os niveis observados variaram de
470 a 590 pg.kg'. SOARES e FURLANI?* realizaram um le-
vantamento de ocorréncia de micotoxinas em 38 amostras
produtos de trigo sendo 4 de graos de trigo comercializados
em Campinas-SP e ndo observaram a presenca de micotoxinas
incluindo o DON.

Estudo realizado sobre a incidéncia de DON em produtos
de panificacao, farinha e farelo de trigo comercializados em
cidades do Estado de Minas Gerais no periodo de 1998 a
2000, mostrou que o DON foi detectado em 32 (68%) das
47 amostras analisadas, em uma faixa de concentracao de
40 a 1.205 pg.kg* sendo que o limite de deteccao da metodo-
logia empregada foi de 20 ug.kg™'.

BARAJ e FURLONG?® avaliaram 112 amostras de farinha
de trigo comercializadas na cidade de Rio Grande-RS e verifi-
caram que apenas 2 amostras (1,8%) estavam contaminadas
com DON em niveis de 128 e 323 pg.kg'.

O percentual de amostras contaminadas nos estudos
citados anteriormente!?!32% foi menor do que os obtidos neste
trabalho, no entanto, além do fato da contaminacao por DON
ser dependente das condicdes climaticas que favorecem a
ocorréncia da fusariose?*, verifica-se que o limite de deteccao
da metodologia empregada nos referidos trabalhos, era de
200 pg.kg'. O limite de deteccao obtido no presente levanta-

mento foi de 30 ug.kg! e observou-se que 35 amostras (70%)
do trigo nacional e 44 amostras (88%) do trigo importado
apresentaram contaminacao abaixo de 200 ugkg™! ou com
nivel nao detectado de DON.

Informacoes sobre a contaminac¢do com DON do trigo pro-
duzido no Paraguai ndo foram encontradas na literatura con-
sultada, no entanto, varios trabalhos foram encontrados sobre
o trigo argentino'>'82022 RIZZO et al.?? avaliando a presenca de
toxinas em trigo da sub-regiao triticola no norte da Argentina
detectaram entre as amostras somente o DON em niveis que
variaram de 2.000 a 28.000 ug.kg!. O trigo argentino da safra
de 1993 proveniente de 2 regiées de maior producdo foi anali-
sado por GONZALEZ et al.'® que constataram que 60 e 100%
do trigo em cada regiao estavam contaminados com DON com
média de 2.700 ug.kg' e 4.300 pug.kg' dependendo da regiao.
Trigo durum (Triticum durum) argentino foi avaliado durante
2 anos consecutivos, quanto a contaminacdo com DON, por
LORI et al.'”, que constataram que 55 a 78% das amostras
estavam contaminadas e 10 a 32% destas, com niveis acima
de 2.000 pg.kg! dependendo do ano. Trabalho mais recente®
indicou que do total de 20 amostras de trigo argentino avalia-
das, todas (100%) apresentaram contaminac¢ao com DON em
niveis que variaram de 58 a 1970 ug.kg'.

Ao contrario dos trabalhos anteriormente citados, no pre-
sente levantamento constatou-se que o trigo importado apre-
sentou niveis baixos de contaminac¢ao sendo significativamente
inferiores aos do trigo nacional (p < 0,05). Nas amostras de
trigo importado, o maior nivel de contaminacao detectado foi
de 349 ug kg, enquanto no trigo nacional observou-se uma
contaminacao maxima de 4.573 ug.kg'.

Com relacao a legislacdo sobre micotoxinas, apenas alguns
paises possuem regulamentacao quanto ao nivel aceitavel do
DON, que varia de 500 a 2.000 pg.kg™! para alimentos destina-
dos ao consumo humano®. No Brasil ainda néo existe legislacao
regulamentando a presenca de DON em alimentos destinados
ao consumo humano ou animal. O que se verifica é que empre-
sas produtoras de racao estabelecem niveis maximos aceitaveis
de DON no farelo de trigo a ser utilizado'®

Na Comunidade Européia, a partir de 01 julho de 2006,
foi estabelecido 1.250 ug.kg™! como limite maximo permitido
de DON para alguns cereais incluindo o trigo®. Assim, conside-
rando-se esse limite 2 amostras (4%) do trigo nacional apresen-
tariam contaminacao acima do aceitavel e ambas provenientes
do Estado do Parana. No trigo importado avaliado, todas as
amostras estariam dentro do limite maximo aceitavel.

Uma avaliacdo completa da ocorréncia de micotoxinas
em determinado produto somente pode ser estabelecida apds
a realizacao de levantamentos em diferentes anos/safras de
producao. Desta forma, € importante a realizacdo de estudos
para avaliar a qualidade do trigo utilizado no Brasil no que se
refere a contaminacdo com DON, identificando tal contami-
nacao pela origem das amostras. No que diz respeito ao trigo
nacional, é importante a identificacao de quais as sub-regioes
entre as regioes produtoras de trigo que podem apresentar
maior freqiiéncia de contaminacdo com DON.
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4. Conclusoes

A partir dos resultados da ocorréncia de DON nos graos de
trigo utilizado no Brasil, nas amostras avaliadas neste estudo,
pode-se demonstrar que 94% do trigo nacional e 88% do trigo
importado apresentaram contaminacao com DON com niveis
médios de 332 e 90 ug kg, respectivamente.

Das amostras de trigo nacional, 4% apresentaram niveis
de contaminacao maiores do que 1250 pg.kg™ (limite méaximo
aceitavel pela Comunidade Européia) sendo que tais amostras
foram provenientes do Estado do Parana. O nivel maximo de
contaminacao do trigo importado foi de 349 ug.kg'.

E importante a realizacao de levantamentos sobre a conta-
minag¢ao com DON do trigo consumido no Brasil, especialmente
do trigo nacional, no qual foram observados, os maiores niveis
de contaminacao.
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