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Artigo

QUALITATIVE AND QUANTITATIVE MYCOTOXIN ANALYSES IN RESIDUAL WATER OF RICE PRODUCTION CHAIN
BY TLC AND HPTLC. This study validated a simple and applied method for determining mycotoxins aflatoxin B,, aflatoxin B,,
ochratoxin A, zearalenone and deoxynivalenol, in water from the rice production chain. Five solvent combinations for extraction
were tested, with quantification performed by TLC/HPTLC and confirmation by LC-MS/MS. Mycotoxins in water from field and rice
industries were evaluated. Mycotoxin recovery levels were around 90%. Two samples from rice parboiling waste were contaminated
(deoxynivalenol/aflatoxin B, 110/9 ng mL"'; and deoxynivalenol, 100 ng mL™"). Zearalenone, deoxynivalenol and ochratoxin A (36,

30 and 28%) were carried to soaking water during parboiling.

Keywords: method validation; mycotoxins; water.

INTRODUCAO

O cultivo de arroz, em diferentes regides do mundo, € realizado
sob irrigacao artificial, como acontece no Rio Grande do Sul, o maior
produtor nacional do grdo. O sistema consiste em recobrir o campo
com dgua de mananciais hidricos até uma determinada etapa de
desenvolvimento da cultura.'> Durante o beneficiamento do grio, a
dgua € empregada para limpeza de instalagdes/equipamentos e para
o processo de parboilizacdo, onde € empregada em uma relacdo de
1:4 em massa:volume de grao e dgua, requerida para encharcamento
do grio realizado previamente ao beneficiamento.'

No arroz os contaminantes microbianos ou quimicos, quando
presentes, encontram-se principalmente nas camadas mais externas
do grido.*® A migragdo destes para dgua durante a irrigac@o € bastante
provavel, com consequente distribui¢do pelos mananciais, ou na etapa
de industrializagio, comprometendo a qualidade do efluente a ser des-
cartado. Embora diversos solutos possam comprometer a qualidade do
meio ambiente, as micotoxinas chamam a atenco por sua resisténcia
a tratamentos fisicos e quimicos mesmo os drdsticos,” o que sugere
a presenca em quantidades residuais que, difundidas pelo ambiente
hidrico, podem atingir animais e humanos usudrios do recurso.'*!!

A ingestdo de alimentos ou dgua contaminados com estes
compostos pode causar efeitos nocivos a saide humana e animal,
como depressdo do sistema imunoldgico e neuroldgico, distirbios
gastrointestinais, renais e até cincer.*”

Muitos estudos vém sendo conduzidos para avaliar a presenga
de micotoxinas em diferentes matérias-primas e alimentos.>>8!1:121415
Estes estudos motivaram, em 2011, a implantacdo de legislagdao
mais abrangente e rigida no Brasil,'* em fun¢io da ocorréncia destes
compostos. No entanto, o impacto destes contaminantes no ambiente
hidrico ainda € pouco estudado, requerendo uma avaliagdo de risco,
especialmente em regides produtoras de arroz irrigado, como o Rio
Grande do Sul, onde abundam recursos hidricos para o cultivo irri-
gado do arroz,'? outras culturas e para consumo humano e animal.
Nesta regido também se encontram as maiores empresas produtoras
do pafs, especialmente do arroz parboilizado.!

Outro fato que justifica a preocupagdo com a contamina-
¢do de dguas com micotoxinas sdo os frequentes relatos de
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ocorréncia de fungos toxigénicos e micotoxinas em arroz € seus
derivados.!3810.11121617 Dispor de método acessivel, confidvel, de
baixo custo, que gere pouco residuo para descarte, e apresente ampla
aplicabilidade para iniciar a avalia¢do do risco de danos ao ambiente
hidrico decorrente desta cadeia produtiva € uma estratégia primordial
para preservagao dos recursos hidricos.

