INCIDENCIA DE FUMONISINA B, AFLATOXINAS B, B,, G, E G,,
OCRATOXINA A E ZEARALENONA EM PRODUTOS DE MILHO!
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RESUMO

Levantamentos de ocorréncia de micotoxinas em alimentos foram realizados nas altimas duas décadas nas regioes Sudeste e Sul do
Brasil. Levantamentos em alimentos comercializados em outras regioes tém-se limitado a aflatoxinas em amendoim e castanhas do Brasil.
O presente trabalho pesquisou a presenca de fumonisina B, aflatoxinas B, B,, G, € G,, ocratoxina A € zearalenona em 74 amostras
de produtos a base de milho adquiridas no comércio da cidade de Recife, PE, durante o periodo de 1999 a 2001. Fumonisina B, foi
determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao por fluorescéncia e as demais toxinas foram determinadas
por cromatografia em camada delgada. Fumonisina B, foi encontrada em 94,6% das amostras em concentragoes variando de 20 a
8600 ug/kg. Apenas 5 amostras continham aflatoxina B, € o teor méaximo encontrado foi 20 ug/kg. Duas amostras ultrapassaram o
limite de 20 ug/kg para a somatoria das aflatoxinas B, B,, G, € G, (farinha de milho pré-cozida com 21,5 pg/kg € quirera (xerém) com
23,3 ug/kg). As aflatoxinas G, e G,, ocratoxina A e zearalenona nao foram detectadas em nenhuma das amostras. Todas as amostras
contaminadas com aflatoxinas também apresentaram fumonisina B,.
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SUMMARY

OCCURRENCE OF FUMONISIN B, AFLATOXINS B, B,, G,, AND G,, OCHRATOXIN A AND ZEARALENONE IN CORN PRODUCTS.
Research concerning the presence of mycotoxin in food has been conducted in the Southwest and South regions of Brazil over the
last two decades. Research in other regions has been limited to aflatoxin in peanuts and Brazil nuts. The aim of this work is to study
the presence of fumonisin B, aflatoxins B, B,, G,, and G,, ochratoxin A and zearalenone in 74 samples of corn products acquired
in shops and food markets in the city of Recife (PE) from 1999 to 2001. Fumonisin B, was determined by high performance liquid
chromatography and fluorescence was detected. The other toxins were determined by thin layer chromatography. Fumonisin B, was
found in 94.6% of the samples in levels from 20 to 8600 ug/kg. Only 5 samples contained aflatoxin B, and the highest level found was
20 pg/kg. Two samples were over 20 pg/kg for the sum of B, B,, G, € G, (21.5 ug/kg for pre-cooked corn flour and 23.3 ug/kg for corn
grits). Aflatoxins G, and G,, ochatoxin A and zearalenone were not detected in any of the samples. All samples contaminated with

aflatoxins were also contaminated with fumonisin B,.

Keywords: mycotoxins, fumnonisin, aflatoxins, ochratoxin A, zearalenone, corn products.

1 - INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) € o cereal mais produzido no
Brasil e o pais € o terceiro produtor mundial logo apés os
Estados Unidos e a China [19]. Mesmo assim, importacoes
do cereal ainda sdo realizadas, ja que a produc¢do nacional
nao € suficiente para atender as necessidades internas.

O milho é um dos cereais mais vulneraveis ao desen-
volvimento de fungos toxigénicos [36]. As micotoxinas
passiveis de serem encontradas em milho sao produzi-
das principalmente por espécies dos géneros Fusarium
(fumonisinas e zearalenona), Aspergillus (aflatoxinas e
ocratoxina) e Penicillium (ocratoxina) [1, 2, 24, 30]. Os
relatos da presenca de fungos toxigénicos em milho no
Brasil apontam a predominancia de Fusarium, seguido de
Penicillium e Aspergillus [2, 10, 26, 27]. Diversos levan-
tamentos realizados no exterior e no Brasil com milho e
produtos derivados constataram um nimero consideravel
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de amostras contaminadas com micotoxinas. Co-ocorréncia
de micotoxinas foi encontrada em varios trabalhos [1, 24,
29, 30, 33, 35]. Trabalhos recentes relatam principalmente
a presenca de fumonisinas em milho e seus produtos [7,
13,16, 17, 23, 26, 31]. A correlacao entre as concentracoes
de micotoxinas encontradas em milho nao processado e
produtos de milho nao € clara, mas ha evidéncias que os
produtos processados apresentam concentracoes mais
baixas. Uma limpeza inicial do milho em moinhos mostrou
uma reducao de 40% na concentracao de aflatoxinas e de
32% para fumonisinas [30].

