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RESUMO

Titulo: Micotoxinas em Insumo e Produto Cervejeiro: Desenvolvimento de Método
Analitico e Aplicacao de Adsorventes Alternativos

Autor: Elisa Rosa Seus Arraché

Orientadora: Profe. Dr2. Jaqueline Garda Buffon

As micotoxinas se destacam por sua alta toxicidade e frequente ocorréncia em cereais
como a cevada, a qual é a principal matéria-prima empregada na producéo de cerveja.
A zearalenona (ZEN), a ocratoxina A (OTA) e os tricotecenos toxina T-2, nivalenol (NIV),
deoxinivalenol (DON) e seus derivados acetilados, 3-acetil-deoxinivalenol (3-ADON) e
15-acetil-deoxinivalenol (15-ADON), estdo sendo apontados como o0s principais
contaminantes desta matriz. Este dado ressalta a importéncia de estratégias que visem
reduzir os niveis de micotoxinas em produtos alimenticios, garantindo o consumo de um
alimento seguro como a cerveja, bebida que se destaca pelo alto consumo no pais € no
mundo. Assim, o0 objetivo geral foi avaliar o emprego da casca de arroz, um subproduto
da industria arrozeira, como um biossorvente de micotoxinas aplicado na reducédo dos
niveis destes contaminantes da cerveja e, como suporte solido, na técnica de preparo de
amostra MSPD (do inglés, Matrix Solid Phase Dispersion) para a extragao de micotoxinas
em cevada malteada. Uma triagem de tricotecenos, ZEN e OTA foi realizada em 85
amostras das principais marcas de cerveja tipo lager consumidas no Rio Grande do Sul
através de um método QUEChERS adaptado e validado por HPLC-UV/FL. O estudo de
ocorréncia de micotoxinas apresentou as seguintes porcentagens destes metabdlitos:
19% de NIV, 46% de DON, 15% de ADONSs, 4,7% de toxina-T2, 16% de ZEN e 13%
OTA. A ingestao diaria toleravel (IDT) foi estimada para NIV (0,05 pug / kg de peso
corporal / dia), DON (0,08 ug / kg de peso corporal / dia), ADONs (0,1 pg / kg de peso
corporal / dia) e ZEN (0,06 pg / kg de peso corporal / dia) e todas elas apresentaram
valores inferiores a ID toleravel maxima proviséria de 1 ug / kg de peso corporal / dia
para DON, indicando que n&do ha exposi¢ao a estas micotoxinas quanto ao consumo de
cerveja. A reducao dos niveis de micotoxinas na cerveja empregando a casca de arroz
como adsorvente foi realizada pela adicdo de 0,5 g de casca de arroz tratada a 10 mL
de cerveja mantido a 100 rpm durante 10 h, com amostragens para a quantificagéo da
micotoxina residual. Através do estudo da cinética, as quantidades de DON, ZEN e OTA
adsorvidas no equilibrio (qe) pela casca de arroz tratada foram de 0,8800 ug g', 0,7083
ug g' e 0,0855 pg g, respectivamente, em um tempo de contato de 7 h. O fenémeno
de adsorgao para todas as micotoxinas foi melhor representado pelo modelo de pseudo-
segunda ordem. A técnica de extragdo MSPD utilizando a casca de arroz como suporte
s6lido também foi padronizada e validada por HPLC-UV/FL para a determinacédo dos
tricotecenos, ZEN e OTA em dez amostras de cevada malteada e as micotoxinas foram
detectadas em sete amostras, variando de 9,4 a 120,6 ug kg-'. A co-ocorréncia também
foi observada em quatro amostras e trés amostras apresentaram-se isentas de
contaminagao por tricotecenos, ZEN e OTA. Com este estudo ficou demonstrada a
promissora capacidade adsortiva e abrasiva da casca de arroz, podendo esta ser
aplicada em processos industriais e também como suporte sdlido em métodos de
preparo de amostra, visando a descontaminacgao e extracdo das micotoxinas em cerveja
e cevada.