Neste sentido, a técnica de cromatografia em camada delgada
empregando cromatofolhas recobertas com silica com menor es-
pessura (5 um) e nanoparticulas de silica apresenta as vantagens
da simplicidade de execucdo, rapidez, menor geragdo de residuo,
possibilidade de determinacdo simultinea de varias amostras
com eficiéncia resultante da uniformidade da fase estaciondria,
reutiliza¢do do eluente e baixo custo de manutencdo.'®! Estas
caracteristicas a torna acessivel a laboratérios de rotina simples
préximos aos locais de cultivo, em plantas industriais ou estagdes
de tratamento de efluente.:

No caso da detecgdo de analitos fluorescentes, como sdo algu-
mas micotoxinas, os limites de deteccdo atingem a ordem de 1 ng
e a linearidade pode ser visualizada em concentracdes até 15 vezes
mais elevadas.'®222 Estes niveis de sensibilidade sdo adequados
para atender as recomendacdes de diversos 6rgdos de normalizagio
analitica, ambientais e de seguranca alimentar.'>!3> Estes aspectos
nortearam este trabalho cujo objetivo foi adaptar e validar um método
multimicotoxinas simples e aplicdvel para determinar aflatoxina B,
(AFA B)), aflatoxina B, (AFA B,), ocratoxina A (OTA), zearalenona
(ZEA) e deoxinivalenol (DON) em dguas da cadeia produtiva do
arroz, visando disponibilizar um procedimento exequivel que possa
contribuir para a tomada de medidas preventivas contra danos am-
bientais decorrentes de cultivo e industrializagdo de grios, tendo o
arroz como ponto de partida.

PARTE EXPERIMENTAL
Solventes e reagentes

Os solventes metanol, acetonitrila, acetato de etila, cloroférmio
e outros reagentes de uso geral adquiridos foram de grau analitico
das marcas Vetec (Brasil) e Merck (Alemanha). Os padrdes das
micotoxinas AFA B, AFA B, OTA, ZEA e DON foram adquiridos
da Sigma Chemical Co. (USA) na forma de cristais.
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As placas de cromatografia de camada delgada (CCD) empre-
gadas foram de silica gel G 60, com 0,25 mm de espessura da marca
Merck (Brasil) e placas de cromatografia de camada delgada de alta
eficiéncia (CCDAE) de nanossilica gel de 0,2 mm marca Alugram
(Alemanha).

Solucdes padrao de micotoxinas

As solugdes padrdo de micotoxinas utilizadas foram preparadas
conforme método descrito por Bennett e Shotwell 10111216 Egte
consiste em se dissolver 5 mg de cada padrdo em 100 mL da mistura
de benzeno-acetonitrila (95:5). As solucdes estoques foram diluidas
de modo a resultar em solucgdes de trabalho cujas concentracdes
foram confirmadas espectrofotometricamente, em equipamento da
marca Varian/Cary — 100 Conc. As concentragdes das solugdes
padrdes foram estimadas a partir da absorvancia no comprimento de
onda e absortividade molar especifica de cada micotoxina.?’ Foram
empregadas as solugdes de trabalho com as seguintes concentracdes
1,25;1,5;7,4; 25,6 € 36,5 ug mL"! para AFA B, AFA B, OTA ZEA e
DON, respectivamente, que foram acondicionadas em frascos ambar
vedados e armazenados a -18 °C até o momento do uso.

Condic¢oes cromatograficas para determinacdo de micotoxinas

Foram utilizadas placas CCD previamente ativadas a 105 °C por
15 min e placas de CCDAE sem prévia ativagdo. As solucdes padrdes
foram aplicadas nas placas com microsseringas, marca Hamilton, em
volumes variando entre 5 e 30 puL, abrangendo faixa de linearidade de
visualiza¢@o da fluorescéncia dos padrdes sob luz UV. As micotoxinas
foram eluidas com uma mistura dos solventes tolueno, acetato de
etila e dcido férmico na proporgao de 60:40:10 (v/v/v). 1718 Apés a
eluic¢do, as placas foram secas a 25 °C e as AFAS e OTA visualizadas
diretamente em camara sob UV (366 e 254 nm), DON e ZEA foram
visualizadas ap6s derivagdo, que consistia em mergulhar as placas
em solucdo etandlica de cloreto de aluminio 15% (m/v), seguindo-se
aquecimento a 130 °C por 10 min.?' Foram determinados os fatores
de retardamento (Rf), limites de detec¢do (LD) e a linearidade de
detecgdo para os dois tipos de fase estaciondria. O LD foi determinado
aplicando-se nas placas solugdes padrdo que foram sendo diluidas
até a detecgdo do ponto de menor fluorescéncia visualizado por trés
analistas treinados. A massa de micotoxina detectdvel foi estimada a
partir deste volume de padrdo aplicado na placa e o limite de quanti-
ficacdo definido como trés vezes superior a massa do LD. A lineari-
dade da deteccdo da fluorescéncia das micotoxinas foi determinada
aplicando-se na placa solugdes padrdo em concentracdes crescentes,
sendo considerado o limite mdximo o ponto cuja fluorescéncia podia
ser distinguida do anterior por trés analistas treinados.'$20:%