As aflatoxinas ocorrem principalmente em amendoim,
mas alguns trabalhos relatam a contaminacao de milho no
Sudeste do Brasil [14, 15, 29, 32, 23]. Em outras regioes
do pais, as aflatoxinas foram pesquisadas em amendoim
comercializado em Goiania, GO [25] e em Recife, PE [4, 11],
com resultados positivos. Amostras de castanha do Brasil
indicaram uma associa¢ao entre qualidade inferior e a
presenca de aflatoxinas B, e B, [14].

Ocratoxina A foi encontrada em uma amostra de pro-
duto de milho dentre 296 amostras de alimentos diversos
oferecidos ao consumo no Sudeste do pais [33]. Duas den-
tre 110 amostras de milho colhido no Estado de Sao Paulo
continham a toxina [24]. Um levantamento em 83 amostras
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de milho produzido no Estado de Minas Gerais resultou em
resultados negativos [28].

A zearalenona foi investigada em 328 amostras de mi-
lho procedente das regioes Sul e Sudeste com resultados
positivos em 5% das amostras [29]. Milho, produzido nos
Estados de Minas Gerais € Sao Paulo, foi analisado para
zearalenona com resultado positivo em uma de 83 amos-
tras [28] e em uma de 110 amostras, respectivamente [24].
Zearalenona foi pesquisada em 296 amostras de milho e
produtos de milho comercializados em Campinas, SP, com
resultados negativos [33].

As fumonisinas B, e B, foram encontradas em 40 e
44 amostras, respectivamente, dentre 81 alimentos a base
de milho comercializados na cidade de Campinas, SP [23].
Produtos de milho seco apresentaram a maior incidéncia
e os mais altos teores de fumonisinas. Todas as amostras
de fubd examinadas continham a toxina, seguidas pelas
amostras de quirera (xerém) e milho para canjica (mun-
guza). As amostras de fuba apresentaram uma média de
2290 pg/kg de fumonisina B,. Fumonisinas B, e B, foram
também encontradas em 60 amostras de farinha de milho
e de fuba comercializadas na cidade de Sao Paulo [5]. A
analise de cereais infantis a base de milho comercializados
no Estado de Sao Paulo revelou a presenca das mesmas
toxinas acompanhadas de fumonisina B, [9]. No Estado de
Santa Catarina amostras de milho para consumo humano
mostraram-se contaminadas por fumonisinas B, B, e
B, [34]. Dentre amostras de milho provenientes das regioes
sul, centro e centro-sul, 99% estavam contaminadas com
fumonisina B1 [35].

No Brasil, a avaliagdo da presenca de micotoxinas em
alimentos foi realizada principalmente no centro-sul € no
sul do pais. Como conseqiiéncia das dimensoes continentais
do pais, existe a possibilidade de que a presenca e o teor de
micotoxinas em alimentos produzidos e consumidos sejam
desiguais entre as diversas regioes. O presente trabalho
teve como objetivo verificar a ocorréncia de fumonisina B ,
aflatoxinas B, B,, G, e G,, ocratoxina A e zearalenona em
produtos de milho comumente consumidos na regido nor-
deste do pais e comercializados em Recife, PE.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Amostras

Setenta e quatro amostras (500 g) de produtos a base
de milho foram adquiridas no comércio da cidade de Recife,
PE, durante os anos de 1999 a 2001, compreendendo os
seguintes tipos: canjica (9), farinha de milho (10), farinha e
flocos de milho pré-cozido (31), fuba (11), milho de pipoca
(1), quirera (6) e quirera fina (6).

