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DETERMINACAO DE DEOXINIVALENOL E ZEARALENONA EM ARROZ NATURAL E PARBOILIZADO E
SUAS FRACOES UTILIZANDO QuEChERS E HPLC/UV-FL
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DETERMINATION OF DEOXYNIVALENOL AND ZEARALENONE IN NATURAL AND PARBOILED RICE AND THEIR
FRACTIONS USING QuEChERS AND HPLC/UV-FL. The QUEChERS extraction method followed by quantification using HPLC/
UV-FL was evaluated for deoxynivalenol (DON) and zearalenone (ZEA) determination in natural and parboiled rice and their fractions
(bran and husk). The comparison between QUEChERS and partition with acetonitrile extraction showed that the first one was better. It
presented higher recovery (91% for DON, 105% for ZEA) wih precision ranging from 1.5 to 18.6%. The limits of quantification were
22.2 ug kg for DON and 4.3 pg kg for ZEA. DON and ZEA showed higher levels in endosperm of parboiled rice (8 e 111.7 ug kg'!,

respectively) when compared to natural rice.
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INTRODUCAO

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por fun-
gos toxigénicos, como algumas espécies de Fusarium, Aspergillus e
Penicillium. O crescimento flingico e produg¢io de micotoxinas depen-
dem de uma complexa interagdo de diversos fatores, como atividade
de agua, temperatura, oxigénio e substrato. Entre as micotoxinas, as
de Fusarium, deoxinivalenol (DON) e zearalenona (ZEA) (Figura 1)
sdo de especial importancia, pois geralmente sdo formadas no campo,
antes da colheita e sua ocorréncia € dificil de ser evitada devido ao
grande impacto das condi¢des abidticas.'?
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Figura 1. Estruturas quimicas das micotoxinas DON (A) e ZEA (B)

A frequéncia de contaminagdo de cereais e seus derivados por
DON e ZEA ¢ elevada,** o que tem levado a ado¢do de medidas
para evitar danos imunolégicos e neuroldgicos a saide de humanos
e animais de criacdlo, através do monitoramento e controle destes
compostos em diversos niveis da cadeia produtiva.’ Dentre as medi-
das destaca-se o estabelecimento de métodos analiticos envolvendo
técnicas quantitativas para deteccdo de multitoxinas, com parametros
de desempenho que garantam a confiabilidade dos resultados.®®

O estabelecimento de procedimentos analiticos eficientes e que
gerem o minimo de residuos para descarte vem sendo um desafio
constante para analisar contaminantes.” Atendendo a esta demanda,
em trabalho prévio'® foi proposto um procedimento para extracdo de
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agrotéxicos denominado QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective,
Ruged and Safe), que se caracteriza pela extragdo rapida, confidvel,
facil, econdmica, robusta e segura de analitos a partir de matrizes
complexas. Este procedimento vem sendo amplamente utilizado para
extrag@o de agrotéxicos''? e foi adaptado para as micotoxinas ocrato-
xina A e citrinina em arroz e derivados,'® para aflatoxinas, ocratoxina
A, citrinina, eniatina e beauvericina em ovos'* e para aflatoxinas em
massa para macarrdo.”> Assim, o procedimento é promissor para
extracdo de toxinas distintas em diversas matrizes.

O arroz € um cereal de consumo frequente e produzido em muitas
regides utilizando sistema irrigado, o que propicia elevada atividade
de agua a planta e favorece a contaminacdo flingica no campo, no
entanto sdo escassas as informagdes sobre ocorréncia de toxinas de
Fusarium neste grao e suas fragdes de beneficiamento.'®

A possibilidade de aplicar o método de extracio QuUEChERS
para determinar simultaneamente DON e ZEA em arroz e seus
derivados poderd contribuir com a seguranca alimentar e a con-
servac¢ao do ambiente, visto que o método produz uma quantidade
minima de residuos para descarte em relagdo aos procedimentos
cldssicos de extragdo.’