Estabelecimento das condicoes para a extracdo simultinea das
micotoxinas

Foram testadas cinco condigdes de parti¢do para extragao simul-
tanea de AFA B,, AFA B,, OTA, ZEA e DON empregando 25 mL de
dgua residudria de parboilizacdo de arroz artificialmente contaminada
com padrdes de micotoxinas. As concentra¢des foram estabelecidas
a partir da definicio dos LD em placas CCD e CCDAE, testados em
trés niveis de fortificagdo especificados na Tabela 1. Os experimentos
para estabelecimento das condi¢des de extracdo foram realizados
em triplicata.

A contaminagdo artificial das amostras de dgua foi realizada
adicionando-se volumes de solu¢des padrdo em erlenmeier de 50
mL, de onde os solventes foram evaporados sob atmosfera de nitro-
génio. Em seguida, foram adicionados 25 mL de dgua residudria do

Quim. Nova

Tabela 1. Niveis de fortificacdo empregados para padronizacio da extracdo
das micotoxinas da amostra de dgua de parboilizagido

Micotoxina Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
(ng mL") (ng mL") (ng mL")
AFA B, 9 18 7
AFA B, 6 12 18
OTA 15 30 60
ZEA 70 140 210
DON 65 130 200

encharcamento do arroz, submetidos a agitagdo orbital a 150 rpm a
30 °C por 30 min antes da extracdo liquido-liquido testada em cada
experimento.

O experimento 1 consistiu em homogeneizar em blender 25 mL
de amostra contaminada, 130 mL de metanol e 15 mL de solugdo
de cloreto de potdssio 5% durante 5 min. A mistura foi clarificada
com 75 mL de sulfato de amodnio 30% (m/v) e 25 mL de celite. O
filtrado foi submetido a trés particdes sucessivas com 10 mL de
cloroférmio.'®

No experimento 2, foram homogeneizados em blender 25 mL
de dgua de parboilizagdo contaminada e 150 mL de uma mistura de
acetonitrila e dgua destilada e deionizada na propor¢ado de 14:1 du-
rante 5 min, seguido de trés parti¢des com 10 mL de cloroférmio.*
No experimento 3, foram homogeneizados em blender 25 mL de
amostra e 120 mL de uma mistura de metanol e acetato de etila na
proporcao de 9:3 durante 5 min, seguido de trés parti¢des sucessivas
com 10 mL de cloroférmio.””? A mistura extratora do experimento
4 foi constituida por metanol, acetato de etila na propor¢do de 8:2
homogeneizados em blender durante 5 min, seguido de trés parti-
¢des com 10 mL de cloroférmio.'® O experimento 5 consistiu em se
realizar trés extragdes sucessivas de 25 mL de amostra com 10 mL
de cloroférmio.'s

Ao final, os extratos cloroférmicos correspondentes a cada ex-
perimento foram coletados em frascos ambar, secos sob atmosfera
de nitrogénio a 25 °C e vedados com tampa de rosca.

Os residuos secos foram ressuspensos em 200 uL. de benzeno,
agitados em banho ultrassom por 60 s e 20 ou 30 pL aplicados em
CCD e CCDAE para determinacio das micotoxinas. A identificacio
das micotoxinas foi realizada por comparacdo com os Rf dos pa-
drdes e a quantificaco foi realizada comparando-se a intensidade da
fluorescéncia com série de padrdes aplicados as placas em massas
crescentes para cada micotoxina.

O experimento que resultou em maiores percentuais de recu-
peracdo para todas as micotoxinas foi repetido usando-se amostras
contaminadas em trés niveis para a confirmacao dos resultados empre-
gando cromatografia liquida acoplada a espectrometro de massas em
sequencial, no Laboratério de Contaminantes Organicos e Metélicos
da Escola de Quimica e Alimentos da FURG.