2.2 - Reagentes e padroes

Agua destilada e purificada pelo sistema Milli-Q Plus
(Millipore, EUA), reagentes grau analitico para extracao
e limpeza de amostras, acetonitrila grau cromatografico,
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padroes de fumonisina B, aflatoxinas B, B,, G, € G,, ocra-
toxina A e zearalenona (Sigma, EUA).

2.3 - Preparo de amostras

As amostras foram trituradas em moinho de facas (mo-
delo 3033, Perten, Brasil) até passarem por uma peneira
20 mesh, acondicionadas em sacos plasticos e estocadas
a-18°C.

2.4 - Determinacao de aflatoxinas B , B,, G, e
G,, ocratoxina A e zearalenona

Aflatoxinas B, B,, G, e G,, ocratoxina A e zearaleno-
na foram determinadas segundo o método de VALENTE
SOARES & RODRIGUEZ-AMAYA [33] por cromatografia
em camada delgada.

2.5 - Determinacao de fumonisina B,

A determinacao da fumonisina B, foi realizada segundo
o método 995.15 da AOAC International [12] com modifica-
¢coes segundo CAMARGOS et al. [8].

2.6 - Controle de qualidade analitico

A cada série de 9 amostras analisadas foi incluido um
teste de recuperacgao. No teste de recuperacao, uma amostra
nao contaminada foi adicionada de padrao no dia anterior a
extracdo. As adicoes de padroes foram realizadas de maneira
que as concentracoes finais das amostras fossem de 20, 10,
20 e 10 ug/kg de aflatoxinas B, B,, G, e G,, respectivamen-
te, 100 pg/kg de ocratoxina A, 1500 ug/kg de zearalenona e
250 ug/kg de fumonisina B,.

As amostras positivas foram analisadas em duplicata.
As duplicatas, por sua, vez, foram analisadas em dias dife-
rentes. Os resultados das amostras foram corrigidos para a
recuperacao encontrada no teste incluido em cada série.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

As recuperacoes para aflatoxina B, variaram de 93 a
133% com uma recuperacao média de 110 + 20%. Para afla-
toxina B, a recuperagao manteve-se constante em 137%, o
mesmo ocorrendo para aflatoxina G, com uma recuperacao
de 96%. Para aflatoxina G, as recuperacdes variaram de
70 a 137% com uma recuperacao média de 103 £ 30%. A
ocratoxina A apresentou recuperacao média de 54 + 12% e
zearalenona de 99 * 7%. A recuperacao média para fumo-
nisina B, foi de 86 £ 19% com variacéo entre 59 e 119%,
quando cartuchos SAX novos foram usados (Tabela 1),
e foide 71 + 12% com variacao entre 50 e 87%, quando
cartuchos SAX regenerados foram utilizados (Tabela 2),
uma diferenca nao significativa ao nivel de 5%. O método
utilizado para a determinacao de fumonisina B, demonstrou
resolucao adequada, ou seja, pico estreito e separado de
interferentes (Figura 1).
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TABELA 1 - Recuperacéo de fumonisina B, em produtos de milho
contaminados artificialmente com 250 ug/Kg de fumonisina B,
com cartuchos SAX em primeiro uso.

Produto Recuperagao (%)
Fuba 92,6
Fuba 86,5
Flocos de milho pré-cozidos 59,0
Flocos de milho pré-cozidos 63,8
Farinha de milho 101,0
Farinha de milho 98,0
Farinha de milho pré-cozida 86,0
Quirera fina (Xerém) 118,8
Quirera (Xerém) 61,6
Milho p/ canjica (Munguza) 90,8

TABELA 2 - Recuperacao de fumonisina B, em produtos de milho
contaminados artificialmente com 250 ug/Kg de fumonisina B,
com cartuchos SAX em segundo uso.