Palavras-chave: micotoxinas, adsorgéo, casca de arroz, cerveja.
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Mycotoxins are well-known for their high toxicity and frequent occurrence in cereals such
as barley, which is the main raw material used in brewing. Zearalenone (ZEN), ochratoxin
A (OTA) and trichothecenes T-2 toxin, nivalenol (NIV), deoxynivalenol (DON) and its
acetylated derivatives (3-ADON) and 15-acetyl-deoxynivalenol (15-ADON), are being
pointed as the main contaminants of this matrix. This fact emphasizes the importance of
strategies aimed at reducing levels of mycotoxins in food products, ensuring consumption
of safe food such as beer, a beverage that stands out for the high consumption in the
country and the world. Thus, the main objective was to evaluate the rice husk use, arice
industry by-product, as a mycotoxin biosorbent applied to reduce levels of beer
contaminants and as a solid support in MSPD (Matrix Solid Phase Dispersion) sample
preparation technique, for mycotoxins extraction in malted barley. The trichothecenes,
ZEN and OTA screening was performed on 85 samples from main lager beer brands
consumed in Rio Grande do Sul through an adapted QUEChERS method and validated
by HPLC-UV / FL. Mycotoxin occurrence showed percentages of these metabolites: 19%
of NIV, 46% of DON, 15% of ADONSs, 4.7% of toxin-T2, 16% of ZEN and 13% OTA.
Tolerable daily intake (TDI) was estimated for NIV (0.05 ug / kg body weight / day), DON
(0.08 pg / kg body weight / day), ADONSs (0.1 ug / kg body weight body weight / day) and
ZEN (0.06 pg / kg body weight / day) and they all had values below the provisional
maximum tolerable DI of 1 ug / kg body weight / day for DON, indicating that there is no
exposure to these mycotoxins for beer consumption. The reduction of mycotoxin levels in
beer using rice husk as adsorbent was performed by the addition of 0.5 g of treated rice
husk to 10 ml of beer kept at 100 rpm for 10 h with samplings to further quantification of
residual mycotoxin. By kinetics study, quantities of DON, ZEN and OTA adsorbed on the
equilibrium (ge) by treated rice husk were 0.8800 ug g -', 0.7083 ug g ' and 0.0855 ug g
-1, respectively, at a contact time of 7 h. The adsorption phenomenon for all mycotoxins
was best represented by the pseudo-second order model. MSPD extraction technique
using rice husk as a solid support was also standardized and validated by HPLC-UV / FL
for determination of trichothecenes, ZEN and OTA in ten malted barley samples and,
mycotoxins were detected in seven samples, ranging from 9.4 to 120.6 ug kg '. The co-
occurrence was also observed in four samples and three samples were free of
contamination by trichothecenes, ZEN and OTA. This study demonstrated the promising
adsorptive and abrasive capacity of rice husk, which can be applied in industrial
processes and also as a solid support in sample preparation methods, aiming the
decontamination and extraction of mycotoxins in beer and barley.

Keywords: mycotoxins, adsorption, rice husk, beer



1.INTRODUGCAO

As micotoxinas sdo compostos naturais de baixa massa molar produzidas por
algumas espécies de fungos filamentosos, os quais, quando expostos a condi¢des
propicias, sintetizam estes metabdlitos toxicos que, se ingeridos, sdo capazes de causar
doengas em animais e seres humanos (BENETT & KLICH, 2003). A maioria das
micotoxinas sao agentes imunossupressores € algumas S3ao cancerigenas,
hepatotdxicas, nefrotdxicas e neurotdxicas induzindo efeitos agudos e crénicos, como
alteracbes no intestino, sistema nervoso central e imunolégico de homens e animais
(PESTKA, 2010; BRYDEN, 2007).