O equipamento utilizado foi um cromatégrafo liquido Alliance
Separtaions Module 2695, da marca Waters (Milford, USA), equipado
com: amostrador automatico; bomba quaterndria; forno para coluna
e sistema de desgaseificagdo; detector de massas (Micromass Quatro
Micro API) com fonte API, utilizando eletrospray, atuando no modo
SRM; sistema de aquisic@io de dados software MassLynx e QuanLynx
4.1; sistema gerador de nitrogénio Peak Scientifics e coluna XTerra®
MS C18 (50 x 3 mm x 3,5 um didmetro interno).

A fase movel empregada foi composta por uma mistura de
metanol e solucdo de dcido acético a 0,5% (90:10 v/v), numa vazio
de 0,2 mL min e volume de injecdo 10 pL. No detector de massas,
as condi¢des foram voltagem capilar 3,5 kV, temperatura da fonte
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Tabela 2. Resultados dos parametros otimizados dos compostos analisados por LC- MS/MS

Micotoxinas Transicao (m/z) t, (min) Equacgio da reta Coeficiente de correlacao
Aflatoxina B, 313>241°313 > 285 1,58 y=254550x+186,024 0,9947
Aflatoxina B, 315 >287% 315> 259 1,65 y=145703x+170,848 0,9969
Ocratoxina A 404 > 239> 404 > 358 1,80 y=109432x+256,753 0,9874
Zearalenona® 317> 1317317 >175 1,69 y=5294,25x+3,14475 0,9965
Deoxinivalenol” 355>58,8355>295,2 1,47 y=241,819x+1,93418 0,9991

“Fonte de ionizagdo em modo negativo; “transicao usada para quantificagdo.

120 °C e dessolvatacio 400 °C, determinadas no modo positivo para
AFA B,, AFA B,, OTA, e negativo para DON e ZEA (Tabela 2).%

Indicativos de mérito do método

Escolhido o procedimento de extragdo e as condi¢des cromatogra-
ficas ideais, o método foi avaliado quanto aos valores dos indicativos
de eficiéncia para aplicabilidade em dgua, sendo: limite de detec¢io
do método (LD) expresso em ng mL™; limite de quantificagio (LQ)
expresso em ng mL'; exatiddo através dos ensaios de recuperacdo
e precisdo, pelo célculo dos coeficientes de variagdo de 6 andlises
consecutivas.?2

Aplicabilidade

O método proposto foi empregado para realizar um levantamento
de ocorréncia das micotoxinas em amostras coletadas em campos
experimentais, realizadas em triplica, em diferentes periodos da
irrigagdo (16). Também foram coletadas amostras de dgua residudria
da etapa de encharcamento (6) durante o processo de parboilizagio
de arroz em empresas beneficiadoras da regido sul do Brasil.

Amostras de dgua residudria de encharcamento foram produzidas
em experimentos de laboratdrio, contaminando-se artificialmente
arroz em casca. Estas aliquotas, 60 g de arroz em casca isento de
contaminac¢do com micotoxinas, foram acomodadas em recipientes
de vidro (volume 0,5 L) e contaminadas artificialmente com solucio
padrdo contendo mistura de concentra¢do conhecida das micotoxinas.
Esta solugdo foi distribuida em diferentes pontos da superficie da
massa da amostra, evitando-se a aderéncia nas paredes dos recipientes,
que foram deixados em temperatura ambiente (25 °C).

As massas de micotoxinas empregadas para contaminagdo do
arroz em casca, dois niveis, estdo apresentadas na Tabela 3. Os ni-
veis adotados foram estimados a partir de trabalhos anteriores que
avaliaram a migracio de micotoxinas para o interior do grao durante
o processo de parboiliza¢do, além dos LD.!!

Tabela 3. Contaminac@o artificial do arroz em casca para a parboilizacao
em laboratdrio

Micotoxinas Nivel 1 (ug g™ Nivel 2 (ug g")
AFA B, 0,2 0.4
OTA 2,5 5,0
ZEA 10,0 20,0
DON 12,0 16,0

As amostras contaminadas e controle foram submetidas a enchar-
camento com 180 mL de dgua destilada em intervalos de tempos pré-
-estabelecidos de 4 e 6 h a 60 °C. Os niveis adotados foram estimados
a partir dos valores de LD e de trabalhos anteriores que avaliaram a
migragdo de micotoxinas para o interior do grdo durante o processo

de parboilizagdo.'*!* As amostras de dguas provenientes da drenagem
dos diferentes recipientes de encharcamento foram analisadas quanto
a presenca das micotoxinas pelo método adaptado.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Condicoes cromatogrificas para determinacio das micotoxinas

A CCD e, atualmente, a CCDAE vém sendo recomendadas para
deteccdo de compostos fluorescentes em matrizes pouco comple-
xas,'®?* mesmo com a disponibilidade de instrumentagdo analitica
dotada de detector em fluxo ou de imunofluorescéncia. Especialmente
por ser a técnica adaptével para determinagdes precisas em condigdes
de infraestrutura simples, com vantagem sobre as técnicas de imu-
noafinidade, por propiciar a avaliacdo de multitoxinas em diversas
amostras simultaneamente.