A determinagdo de biomassa fingica também € uma informagao
importante, pois pode avaliar o risco de ocorréncia de micotoxinas
e de degradacdo da matéria-prima ou produto. No caso de conta-
minagdo de uma matriz por fungos filamentosos ndo ¢ facil fazer
a determinagdo direta da biomassa, devido a separag@o ineficiente
dela do substrato. A biomassa pode ser medida indiretamente pela
determinagdo de componentes celulares como glicosamina (presente
na quitina), ergosterol (presente na membrana celular), proteinas ou
dcidos nucleicos e, até mesmo, atividade de enzimas exocelulares.!”
A medida da glicosamina € considerada um bom indicador para
estimar o desenvolvimento flingico, uma vez que estd presente nos
fungos que contaminam materiais vegetais que comumente sao
utilizados como substratos em fermentacéio em estado sélido, onde
o conhecimento do desenvolvimento da micota ¢ fundamental para
estabelecer rotina de monitoramento e controle nos diferentes pontos
da cadeia produtiva.'$?!
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Os objetivos deste trabalho foram validar método para determi-
nagdo de DON e ZEA em arroz (natural e parboilizado) e em seus de-
rivados (endosperma, casca e farelo), utilizando a técnica de extracio
QuEChERS e andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
os detectores espectrofotométrico e por fluorescéncia e relacionar a
produgdo de micotoxinas com o desenvolvimento flingico, indicado
pelos teores de glicosamina.

PARTE EXPERIMENTAL
Padroes analiticos e reagentes

Os padrdes analiticos das micotoxinas DON (pureza > 98%) e
ZEA (pureza > 98%) foram obtidos da Sigma-Aldrich (Sdo Paulo,
Brasil).

As fases moveis utilizadas para determinagdo cromatogra-
fica (acetonitrila grau cromatografico J. T. Baker Mallinckrodt,
Phillisburg, NJ, USA e agua ultrapurificada em sistema Direct-Q
UV3®deresistividade 18,2 MQ cm, Millipore, Bedford, USA) foram
previamente desgaseificadas em banho ultrassonico (Ultrassonic
Cleaner Unique, 1600 W) e a acetonitrila filtrada em filtro Millipore
(Supelco, 58067), com poros de 0,45 um de didmetro.

Preparo das solucoes

As solucdes analiticas estoque de cada micotoxina continham
50 mg L' e foram preparadas pela dissolugdo do padrio sélido em
benzeno:acetonitrila (95:5), considerando-se o grau de pureza, e
estocadas a 4 °C no caso do DON e -18 °C da ZEA. A estimativa da
concentracdo das solugdes trabalho foi realizada em espectrofotome-
tro UV-Vis (modelo Cary 100-Varian) em comprimento de onda de
maxima absorcdo de 260 e 317 nm e absortividade molar de 1410 e
6060 L mol! cm™! para DON em acetato de etila e ZEA em benzeno,
respectivamente.*

Instrumentaciio e condi¢oes cromatograficas de analise

Foi utilizado um sistema de cromatografia liquida de alta efi-
ciéncia Shimadzu (Quioto, Japao) constituido por um sistema de
bombas (modelo LC-AT), desgaseificador da fase mdvel (modelo
DGU), controlador (modelo CBM-20A), injetor manual com alga
de amostragem de 20 pL (modelo 7725i) e com dois sistemas de
deteccdo espectrofotométrico (modelo SPD-20A) e por fluorescéncia
(modelo FL-10AXL). O controle do equipamento e aquisi¢ao dos da-
dos foi feito pelo software LC Solution. As andlises foram realizadas
utilizando-se uma coluna cromatogrifica C-18 Bondesil (250 x 4,6
mm, com particulas de 5 um), mantida a temperatura ambiente. A
fase utilizada foi constituida por acetonitrila:dgua (7:93, v/v), com
elui¢do no modo isocrdtico e vazdo de 0,6 mL min™.

Preparacao das amostras

As amostras de arroz (cultivar BR-IRGA 417) foram semeadas
no sistema de cultivo minimo em campos experimentais do Instituto
Rio-Grandense do Arroz (IRGA), com e sem aplicagdo dos fungi-
cidas trifloxistrobina, propiconazol, azoxistrobina e ciproconazol.
Ap6s a colheita, as amostras foram secas até 13% de umidade e
beneficiadas na forma de arroz natural e parboilizado em engenho
de provas. A parboilizacdo foi realizada empregando uma relacdo
massa de grios:dgua de 1:1,5 a 65 + 2 °C durante 5 h, autoclavados
a 116 + 1 °C com pressao de 0,6 + 0,05 kPa por 10 min, secos a 40
+ 1 °C até atingir 13% de umidade. Durante o beneficiamento fo-
ram separadas as fragdes casca, farelo e endosperma amildceo de 6
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campos experimentais (3 campos tratados com fungicidas durante o
cultivo e 3 sem tratamento), que foram encaminhadas ao Laboratdrio
de Micotoxinas e Ciéncia de Alimentos da Universidade Federal do
Rio Grande (FURG), onde foram moidas em moinho de facas. Foram
realizadas as determinagdes de micotoxinas e glicosamina na fracio
retida na peneira de 24 mesh (710 mm).