Tendéncias mundiais preveem um controle rigoroso das micotoxinas, no entanto,
o ambiente global em constante mudanga pode néo ser o cenario ideal para controlar e
reduzir a exposicdo a estas toxinas (MARROQUIN - CARDONA et al., 2014). Para
garantir o acesso a alimentos de qualidade para todos, necessita-se um equilibrio relativo
aos padrdes globais destes contaminantes com a possibilidade realista de alcanga-los,
considerando as limitagbes dos produtores e a elaboragéo de estratégias para prevenir,
minimizar e controlar a exposi¢cao de micotoxinas com base em pesquisas cientificas e
estudos de caso (ALBERTS et al., 2017).

Os fungos podem contaminar os alimentos através da produg¢ao das micotoxinas,
principalmente cereais, entre eles a cevada, a qual é frequentemente utilizada como
matéria-prima para a producdo de cerveja (MANKEVICIENE et al., 2011; IBANEZ-VEA
et al.,, 2012). Além da cevada, cereais adjuntos ricos em amido como o milho
(DOMENICO et al., 2016), o arroz (SAVI et al., 2018) e o trigo (SEUS-ARRACHE et al.,
2018) também sao caracterizados pela frequente contaminagao por micotoxinas e sua
utilizacdo em grande escala pela industria cervejeira ocorre por ser fonte adicional de
carboidratos fermentaveis para a levedura (POREDA et al., 2014).

A cerveja € uma das bebidas alcodlicas mais antigas consumidas no mundo e os
cereais sdo a base da produgao mundial desta bebida, sendo que as micotoxinas tém
sido largamente detectadas n&o s6 nos cereais, mas também no lUpulo e na propria
cerveja (BELAKOVA et al., 2011; ROMERO-GONZALEZ et al., 2009). Muitas técnicas
efetivas de extragdo destes metabdlitos estdo sendo aplicadas atualmente, entre elas o
método QUEChERS (do inglés, Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) e a
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técnica MSPD (do inglés, Matrix Solid-Phase Dispersion) associados a detecc¢do por
Cromatografia Liquida (PEREIRA, FERNANDES e CUNHA, 2015). No entanto, devido a
grande variedade e, muitas vezes, complexidade das estruturas das micotoxinas, tornou-
se dificil utilizar uma técnica padrdo para analise e deteccao destes compostos
simultaneamente, sendo que o limite para aplicacdo dos métodos muitas vezes esta no
custo dos reagentes, entre eles os adsorventes e suportes sélidos, em geral derivados
de silica (C8 e C18), os quais sdo de alto valor aquisitivo e pouco eficientes durante a
reutilizagcdo (FOLETO et al., 2005). Um substituto para os adsorventes e suportes sélidos
convencionais pode ser a casca de arroz, rica em silica e abundante no Rio Grande do
Sul, cujo emprego em determinagdes analiticas torna-se uma importante alternativa para
a sustentabilidade da cadeia produtiva arrozeira.

O Laboratério de Micotoxinas e Ciéncia de Alimentos (LAMCA) da FURG ja
demonstrou estudos a cerca da utilizagado da casca de arroz como adsorvente promissor
na reducao dos niveis de micotoxinas e como suporte sélido em técnica de extragdo em
diferentes matérias-primas (SCAGLIONI, BADIALE-FURLONG, 2016; CARVALHO et al.,
2012). O LAMCA também apresenta estudos relacionados aos processos fermentativos
associados a degradacgao de tricotecenos. No entanto, uma das grandes dificuldades é
a reducao dos niveis micotoxicoldgicos, a partir de uma matéria-prima contaminada,
durante o processo cervejeiro e a sua quantificagdo no produto final.