Neste trabalho, onde as amostras foram dguas provenientes de
diferentes etapas da cadeia produtiva do arroz, a utilizagao de CCD
e CCDAE foi considerada promissora para compor um método exe-
quivel, sem a necessidade de infraestrutura sofisticada, resultando
em um procedimento rdpido para controle em rotina de produgdo e
com pequena geragao de residuos para descarte.

Os valores de Rf, LD e LQ das micotoxinas avaliadas em CCD
e CCDAE estdo descritos na Tabela 4. A estimativa da resolugdo
cromatografica apresentou valores entre 0,2 e 0,8 nos dois sistemas
cromatograficos, mostrando a adequagdo da separacdo obtida nas
condicdes de eluicio adotadas. Da mesma forma, os valores de LD
e linearidade foram aplicdveis ao acompanhamento da etapa de
preparacdo de amostras de dgua, pois atendem as recomendagdes da
literatura para micotoxinas em outras matrizes,>** visto que nio estio
disponiveis limites legais para amostras de dgua. Cabe salientar que
o emprego de placas CCDAE diminuiu em até trés vezes os valores
dos LD das micotoxinas AFA B,, ZEA e DON.

Tabela 4. Caracteristicas das técnicas cromatograficas para a determinacao
de micotoxinas

Rf LD ng LQng
Micotoxina
CCD CCDAE CCCD CCDAE CCD CCDAE
AFA B1 0,17 0,64 1,5 1,0 4,5 3
AFA B2 0,29 0,68 5 1,2 15 4
OTA 0,66 0,80 12 7,0 36 21
ZEA 0,71 0,90 76 26 228 78
DON 0,13 0,48 73 27 219 71

CCD: cromatografia de camada delgada; CCDAE: cromatografia de camada
delgada de alta eficiéncia; Rf: fator de retardamento; LD: limite de detecgdo;
LQ: limite de quantificagdo

Em estudo realizado por Garda et al.'® para determinagio de mi-
cotoxinas em cerveja por CCD, foram obtidos resultados semelhantes
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para AFAs 4,0 ng, ZEA 30 ng, OTA 7 ng e DON 30 ng.
Extracao das micotoxinas

Desde 1976 a extracdo em fase sélida tem sido adotada para
preparo de amostras para anélises cromatograficas posteriores,*! pelo
menor consumo de solventes, ndo formagao de emulsdes, eficiéncia
de recuperagdo, entre outras vantagens. No entanto, neste trabalho a
proposta foi adaptar um procedimento acessivel e rapido para verificar
a ocorréncia de micotoxinas de familias quimicas distintas, que de-
mandariam a necessidade de emprego de mais de um tipo de sorvente
para cada amostra, o que acarretaria em custo e aumento do tempo
de execugdo do procedimento. Além disso, os sorventes, embora
disponiveis para diferentes aplicagdes, dificilmente sdo reutilizdveis
e, portanto, geram material para descarte s6lido.*

A extragdo liquido-liquido foi adotada, pois tem sido relatada
na literatura como técnica tradicionalmente empregada para matri-
zes liquidas para determinacdo de multimicotoxinas.'®82127-2 Qg
solventes estudados também vém sendo mencionados na literatura
para extragdo destes analitos em graos e bebidas fermentadas com
sucesso, apesar da complexidade das matrizes.>!%16:1718212226 Eoram
necessdrias adaptagdes para adequar as condi¢des de interaciio dos
solventes mencionados pela literatura ao estado fisico da matriz,
considerando-se a propor¢do entre extratores, volume da amostra e
tipo de interferentes.

A amostra empregada para o estabelecimento das condicdes de
extragdo foi a dgua residudria da etapa de encharcamento durante a
parboilizagio do arroz em casca isento de contaminagdo. Esta esco-
lha foi por representar a condi¢do de interferéncia com maior efeito
durante o monitoramento de dguas da cadeia produtiva do arroz."