Produto Recuperacéo (%)
Fuba 73,7
Fuba 68,9
Flocos de milho pré-cozidos 48,9
Flocos de milho pré-cozidos 55,6
Farinha de milho 84,5
Farinha de milho 87,0
Farinha de milho pré-cozida 73,6
Quirera fina (Xerém) 75,3
Milho p/ canjica (Munguza) 69,9

A variagao encontrada na recuperacao de fumonisina B,
em diferentes alimentos derivados de milho tem sido ob-
servada em diversos trabalhos e recuperacoes em torno de
60% nao sao incomuns para esta toxina [22]. Andlise de
substancias em niveis de tracos (ng/g) apresenta coeficientes
de variacdo comprovadamente mais amplos que outros tipos
de analises, o que afeta a recuperacao [18]. E importante,
no entanto, que a recuperacao obtida seja claramente ex-
pressa para o leitor.

Os limites de deteccao encontrados durante a uti-
lizacdo do método descrito por VALENTE SOARES &
RODRIGUEZ-AMAYA [33] foram 1 ug/kg para as aflatoxinas
B,. B,, G, e G,, 10 ug/kg para ocratoxina A e 50 ug/kg para
zearalenona. Os limites de deteccao foram estabelecidos
determinando a menor quantidade da toxina que pode ser
visualizada na cromatoplaca em um extrato de produto de
milho.

O limite de deteccdo para fumonisina B, utilizando o
método da AOAC [12] modificado por CAMARGOS et al. [8]
foi de 2,4 ug/kg. O limite de deteccao foi determinado como
sendo 3 vezes a média de desvios-padrao entre injecoes
de 8 amostras diferentes com concentracao do analito ao
redor de 15 pg/kg. O limite de quantificacédo foi estabelecido
como sendo 5 vezes o limite de deteccao e nas condicoes de
trabalho foi de 12 pg/kg.
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FIGURA 1 - Cromatogramas de padrao de Fumonisina B, (con-
centracao = 2,7 ug/mL) (a), de uma amostra de fuba ndo con-
taminada (b), de uma amostra de flocos de milho pré-cozido
contaminada com Fumonisina B, (concentragao = 200 ug/kg) e
(c), ap6s derivacao com reagente o-ftaldialdeido/2-mercaptoeta-
nol. Condig6es cromatograficas: coluna analitica Microsorb MV
ODS C18, 5 um 4,6 x 150 mm, fase mével composta por agua:
acetonitrila: acido acético glacial (54:46:1 v/v/v) com vazao de
1 mL/min e deteccao por fluorescéncia em comprimentos de
onda de excitacdo 335 nm e de emissao 440 nm.

Tempo (min)
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Das micotoxinas pesquisadas, a fumonisina B, foi a
mais freqiientemente encontrada, ocorrendo em 71 das
74 amostras analisadas em concentracoes, variando de
20 a 8600 ug/kg (Tabela 3 e 4). A concentracao média de
fumonisina B, nas 74 amostras analisadas foi 590 ug/kg e,
considerando apenas as positivas, a concentracao média foi
de 615 pg/kg. Entre as amostras positivas, as concentracgoes
mais altas foram encontradas em fuba (média = 2700 ug/kg
e maximo = 8600 pg/kg). Em apenas uma das amostras de
fuba nao foi detectada a presenca de fumonisina B,. Foi,
portanto, constatada contaminacéao freqiiente e relativamen-
te elevada nesse produto de milho seco. Em levantamento
anterior realizado na cidade de Campinas, SP, fuba também
apresentou contaminacao freqiiente e relativamente elevada
(média = 2290 pg/kg) [23], assim como o fuba comercializado
na cidade de Sao Paulo, SP (média = 5200 pg/kg) [5]. Qui-
rera (xerém), farinha e flocos de milho pré-cozidos vém em
seguida, com concentracoes médias das amostras positivas
com valores de 410 e 370 ug/kg, respectivamente. A concen-
tracao média das amostras de farinha de milho contaminadas
com fumonisina B, foi de 73 ug/kg e esta abaixo das médias
encontradas para este produto na cidade de Campinas,
SP (média = 740 pg/kg) [23] e na cidade de Sao Paulo, SP
(média = 2100 pg/kg) [5]. Porém, no presente trabalho, o
numero de amostras analisadas (n = 6) foi menor que as
dos levantamentos citados. Também no presente trabalho,
as menores concentracoes médias de fumonisina B, foram
encontradas nas das amostras de quirera fina (230 pg/kg),
canjica (190 pg/kg), farinha de milho (73 pg/kg) e na tnica
amostra de milho de pipoca (21 ug/kg).