A casca de arroz representa em torno de 23% do peso total do gréo de arroz, é
um residuo resultante do processo de beneficiamento, a qual apresenta baixa
propriedade nutritiva e elevado teor de cinza (COSTA et al., 2009). A utilizacdo deste
residuo como um biossorvente na redugcédo dos niveis de contaminagao alimentar por
micotoxinas contribui também, de forma simultanea, com a diminui¢do do impacto ao
meio ambiente pelo descarte de produtos e rejeitos de forma pouco preparada, como a
queima direta (SCAGLIONI, BADIALE-FURLONG, 2016).

O alto consumo de cerveja pelos brasileiros € uma preocupagao devido aos
elevados indices de contaminacdo da matéria-prima e do préprio produto final por
micotoxinas, as quais podem acarretar danos a saude. A presencga destes contaminantes
na bebida pode causar um efeito téxico acumulativo, podendo ser potencializado pela
presenca do alcool, contaminando o consumidor, ao longo de um periodo, com niveis
superiores aos indicados como seguro a saude humana. Assim, surge uma preocupacao

associada com a qualidade da cevada utilizada no processo cervejeiro, pois
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tradicionalmente é cultivada em paises cujas condigbes climaticas favorecem a
contaminagao por multi-micotoxinas, como no Brasil.

O efeito téxico acumulativo das micotoxinas justifica a avaliacdo de diferentes
condi¢des para mitigar a concentragdo destes compostos téxicos dentro do processo
cervejeiro visando a obtengdo de um alimento seguro, sem alterar as caracteristicas
fisico-quimicas do produto final. O conhecimento dos niveis de contaminagéo por
micotoxinas nos alimentos é de fundamental importancia na estimativa de risco a que a
populacdo pode estar exposta ao consumir esses produtos alimenticios. Também
contribui na adaptacdo e desenvolvimento de novas técnicas de preparo de amostra
empregando material de baixo custo, tornando acessiveis e confiaveis os dados de
ocorréncia.

Dessa forma, como hipotese deste estudo, tem-se o potencial uso da casca de
arroz na reducéao e extracao de micotoxinas, a qual pode ser ampliada para a utilizagao
na quimica analitica, nas técnicas de preparo de amostra, como suporte solido em
método de extragao, resultando em baixo custo e maior aplicabilidade. Além disso,
também tem-se a possibilidade da inclusdo da casca de arroz como potencial adsorvente
em processos industriais, mantendo a qualidade do produto final quando visada a
reducdo da contaminacdo por micotoxinas. E de destaque a auséncia de estudos
envolvendo o uso da casca de arroz como agente de redugao dos niveis de tricotecenos
A (Toxina T-2) e B (DON, NIV, 3-ADON,15-ADON), ZEN e OTA na cerveja e durante o

processo cervejeiro.
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2.0BJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o emprego da casca de arroz tratada como adsorvente na reducdo dos
niveis de deoxinivalenol, zearalenona e ocratoxina A em cerveja e como suporte solido
na técnica de extracdo MSPD para a determinacao de tricotecenos A e B, zearalenona

e ocratoxina A em cevada malteada.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Adequar e validar método analitico para separacgdo dos tricotecenos A e B,
ZEN e OTA em HPLC-UV/FL;

v' Validar método analitico para a extracdo por QUEChERS, separacao e
quantificacado dos tricotecenos A e B, ZEN e OTA em amostras de cerveja
por HPLC-UV/FL,;

v' Caracterizar a cinética de adsor¢cao de DON, ZEN e OTA sobre a casca de

arroz tratada em amostras de cerveja;

v Demonstrar a potencial aplicagdo da casca de arroz tratada como
adsorvente de micotoxinas apds a etapa de fermentacdo do processo
cervejeiro, visando a redugao dos niveis de DON, ZEN e OTA no produto

final;

v Avaliar a técnica de extracdo MSPD através da utilizagdo da casca de arroz
tratada como suporte solido para a determinagao dos tricotecenos A e B,
ZEN e OTA em amostras de cevada malteada por HPLC-UV/FL.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1CEVADA