Extracao das micotoxinas

A extrag@o das micotoxinas DON e ZEA foi realizada de acordo
com o procedimento de QuUEChERS" e, também, empregando o
método de particdo liquido-liquido com acetonitrila.’

Extragdo das micotoxinas com o método QuEChERS

Foram pesados 10 g de amostra em um erlenmeyer de 250 mL
e adicionados 20 mL de dgua destilada e 20 mL de acetonitrila aci-
dificada com 0,2 mL de acido acético glacial. A mistura foi levada
ao agitador horizontal (5 min/800 g) e ap6s foram adicionados os
sais (1,5 g de sulfato de magnésio e 0,85 g de acetato de sédio) e
agitada por 5 min. O extrato foi centrifugado (10 min/1400 g) e foram
adicionados sais (0,3 g de sulfato de magnésio e 0,2 g de celite) em
6 mL do sobrenadante, o qual foi agitado manualmente por 1 min.
Foram coletados 3 mL do sobrenadante, que foi seco sob fluxo de
nitrogénio. Para a quantificagao, o residuo seco foi ressuspenso em
1 mL da fase mével e centrifugado a 1200 g (Eppendorf Centrifuge
5410, Hamburg, Germany).

Extragdo das micotoxinas com o método de particdo liquido-
liquido

Em erlenmeyer de 250 mL foram pesados 10 g de amostra e adi-
cionados 100 mL de acetonitrila-dgua (3:1), que foram misturados em
um agitador horizontal por 30 min. O extrato foi filtrado com papel
filtro (Whatman N° 1), transferido para um funil de separacio e desen-
gordurado duas vezes com 10 mL de hexano. Na fase acetonitrila-dgua
foi adicionado 1 g de cloreto de sodio. A fase orgénica foi evaporada
a 45 °C sob pressdo reduzida. O residuo foi dissolvido com 3 mL
de metanol e 27 mL de cloroférmio e centrifugado (10 min/1400 g).
Foram coletados 10 mL do sobrenadante, para secagem sob fluxo de
nitrogénio. Para a quantifica¢@o, o residuo seco foi ressuspenso em
1 mL da fase modvel e centrifugado a 1200 g (Eppendorf Centrifuge
5410, Hamburg, Germany).

Validacio do método

Os parametros de desempenho avaliados seguiram o recomendado
pelos guias da International Conference on Harmonisaton (ICH),
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) e Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial
(INMETRO),*”? sendo eles:

Seletividade

A seletividade foi avaliada comparando-se o sinal gerado pela
injecdo da matriz isenta das micotoxinas e desta adicionada de
padrdo.3?

Limite de detecgdo (LOD) e de quantifica¢do (LOQ)

Para a determinacdo do LOD, e do LOQ; do instrumento foram
realizadas injecdes de solugdes padrdo em ordem decrescente de
concentracdo (3; 2; 1; 0,1; 0,01 ug mL"! para DON e 1; 2; 0,2; 0,04
e 0,002 pg mL"! para ZEA) até que o sinal do pico atingisse uma
altura tr€s vezes superior ao sinal/ruido da linha de base, no tempo
de retencdo do composto de interesse. Para a determinagio do LOQ,,
adotou-se 10 vezes o sinal/ruido da linha de base.’
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Curva analitica e linearidade

A linearidade do instrumento e dos métodos foi avaliada pela
construcdo de curvas analiticas através de padronizacéo externa com
solugdes analiticas nas concentragdes: 1; 3; 5; 8 e 10 pg mL"' para
DON e 0,2; 0,6; 0,8; 1 e 2 ug mL"! para ZEA, preparadas a partir de
solugdes trabalho de 10 ug mL' de DON e 2 ug mL"! de ZEA. Cada
solucdo foi injetada trés vezes e os dados de regressdo linear foram
obtidos com auxilio do software do equipamento.