A Tabela 5 apresenta os resultados expressos como porcentagem
de recuperacido e coeficiente de variag@o dos testes de extragdo. Os
niveis de recuperacdo das micotoxinas obtidos no experimento 1
mostraram que a mistura extratora foi ineficiente, devido a sua grande
variabilidade e por nfo recuperar as toxinas de Fusarium (DON e
ZEA) dentro dos limites de detec¢do das técnicas cromatograficas
adotadas. Recuperar estas toxinas € importante, especialmente quan-
do se considera que espécies tipicas de Fusarium podem infectar o
arroz no campo, especialmente tendo como meta monitorar também
a contaminacdo das dguas de irrigag@o, nas quais representariam o
maior risco.>8102627

No experimento 4 ndo foi possivel recuperar nenhuma micoto-
xina de interesse, ao passo que no experimento 5, onde foi realizada
a parti¢do diretamente com o cloroférmio, os niveis de recuperagio
variaram entre 72 a 97%, conforme recomendagdes do INMETRO,”
Comunidade Europeia® e outros 6rgdos que dispdem sobre indicativos
de confiabilidade analitica.”® Garda et al.'® encontraram, empregando
este mesmo solvente para amostras de cerveja, niveis de recuperagao si-
milares. O cloroférmio mostrou-se adequado a extragiio simultinea das
micotoxinas também pela repetibilidade, demonstrada por coeficientes
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de variagdo inferiores a 20%.3»

O experimento 3 também foi promissor, pois ZEA e AFAB, foram
recuperadas em niveis proximos a 70% da contaminag@o inicial. No
experimento 2, apenas a ZEA foi recuperada em niveis aceitdveis com
boa precisio.”?

A condicdo de parti¢do que resultou em maior recuperacio das
micotoxinas simultaneamente teve seus resultados confirmados por
LC/MS-MS e a comparagdo dos resultados mostrou um coeficiente
de correlagdo de 0,87 para trés niveis de contaminagao testados. Isto
demonstra que a extracdo liquido-liquido para determinac@o simul-
tanea das micotoxinas de dguas provenientes da cadeia produtiva
do arroz € confidvel para aplicacdo em rotina rdpida na avaliagio
de qualidade de dgua ou efluente da inddstria. Outra vantagem foi
que mesmo ndo empregando a extragdo em fase sélida, o volume de
solvente utilizado foi compardvel ao desse, sem resultar em material
para descarte sélido.

Método adaptado e validado

A partir destas consideragdes, o método proposto para extragdo de
multimicotoxinas consistiu em tomar 25 mL da amostra e submeter
a trés extracdes liquido-liquido sucessivas de 10 mL de cloroférmio.
Homogeneizar as trés aliquotas eluidas em banho ultrassom e separar
em trés porgodes, sendo duas de 10 mL e uma com o restante. Secar
os extratos em banho-maria a 50 °C sob atmosfera de nitrogénio.
Para a etapa cromatograéfica, ressuspender o residuo seco em 200 uL
de benzeno, homogeneizar em banho ultrassom e aplicar 20 e 30 uL
em placas CCD e CCDAE, respectivamente.

Os indicativos de mérito do método estdo apresentados na
Tabela 6. As faixas de linearidade abrangidas pelo método completo
foram estimadas considerando-se as etapas de extracio e determi-
nacao cromatografica. As variacoes foram entre 0,9 e 13,2 ng mL"!
para AFA B; 0,72 e 4,2 ng mL ' para AFA B,; 4,2 ¢ 40,8 ng mL"
para OTA; 15,6 e 230 ng mL"! para ZEA e, 16,2 ¢ 219 ng mL"!' para
DON. Essas faixas amplas permitem sua aplica¢do em amostras com
diferentes niveis de contaminacio, como pode ocorrer em locais de
cultivo ou beneficiamento.

Ocorréncia de micotoxinas em aguas coletadas da cadeia
produtiva do arroz

O método validado aplicado para avaliar a ocorréncia de micoto-
xinas em 22 amostras da dgua da cadeia produtiva do arroz mostrou
que ndo havia contaminag¢do detectdvel em dguas de irrigagdo, dentro
dos LD e LQ obtidos nas condi¢des do método. No entanto, duas
amostras de dgua residudria do processo de parboilizacdo estavam
contaminadas, uma com AFA B, e DON, respectivamente, com 9 e
110 ng mL" e outra com DON, 100 ng mL"! (Figura 1).