Entre os cereais, a cevada (Hordeum vulgare L.) pertence a cultura mais antiga e
uma das economicamente mais importantes. Normalmente, a maior parte da producao
de cevada é destinada como alimentos para animais, sendo que a melhor qualidade da
cevada é utilizada para a produgédo de malte utilizado no processo de cerveja e uisque
(BOLECHOVA et al., 2015). A malteagdo tem sido a principal aplicacdo econdmica da
cevada no Brasil, sendo que, aproximadamente, 75% da cevada produzida sao utilizadas
em processamento industrial (na fabricagdo de malte), 7% € reservada para semente e
18% na elaboragdo de ragdes, por nado atingir padrdao de qualidade cervejeira.
(EMBRAPA, 2012). E um cereal de inverno que ocupa a quinta posicéo, entre os cereais,
em ordem de importancia econémica no mundo. No Brasil, a producao de cevada esta
concentrada na regidao Sul, destacando o estado do Parana (251,9 mil t/ano) como
principal produtor, seguido do Rio Grande do Sul (157,8 mil t/ano) e Santa Catarina (5,2
mil t/ano) (EMBRAPA, 2018).

Tradicionalmente, a cevada é o grao mais utilizado para a produgcéo de malte para
cerveja, mesmo com a possibilidade da malteagao de varios outros cereais como sorgo,
trigo e milho (POELHMAN, 1985). O uso da cevada majoritariamente no processo
cervejeiro ocorre devido a producéo de enzimas de forma equilibrada e a utilizagao da
sua casca no processo de filtracdo do mosto (HOSENEY, 1994). Fatores como clima e
manejo sao determinantes para a produgcdo de cevada com padrdo adequado para
malteagao, destacando principalmente o poder germinativo, tamanho e a sanidade dos
graos (PIACENTINI et al., 2015).

As caracteristicas composicionais desejaveis da cevada cervejeira sao: alto
conteudo de amido (61%), baixo teor de proteinas (<11,5%) e B-glucanas (3,3-4,5%). Os
teores destes compostos determinam, em grande parte, a eficiéncia da maltagem e do
processamento da cerveja (BOHATCH, 1994; HOUGH, 1990).

Tipicamente, o grao de cevada é formado por uma cariopse revestida por uma
casca, endosperma e gérme ou embrido (PALMER, 2006). A casca representa, em
média, 10-12% do peso seco total do grao de cevada (PALMER, 2006), desempenhando
uma importante fungéo protetora desde a colheita (OLKKU et al., 2005) até o processo
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de maltagem do grao (MEREDITH et al., 1962). Na sua composigéo estdo presentes 3-
glucanas, celulose, lignina e pentosanas que se encontram como componentes das
paredes celulares (LEWIS & YOUNG, 1995).

A cariopse € constituida por farelo, camada de aleurona, endosperma e embrido.
O farelo, o qual representa 2-3% do peso seco total do gréo, € formado por camadas de
células com caracteristicas distintas, como a testa e o pericarpo, as quais também
desempenham uma atividade protetora (PALMER, 2006).

A camada de aleurona é considerada o revestimento do endosperma e constitui
4-5% do peso seco total do grao (HOSENEY, 1994; PALMER, 2006). E formada
principalmente por pentosanas (60%) e B-glucanas (30%) e é rica em acido fitico, lipidios
e proteinas (PALMER, 2006).