Precisdo

A precisdo instrumental foi avaliada a partir de 10 injecdes suces-
sivas de uma concentracé@o do estudo da linearidade do instrumento,?
sendo elas: DON - 3 uyg mL! e ZEA - 0,6 uyg mL"".

A precisdo dos métodos de extracdo foi avaliada em termos de
repetibilidade (CV,) e precisdo intermedidria (CV ) ap6s fortificagio
do arroz com casca moido (isento de micotoxinas) em trés niveis, cada
um em triplicata:® 4,5; 7,5 ¢ 10,5 ug kg para DON e 0,9; 1,5 ¢ 2,1
ug kg! para ZEA. A repetibilidade (precisio intraensaio) foi avaliada
de acordo com recomendagoes da ICH* e ANVISA,° realizando-se
9 injegdes, sendo trés niveis de concentragcdo do padrdo em tripli-
cata. Um estudo de precisdo intermedidria foi adotado para melhor
representar a rotina analitica, sendo realizada por dois analistas
seguindo as mesmas recomendacdes adotadas para a repetibilidade.®*
Os resultados foram expressos através da estimativa do coeficiente
de variagdo (CV%).

Exatiddo (recuperagdo)
A exatidao foi avaliada pela andlise das mesmas amostras do
estudo da preciséo.*%%

Determinacao do teor da glicosamina

Nas mesmas amostras em que foram determinadas as micotoxi-
nas, foi realizada a determinacio de glicosamina como indicativo do
desenvolvimento fiingico.?

Foram adicionados 5 mL de HC1 6 M a 1 g de amostra moida e
apos 2 h de fervura, a amostra foi filtrada. Do filtrado, foi transferido
1 mL para baldo de 25 mL, adicionando-se solucio alcodlica de fe-
nolftaleina 0,5% e neutralizando-se com solu¢do de NaOH 3 M. Foi
realizada titulagdo reversa com solug@o de KHSO4 1%, e o volume do
baldo aferido com dgua destilada. Para quantificacio da glicosamina
foram utilizados 3 mL do extrato e 1 mL de solucao de acetil acetona
em NaZCO3 0,25 M (1 mL de acetil acetona em 50 mL de solucio
Na,CO, 0,25 M) que foram colocados em um tubo de ensaio em
banho-maria fervente por 20 min. Foram adicionados 6 mL de etanol
e 1 mL de reagente Erlich (2,67 g de p-dimetilaminobenzaldeido em
um volume de 30 mL de etanol:4cido cloridrico 1:1, completando-se
o volume em baldo de 50 mL com dgua destilada). Os tubos foram
incubados a 65 °C por 10 min e a absorbancia lida em espectrofotd-
metro a 530 nm.»

RESULTADOS E DISCUSSAO
Condicoes cromatogrificas de analise

Para escolha da composicdo da fase mével foram testadas
diferentes proporc¢des de solventes, todos no modo isocrético de
eluicdo: acetonitrila:dgua:metanol nas propor¢des 80:10:10 e 5:70:25
e acetonitrila:dgua 7:93. As vazdes testadas foram 0,4; 0,5 e 0,6
mL min. Os tempos da corrida cromatografica foram de 10, 8 ¢ 7
min. O espectro de mdxima absor¢do de DON na regido ultravioleta
foi obtido pela inje¢do de solucdes padrdo em trés concentracdes
crescentes no comprimento de onda de 218 nm.>?*?” Para ZEA foi
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utilizado detector de fluorescéncia empregando os comprimentos de

onda de excita¢@o e emissdo de 270 e 455 nm, respectivamente.
O tempo de retenc¢@o para DON foi de 2,5 min, para ZEA 5,5

min, sendo o tempo total de corrida de 7 min, conforme Figura 2.
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Figura 2. Cromatogramas das micotoxinas DON e ZEA

As colunas de fase ligada, como € o caso da C-18 s@o adequadas
para determinagio de compostos pouco polares,” como € o caso das
micotoxinas deste estudo,>?’ o que ficou bem caracterizado pelo baixo
tempo total de corrida (7 min), que permite fazer 8 corridas por hora,
gerando pouco gasto de fase mével.