No Brasil, ainda nao ha limite estabelecido para fumo-
nisinas em alimentos. Por outro lado, o consumo de milho
e produtos de milho pela populagao brasileira pode ser
considerado baixo. Dados do Instituto Brasileiro de Ge-
ografia e Estatistica informam que o consumo de fuba no
Brasil em areas metropolitanas variava de 2 a 12 g/dia/per
capita e em areas rurais entre 11 a 39 g/dia/per capita em
1977 [20]. A Pesquisa de Orcamentos Familiares de 1996
[19] informa que o consumo didrio médio de produtos de
milho seco € atualmente de 8,1 g/per capita. O JECFA, em
2001 [21], reviu os dados existentes sobre micotoxinas e
recomendou uma ingestao toleravel proviséria didria maxima
para fumonisinas B, B,, B,, sozinhas ou combinadas, de 2
ug/kg peso corporeo. O fubd apresenta os teores mais altos
de fumonisina B, dentre os produtos examinados, mas,
mesmo assim, devido ao baixo consumo da média da po-
pulacédo, ndo apresenta risco para consumidores médios do
produto no Brasil e apenas grandes consumidores estariam
em situacao de risco. Devido a maior susceptibilidade as
micotoxinas, as criancas estariam, também, em risco.

Com relacédo as aflatoxinas B, e B,, cinco amostras
apresentaram resultados positivos para aflatoxina B, (mé-
ximo = 20 pg/kg) e apenas 3 amostras foram positivas para
aflatoxina B, (maximo = 3 ug/kg) (Tabela 3 € 5). As aflatoxi-
nas G, e G, nao foram detectadas em nenhuma das amostras
analisadas. No Brasil, em concordancia com o estabelecido
para o Mercosul (Resolu¢cdo GMC n° 25/02), a presenca de
aflatoxinas em milho em grao (inteiro, partido, amassado,
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moido) e farinhas ou sémolas de milho € regulamentada
pela Resolucgao - RDC n° 274, de 15 de outubro de 2002,
publicada no D.O.U. de 16/10/2002, que estabelece o limite
maximo de 20 ug/kg para a somatoria das aflatoxinas B, B,,
G, e G, [3]. Das amostras analisadas, duas ultrapassaram
o limite maximo permitido, uma de farinha de milho pré-
cozida (21,5 pug/kg) e uma de quirera (23,3 ug/kg).

TABELA 3 - Incidéncia de micotoxinas em amostras de produtos
de milho comercializados no periodo de 1999 a 2001, em Re-
cife, Pernambuco.

Produtos Incidéncia (n° positivas/total)
FB, Afla B, Afla B,
Canjica (Munguza) 9/9 1/9 nd
Farinha 10/12 nd nd
Farinha e Flocos 29/29 1/29 1/29
Pré-cozidos
Fuba 10/11 nd nd
Milho Pipoca 11 nd nd
Quirera (Xerém) 6/6 2/6 1/6
Quirera Fina (Xerém) 6/6 1/6 1/6
Total 71/74 5/74 3/74
nd = - néo detectado, FB, = fumonisina B1, Afla = aflatoxina; Limites de Detecgéo:

aflatoxinas B, B,, G, € G, = 1 ug/kg, ocratoxina A = 10 ug/kg, zearalenona = 50 pg/kg e
fumonisina B, = 12 pg/kg.