O endosperma, composto principalmente por amido e proteinas, representa a
maior porgao do grao e é constituido por cerca de 77-82% do peso seco total do grao de
cevada (PALMER, 2006). O amido representa em torno de 60% da massa total do gréo
e € o componente mais abundante do endosperma e também do gréo de cevada (FOX,
2010). O amido encontra-se armazenado nas células do endosperma sob a forma de
granulos que diferem no seu tamanho e na propor¢cao de amilose e amilopectina. A
amilose e amilopectina sdo polimeros de D-glucose que formam o amido e que estéao
presentes em proporgdes diferentes, conforme a origem botanica do cereal. Na cevada,
a proporcao de amilose e amilopectina é cerca de 1:3 (PALMER, 1983). Na molécula de
amilose as moléculas de D-glicose estao ligadas principalmente por ligagdes glicosidicas
a-(1,4), o que lhe confere uma forma essencialmente linear, enquanto que na
amilopectina surgem também ligacbées a-(1,6) que atribuem uma estrutura molecular
ramificada (BAMFORTH, 2003).

O embrido, o qual corresponde em torno de 2-3% do peso seco total do grao de
cevada (PALMER, 2006), é constituido por cerca de 7% de celulose, 14-17% de lipidos,
5-10% de matéria inorganica, 34% de proteina, 5-10% de rafinose e 14-15% de sacarose
(BRIGGS, 1978). O embrido executa um papel importante no processo de maltagem,
pois € nesta etapa que o embrido produz acido giberélico, o qual ira induzir as células da
camada de aleurona a produzir enzimas, tais como D-amilases, dextrinases, endo-
glucanases, endoproteases e xilanases (PALMER, 1989), que irdo degradar alguns

componentes do endosperma, como o0 amido e proteinas.
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3.2 PROCESSAMENTO CERVEJEIRO

A partir de um malte de boa qualidade, o processamento cervejeiro torna-se
possivel, resultando em um produto aceitavel e de qualidade para os consumidores. A
produgdo convencional de cerveja é realizada através de oito etapas essenciais:
moagem do malte, mosturagao, filtragdo do mosto, fervura do mosto, tratamento do
mosto, fermentacao, maturacao e finalmente a clarificacdo. Estas etapas estao descritas
na Figura 1 (PRIEST; STEWART 2006; VENTURINI FILHO, 2016).

Nas industrias de produgédo de malte, as caracteristicas fisicas dos gréos séo as
primeiras a serem avaliadas. Graos de cevada grandes, com pouca casca, sao de
especial interesse pois contribuem com a reduc¢ao das perdas devido ao elevado teor de
amido presente (PALMER, 1989; ELFVERSON, et al., 1999). A composigao do gréo, a
germinagdo e a producdo de enzimas que degradam o amido, a proteina e os
constituintes celulares do endosperma sio os fatores que determinam a qualidade do
malte (MUNCK, 1991).

A cevada malteada, por apresentar alta concentragdo de carboidratos, é
comumente empregada na producéao cervejeira. Conforme o Decreto n° 6.871, da Casa
Civil, Brasil de 4 de julho de 2009, a “Cerveja é a bebida obtida pela fermentagéo
alcodlica do mosto cervejeiro oriundo do malte de cevada e agua potavel, por agéo da
levedura, com adigéo de lupulo”. No entanto, a legislagao brasileira permite que outros
cereais possam ser utilizados como adjuntos na fabricagdo da bebida como, trigo
(Triticum aestivum L.), milho (Zea mays L.), arroz (Oryza sativa L.), entre outros (ROSA,;
AFONSO, 2015).

A cevada, apos ser limpa e selecionada em porgdes uniformes, passa pelos
processos de maceragao, germinacao e torrefagdo, constituindo a malteagao. Para
impulsionar o desenvolvimento embrionario do gréo, o cereal € submerso em agua,
alternando-se entre periodos secos e umidos (ALMEIDA et al., 2018).

A germinacgao controlada dos cereais ocorre com o objetivo de ativar proteinas e
enzimas endégenas que controlam a hidrélise do amido (ALMEIDA et al., 2018),
impulsionando o desenvolvimento das leveduras para a produgao de etanol a partir de
matérias-primas amilaceas (URBANO, 2012). Na torrefagédo, o tempo e a temperatura
determinam o tipo de cerveja produzida e € neste processo que ocorre 0
desenvolvimento da coloragdo da bebida através da producdo das melanoidinas
(compostos quimicos formados pela ligagao entre acucares e amino-acidos através da
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reacdo de Maillard), intensificando os aromas agradaveis a cerveja por influenciar os
processos de oxido-redugao (EBLINGER; NARZIB, 2012).