Validacio do método

A comparacio da matriz isenta das micotoxinas e da matriz
fortificada mostrou que nenhum interferente eluiu no tempo de reten-
¢do delas, demonstrando que o método de extra¢do de micotoxinas
utilizado € seletivo.

Na Tabela 1 estdo apresentados os limites de deteccio e quanti-
ficagdo do instrumento HPLV/UV-FL e dos métodos de extragdo de
QuEChERS?" e parti¢io liquido-liquido’ para as micotoxinas DON
e ZEA.

Os limites proporcionados pelos detectores utilizados foram
adequados para as determinacdes destas micotoxinas, pois permitiram
observar os niveis estabelecidos pelos 6rgios de legislacdo e fisca-
lizacdo de diferentes paises, inclusive da legislacdo brasileira, sem
necessitar de reagdes de derivagdo dos analitos para sua quantificagdo.

A legislagdo para micotoxinas varia de acordo com o pais,
sendo que o nivel aceitdvel para DON varia de 200 a 2.000 pg kg™
para alimentos destinados ao consumo humano. No Brasil, os
niveis s@o regulados pela Resolucio RDC N° 7 de 2011, que tem
aplicagdo imediata para aflatoxinas M,, B,, B,, G, e G,, ocratoxina
A, deoxinivalenol, fumonisina (B,+ B,), zearalenona e patulina. As
regulacdes para outros produtos alimenticios e em niveis inferiores
terdo aplicac@o a partir de 2012, 2014 e, finalmente, 2016.° Para
DON, a legislagdo brasileira prevé um limite maximo de 750 ug kg™
e para ZEA de 200 pg kg!' em arroz beneficiado e seus derivados,
sendo que para DON ja estd em vigor e para ZEA entrara a partir de
2012. Na Europa, foi estabelecido 1.250 pg kg™ como limite maximo
permitido para cereais destinados ao consumo humano para DON e
100 pg kg! para ZEA.3!
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Tabela 1. Limites de detecgdo e quantifica¢do do instrumento (ug L) e dos métodos para determina¢do de DON e ZEA (ug kg™')

Instrumento QuChERS Particao liquido-liquido
Micotoxina
LOD, LOQ; LOD,, LOQ,, LOD,, LOQ,,
DON 10,0 333 22,2 3,0 10,0
ZEA 2,0 6,7 43 0,6 2,0

LOD, = limite de detec¢do do HPLC/UV-FL; LOQ, = limite de quantificagio do HPLC/UV-FL; LOD, = limite de deteccdo do método; LOQ,, = limite de

quantificacdo do método.

Os dados da determinacdo de linearidade, estabelecidos através
de calibragdo externa em solvente, encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2. Equagdes das curvas analiticas e suas linearidades

Faixa de concen-

Micotoxina ~ . Curva analitica r
tragdo (ug mL™")
DON 1-10 y =1081,2x +2024,2 0,997
ZEA 0,2-2 y =7590,5x + 41153,9 0,961

r = coeficiente de correlacdo.

O modelo de regressao linear foi adequado para a determinacdo
das micotoxinas, pois os coeficientes de correlacio (r) foram maiores
que 0,90, conforme recomendag¢do do INMETRO.” Os valores de
precisdo instrumental (CV%) foram 9,7% para DON e 6,4% para
ZEA. A precisdo dos métodos de extracdo, avaliada através dos
estudos de repetibilidade (CV,%) e precis@o intermedidria (CV %),
mostrou coeficientes de variacdo na faixa de 1,5-9,2 e 8,5-18,6%,
respectivamente, para QUEChERS" e de 3,2-17,6 ¢ 6,6-20% em-
pregando a parti¢io para a extragdo.’ Os valores de CV, e CV ; estdo
especificados na Tabela 3.

Tabela 3. Repetibilidade (RSD,) e precisdo intermedidria (RSD,;) dos mé-
todos de extragdo

Nivel de QuEChERS Parti¢do liquido-liquido
Micotoxina fortificagdo
(g k') CV,(%) CV,(%) CV.(%) CV, (%)
DON 4,5 1.9 14,1 32 16,4
7,5 1.5 17,3 39 13,9
10,5 3.8 14,9 8,1 20,0
ZEA 0,9 59 18,6 17,6 13,8
1.5 3.8 14,0 14,2 20,0
2,1 9,2 8,5 12,5 6,6

CV, = repetibilidade; CV ; = precisdo intermedidria.