Esses resultados sugerem que os grios submetidos ao processo
industrial estavam contaminados e que as micotoxinas detectadas

Tabela 5. Recuperacdo de micotoxinas nos sistemas de particao e seus coeficientes de variagdo

Recuperagio % (CV*)

Micotoxina Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 Experimento 4 Experimento 5
AFA B, 26,5 (143) <LD 53.09) <LD 89 (14)
AFA B, 33,4 (109) <LD 70 (1) <LD 96 (2)

OTA 27 (10) <LD 40 (1) <LD 89 (1)
ZEA Nd 97 (4,5) 80 (14) <LD 97 (2)
DON Nd 7(1) 60(1) <LD 72 (2)

*CV: Coeficiente de variacdo em %; Nd: abaixo do limite de detec¢do.
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Tabela 6. Indicativos de mérito do método adaptado para determinagdo
simultdnea de micotoxinas em dguas da cadeia produtiva do arroz

C011'c§n'trag§0 Concentragdo cv Recuperagio
inicial recuperada
(ng mL") (ng mL") %) (%)
AFA B,
9 8,0 4,1 89
18 16 2,1 89
27 24 4 89
AFA B,
6 5,7 7.4 95
12 11,5 4,6 96
18 17,3 4,0 96
OTA
15 13,2 12 88
30 26,7 6,1 89
60 534 11 89
ZEA
70 67,9 8 97
140 137,2 5 98
210 205,8 12 98
DON
65 47,5 4,0 73
130 92,3 4,5 71
260 187,2 4,8 72
CV: Coeficiente de variagdo
MRM of 8 channels, ES-
et 1.47* 355>58.8
%]
i 3,08
A —— e S
MRM of 8 channels, ES-
100 2,20 355>295.2
%3 1,47
0-""I""I'{:I\"“'l""l""l""l""l""l"" min

1,00 2,00 3,00 4,00

Figura 1. Cromatograma SRM obtido de amostra residudria do processo de
parboilizagdo contaminada com DON (t,1,47)

podem representar contaminag@o prévia por micota toxigénica no
campo e/ou durante 0 armazenamento, que migrou para a agua.
Também indicam que efluentes industriais podem veicular toxinas
naturais presentes no grao, além do risco de outros contaminantes ja
analisados rotineiramente.

Migracio de micotoxinas para agua durante a parboilizacio

A determinagdo do experimento laboratorial para avaliar a
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cinética de migracdo das micotoxinas para o grio foi motivada
pela deteccdo delas nas amostras de dgua provenientes de empresas
beneficiadoras de arroz. Além disso, Dors et al.'’ e Coelho et al.'*
j4 haviam demonstrado a migra¢do das micotoxinas aqui estudadas
para o interior do grdo e, em algumas condigdes, os valores iniciais
e finais sugeriam que uma parte da contaminacio inicial poderia ter
sido lixiviada para a agua de encharcamento. Portanto, verificar o
efeito do tempo de encharcamento e da contaminag@o inicial de griaos
submetidos ao processo, através da determinacdo das micotoxinas na
agua, além de permitir avaliar a robustez do método validado, pode
se constituir num subsidio interessante para a tomada de providéncias
visando a manuteng¢do da qualidade dos mananciais hidricos.

As condicdes de processo adotadas no experimento, com relagdo
aos intervalos de encharcamento, observaram as faixas adotadas em
empresas regionais, também empregadas em experimentos para estudos
dos niveis de lixiviagdo de outros compostos quimicos para o efluente
de parboiliza¢do.!*!213

Os resultados apresentados na Tabela 7 demonstram que o tempo
de encharcamento € um fator importante na contaminagdo das dguas
residuais por micotoxinas, da mesma forma que para outros residuos
quimicos. As micotoxinas ZEA, DON e OTA foram as que apresen-
taram os maiores percentuais de migragdo para dgua, 36, 30, 28%,
respectivamente.