Quanto a co-ocorréncia de micotoxinas, a amostra de
milho para canjica (milho para munguza) mais contamina-
da com fumonisina B, (530 pg/kg) foi a tnica que também
apresentou aflatoxina B, (15,7 ug/kg). No caso das amostras
de quirera fina (xerém), quase o mesmo pode ser observado,
uma das amostras mais contaminadas com fumonisina B,
(320 pg/kg) foi também a tinica contaminada com aflatoxinas
B,eB, (11 e 1,2 ug/kg, respectivamente). Mas, este padrao
nao foi observado nas outras amostras com co-ocorréncia
das micotoxinas. As 2 amostras de quirera e 1 amostra de
farinha de milho pré-cozida que estavam contaminadas com
aflatoxinas apresentaram concentracées abaixo da média
dentre as amostras positivas para fumonisina B,. A amos-
tra de quirera com maior concentragao de fumonisina B,
(1400 pg/kg) nao apresentou niveis detectaveis de aflatoxinas
e as amostras de fub4 que apresentaram a maior média de
contaminacao por fumonisina B, (2400 ug/kg) também foram
negativas para as outras micotoxinas analisadas.

A ocratoxina A e a zearalenona nao foram detectadas
nas amostras analisadas.

4 - CONCLUSOES

Algumas amostras de fuba e quirera apresentaram
teores elevados de fumonisina B, porém, como o consumo
de milho seco e seus produtos pela maioria da populagao
¢ atualmente baixo, o risco para esta faixa de consumido-
res € pequeno. Para criancas e grandes consumidores de
produtos de milho seco como os aqui examinados, seria
desaconselhado seu uso freqiiente na dieta.
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TABELA 4 - Niveis de fumonisina B, em produtos de milho comercializados no periodo de 1999 a 2001, em Recife, Pernambuco.

Produtos N* Variagao (ug/kg) Média positivas (1g/kg) Média total (1g/kg)
Canjica (Munguza) 9 20 -530 190 190
Farinha 10 nd - 150 73 61
Farinha e Flocos Pré-cozidos 31 60 - 870 370 370
Fuba 1 nd - 8600 2700 2400
Milho Pipoca 1 21 21 21
Quirera (Xerém) 6 30 - 1400 410 410
Quirera Fina (Xerém) 6 20 - 400 230 230
Total 74 nd - 8600 615 590

N* - nimero de amostras analisadas; nd = nao detectado; e Limite de Detecgao: fumonisina B) = 12 ug/kg.

TABELA 5 - Niveis de aflatoxinas B, e B, em produtos de milho comercializados no periodo de 1999 a 2001, em Recife, Pernambuco.

Produtos N* Aflatoxina B, Afltoxina B,
Variagao Média positivas Média total Variagao Média positivas  Média total
(1g/kg) (1g/kg) (1g/kg) (1g/kg) (1g/kg) (1g/kg)
Canjica (Munguza) 9 nd - 16 16 1,7 nd nd nd
Farinha 10 nd nd nd nd nd nd
Farinha e Flocos Pré-cozidos 31 nd - 20 20 0,7 nd-1 1 0,04
Fuba 11 nd nd nd nd nd nd
Milho Pipoca 1 nd nd nd nd nd nd
Quirera (Xerém) 6 nd - 20 16,3 54 nd-3 3 0,5
Quirera Fina (Xerém) 6 nd- 11 1 1,8 nd -1 1 0,2
Total 74 nd - 20 16 1 nd -3 2 0,07

N* - nimero de amostras analisadas; nd = nao detectado; e Limites de Deteccao: aflatoxinas B, B,, G, e G, = 1 ug/kg.

Com relacao as aflatoxinas B, € B,, apesar de apenas
5 amostras apresentaram-se positivas, duas ultrapassaram
o limite de 20 ug/kg estabelecido na legislacao brasileira
para a somatoria das aflatoxinas B, B,, G, € G,, sendo uma
amostra de farinha de milho pré-cozida e outra de quirera
(xerém).

Todas as amostras contaminadas com aflatoxinas tam-
bém apresentaram fumonisina B,. Os resultados aqui re-
latados indicam que os produtos de milho seco devem ser
alvo de legislagao especifica, objeto de estudos de prevencao
da ocorréncia de fumonisinas e aflatoxinas e de inspecao
pelos 6rgaos de vigilancia sanitaria.
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