Cabe salientar que tanto a precisao quanto a exatiddo dos métodos
analiticos sdo dependentes da matriz, da concentragdo do analito e da
técnica analitica, sendo que a precisio aceitdvel varia entre 2 e 20%.%%
Diante disso, os resultados encontrados mostraram que a extracdo e
deteccdo dos analitos foram adequadas para se avaliar a ocorréncia
dessas micotoxinas em arroz, porém a extragdo por parti¢do’® foi
menos precisa que pelo procedimento QuEChERS. !

A eficiéncia na recuperagdo de DON e ZEA utilizando extragido
por parti¢do® também resultou em valores menores do que quando
foram extraidas pelo método de QUEChERS" (Figura 3).

A extracao de micotoxinas por parti¢do,’ que vem sendo rotinei-
ramente aplicada,'®**3 utiliza cerca de 6 vezes mais solvente que a de
QuEChERS.!* Com esse ultimo, € possivel analisar até 8 amostras em
30 min contra 8 amostras em 6 h no sistema convencional, reduzindo
o tempo de exposicdo do analista aos solventes, além de gerar menor
volume de residuos para descarte. Diante disso, e levando-se em
consideragdo a eficiéncia de extragdo das micotoxinas, foi utilizado
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Figura 3. Eficiéncia na recuperagdo de DON e ZEA extraidas por QuEChERS
e partigdo liquido-liquido. As barras de erro significam desvio padrdo

o procedimento QUEChERS' para avaliar a ocorréncia de DON e
ZEA de amostras de arroz e derivados.

Aplicacdo do método

Foi aplicado o método QUEChERS" para extragio de DON e
ZEA em amostras de endosperma, casca e farelo de arroz. A conta-
minag¢do com micotoxinas foi menor no endosperma amildceo do que
nas demais fra¢des do grao (Tabela 4), sendo que ZEA se apresentou
em niveis mais elevados que DON.

As amostras de endosperma do arroz submetido a parboilizagdo
apresentaram niveis de contaminac¢do mais elevados (8 pgkg'+ 17,1
com DONe 111,7 ugkg ' + 12,5 com ZEA) do que o arroz natural.
A casca e farelo do arroz parboilizado apresentaram menor conta-
minagdo com micotoxinas do que o arroz natural, sugerindo que a
parboilizagdo favorece a migra¢do de compostos para o interior do
grdo, resultando em menores teores nessas fracoes externas.

Alguns autores observaram,® ao avaliar a migra¢do de micoto-
xinas para o endosperma amildceo durante o processo de parboili-
zacdo, que havia relacio entre as condigdes de processo (tempo de
encharcamento e autoclavagem), apds contaminacio artificial do arroz
com casca com micotoxinas. No entanto, a migracio de cada tipo
de micotoxina respondia de forma diferente a esses pardmetros. O
mesmo pode ter ocorrido com as amostras deste trabalho, nas quais
afrequéncia de contaminagdo observada foi sempre maior para ZEA
que para DON.

Relaciio entre o teor de glicosamina e a concentracao de
micotoxinas em arroz e seus derivados

A aplicagdo de alguns fungicidas dificulta a multiplicag¢do
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Tabela 4. Micotoxinas (ug kg!) nas fragdes do arroz

Quim. Nova

Fragdo do arroz Tipo de beneficiamento DON (ug kg™") DP (%) ZEA (ug kg") DP (%)
Natural 1 n.d. 0 72,3 6,30
Natural 2 n.d. 0 58,8 3,54
Endosperma
Parboilizado 1 n.d. 0 116,1 16,52
Parboilizado 2 16,0 17,11 107,3 7,61
Natural 1 63,7 11,01 132,0 14,37
Natural 2 84,3 7,02 161,1 18,21
Casca
Parboilizado 1 11,2 0,76 57,8 6,92
Parboilizado 2 12,6 1,99 60,3 7,85
Natural 1 17,1 2,31 198,9 11,91
Natural 2 25,8 10,07 208,0 10,39
Farelo
Parboilizado 1 n.d. 0 98,5 10,57
Parboilizado 2 n.d. 0 67,8 7,09

n.d. = ndo detectado; DP = desvio padrdo; 1 = sem tratamento com fungicidas; 2 = com tratamento com fungicidas.

microbiana, porém, seleciona individuos que sob estresse podem
manifestar seu potencial toxigénico;* assim, as amostras das fragdes
de arroz analisadas foram provenientes de campos cultivados com e
sem aplicagdo de fungicidas.