Tabela 7. Migracao de micotoxinas para dgua residudria de parboilizacdo de
graos artificialmente contaminados

Recuperagio (%)

Contaminagio
Micotoxinas NI1/N2 N1 N2
(hegh 4h 6h  4h  6h
AFA B, 0,17/ 0,4 6 6 18 18
OTA 2,5/5 12 12 24 30
ZEA 10/20 <LD 28 20 36
DON 12/16 20 28 12 18

N1- Nivel 1 de contaminaco; N2- Nivel 2 de contaminaco; Nd- Nao detectado

Dors et al.'® demonstraram que durante a parboiliza¢do ocorria um
aumento do nivel de contaminac¢@o de DON no endosperma, mas que
parte da micotoxina ficou retida na casca do grio, cuja migragdo foi
influenciada pelo tempo de encharcamento e nivel de contaminagao, o
que foi consistente com os dados obtidos para a 4gua. No presente es-
tudo também foi demonstrada a ocorréncia de redistribui¢@o de solutos
propiciada pelo processo de parboiliza¢@o na etapa de encharcamento.
Dors et al.'* atribuiram a permanéncia de DON na casca do grdo a
complexacdo com a silica associada a celulose e lignina. No presente
trabalho, esta afinidade de DON com a silica ficou demonstrada pelo
seu baixo Rf (0,13) em CCDAE quando comparado ao das outras
micotoxinas.

Estas observagdes sugerem que em caso de contaminacao de arroz
em casca com a micotoxina DON, a possibilidade da lixiviagdo para o
interior do grdo € maior do que para a dgua. Neste caso, a distribuicdo
ocorre em fungdo do tempo e da quantidade do contaminante. Quanto
a contaminacao observada nas amostras de dgua coletada em empresas,
os niveis de contaminac@o da matéria-prima podem ter sido elevados,
conforme visto nos resultados do experimento realizado.

Os baixos teores de migracao das AFAs para a dgua estdo consisten-
tes com o estudo de Coelho et al.,'* onde ficou demonstrada a migracdo
destas toxinas para o interior do grao durante a etapa de encharcamento.

E importante salientar que, quando comparadas a outros solutos,
tais como carboidratos, minerais e proteinas,'> a migragio destas mi-
cotoxinas apresentou baixos percentuais em relacdio a contaminagio
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inicial, o que ja era esperado em funcéo da pouca afinidade por solven-
tes polares. No entanto, o risco de acimulo nos corpos hidricos ficou
demonstrado pelas amostras naturais e experimentais, podendo afetar
a biota de mananciais e ocasionar danos na qualidade da dgua para as
culturas, em processos industriais ou para consumo.

Considerando o perfil observado de migragdo de micotoxinas,
seria importante avaliar suas interagdes com alguns solutos, visto que
DON e AFAs podem ser adsorvidos por moléculas proteicas ou ter
sua solubilidade alterada e migrar mais facilmente para o meio. !¢

Dada a importancia da exposicdo humana as micotoxinas para
a saude publica e as demonstragdes de varidveis bidticas e abidticas
que favorecem a produg@o de micotoxinas por espécies toxigénicas
nas cadeias agropecudrias*!*12!¢17 e os resultados do trabalho, ficou
demonstrada a urgéncia da avaliacdo deste impacto nas dguas residud-
rias antes de seu descarte pelas agroindustrias ou durante a drenagem
de campos de cultivo. No caso das micotoxinas, esta necessidade ¢
reforgada pelo fato delas serem termoestdveis e bioacumulativas,
com consequente prejuizo ao meio ambiente, nem sempre facilmente
associado a sua ocorréncia nas aguas dos mananciais hidricos.

CONCLUSAO

A extragdo liquido-liquido de micotoxinas de amostras de dguas
da cadeia produtiva do arroz com cloroférmio, seguida por determi-
na¢do em CCD ou CCDAE possibilitou a recuperagdo simultinea
de AFA B,, AFA B,, OTA, ZEA e DON em niveis superiores a 70%
e variabilidade inferior a 15%, permitindo a proposicéo e validacio
de um método confidvel, de facil execucdo e com baixos teores de
residuos para descarte.

A detecgdo de micotoxinas em duas amostras de dgua residudria
do processo de parboilizagdo, sendo numa delas AFA B, e DON (9
e 110 ng mL™") e na outra DON (100 ng mL""), além de demonstrar
a necessidade de cuidados com as matérias-primas empregadas e
suas consequéncias no ambiente, indica a aplicabilidade do método
validado.

O estudo de migracdo de micotoxinas de grdos artificialmente
contaminados para a dgua residudria de parboilizacdo reforcou a
informacdo que o risco de contaminac@o existe, em especial para
ZEA, OTA e DON.
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