Visando verificar se a produ¢do de micotoxinas estd relaciona-
da com o desenvolvimento fungico, foi realizada determinagdo de
glicosamina nas mesmas amostras em que foram determinadas as
micotoxinas.

Os maiores niveis de glicosamina foram encontrados no farelo
(4,4mg g'+0,8) e nacasca (3,6 mg g"' +0,8), seguido de menor teor
no endosperma (1,8 mg g +0,9) (Figura 2), sugerindo que a conta-
minagao se dd nesta ordem, pois 0s micro-organismos e outras pragas
geralmente se concentram nas fragdes mais externas do grao.””* A
casca, primeira protecao do grao, pode ter sido rompida por celulases
e lignases produzidas por fungos e, desta forma, alcangado o farelo,
de onde os fungos retiraram nutrientes para aumento da biomassa nas
fragdes mais internas do grao. Assim, a maior contaminagio no farelo
pode ser atribuida a danos na casca e a umidade durante o cultivo,
uma vez que o arroz analisado foi cultivado na forma irrigada e no
periodo de formacdo do griao a dgua de irrigacdo ainda ndo havia
sido drenada (Figura 4).

Il Arroz parboilizado n&o tratado
I Arroz parboilizado tratado
6.0 [ Arroz natural no tratado

55- [ Arroz natural tratado

Glicosamina (mg g-1 arroz)

CASCA

ENDOSPERMA
Fragéo do gréo de arroz

FARELO

Figura 4. Teor de glicosamina (mg g') nas diferentes fracoes do arroz. As
barras de erro significam desvio padrdo

As contaminagdes das fracdes do arroz com micotoxinas (DON
e ZEA) e com fungos (indicada pela determinacdo de glicosamina)
foram maiores nas fragdes externas do arroz (casca e farelo) e au-
mentadas no endosperma parboilizado.

As relagdes entre os teores de glicosamina e a ocorréncia de
micotoxinas nos derivados do arroz estdo apresentada na Tabela 5.

Tabela 5. Relacdo entre os valores médios de glicosamina (ug kg™') e mico-
toxinas (ug kg™!) nos derivados do arroz

Derivados do arroz Glicosamina/DON Glicosamina/ZEA

Casca 83,7 35,0
Endosperma 450,0 20,3
Farelo 1644,8 122,8

Os resultados mostraram que a fragdo em que os teores de gli-
cosamina foram mais elevados ndo apresentava os maiores niveis
de micotoxinas.

Assim, a casca do arroz parece ser a fracdo mais propicia a
producdo de DON, e o endosperma € mais propicio a de ZEA. No
farelo, onde ha maior disponibilidade de nutrientes para o fungo, foi
observada uma maior relagdo glicosamina/micotoxina, sugerindo que
seja a fragdo em que hd menor producio de micotoxinas em relacio
ao contetido de glicosamina.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que o método de ex-
tracdo (QUEChERS modificado) e quantificagdo (HPLC/UV-FL)
empregado para determinag@o das micotoxinas DON e ZEA em arroz
natural e parboilizado e suas fracdes € eficiente, rapido, preciso e exa-
to. QUEChERS proporciona maior precisao (1,5-18,6%) e eficiéncia
na recuperagdo (91% para DON e 105% para ZEA) das micotoxinas
com relacdo aos mesmos pardmetros avaliados para a extragdo por
particio convencional. Além disso, o procedimento QUEChERS nao
necessita de etapa de purificacdo dos extratos e diminui considera-
velmente a quantidade de solventes necessarios. DON e ZEA foram
detectados no endosperma de amostras parboilizadas em valores
superiores ao do arroz natural. Nao hd uma relag@o linear e crescente
entre a multiplicacio fiingica, indicada pelos teores de glicosamina,
e os niveis das micotoxinas estudadas.
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