Figura 1. Fluxograma do processamento cervejeiro.

Moagem <+«—— Malte
Mosturacao <+—— Adicdo de agua
Filtragao
Fervura <+—— Adicao de lupulo
Remocao de Impurezas «—— Tratamento do mosto

Fermentacéo <+—— Adic&o de Levedura

Maturacéo

Remocédo de Levedura <+— Clarificacéo

Envase

Fonte: Adaptado de Venturini Filho (2016).

O objetivo da etapa de moagem do malte é reduzir o grao maltado de modo
uniforme, expondo dessa forma o endosperma, para que algumas enzimas como as
amilases, fosfatases e proteases atuem degradando o amido, resultando em
carboidratos fermentaveis (BRIGGS et al., 2004).
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A mosturagdo consiste na mistura do malte moido juntamente com agua em
temperatura controlada, de acordo com um programa previamente estabelecido, a
operagdo é conduzida em tanques de ago inoxidavel provido de agitadores,
aquecimento, controladores e indicadores de temperatura e isolamento térmico
(SCHIMIDELL et al., 2001). O principal objetivo desta etapa é solubilizar as substancias
do malte diretamente em agua e, com auxilio das enzimas, solubilizar as substancias
insoluveis, promovendo a gomificagao e posterior hidrélise do amido a agucares. A agéo
das enzimas produz um mosto que contem de 70-80% de carboidratos fermentesciveis,
incluindo glicose, maltose e maltotriose (VENTURINI FILHO, 2016). E na etapa de
mosturagdo que também ocorre a adi¢do de cereais adjuntos, quando conveniente e,
como mencionado anteriormente, os mais empregados na fabricagdo da cerveja sdo o
milho, o arroz, o trigo e a aveia (MADEIRA, 2015). O amido presente nestes cereais é
hidrolisado pelas enzimas contidas no proprio malte da cevada em acucares
fermentesciveis. Estas enzimas ainda conseguem hidrolisar o amido contido nestes
cereais em até 50% do peso do malte, em forma de adjuntos acrescentados. Acima deste
limite, se faz necessaria a adicdo de enzimas complementares (VENTURINI FILHO,
2016).

A filtracdo do mosto, realizada em um recipiente denominado tina de filtragao, tem
como objetivos diminuir a viscosidade da mistura, aumentar a extragdo de agucares e
consequentemente elevar o rendimento do processo (ROSA; AFONSO, 2015). Nessa
etapa a casca do malte serve como camada filtrante (VENTURINI FILHO, 2016).

E na etapa de fervura que acontece a inativacdo de enzimas, esterilizagdo do
mosto, coagulagao protéica, adigao do lupulo e extragao de seus compostos amargos e
aromaticos, evaporacgao de agua excedente e de componentes aromaticos indesejaveis
ao produto final (HUGHES, 2009). O lupulo auxilia nas caracteristicas sensoriais da
cerveja, como o0 aroma e sabor, equilibrando a acidez da bebida durante a etapa de
fermentagdo (VENTURINI FILHO, 2016). Quando ocorre a utilizagdo de adjuntos na
forma de agucar como xaropes ou cristalizados, estes devem ser acrescentados nesta
etapa. O mosto € mantido em fervura até atingir a concentragao desejada de agucar para
o inicio da fermentagao, correspondendo a uma média de 60 a 90 min (KUNZE, 1996;
VENTURINI FILHO, 2016).

Apos, o0 mosto deve passar por uma etapa de tratamento que inclui a retirada do
precipitado, resfriamento e posterior aeracado. Durante a primeira etapa, utilizando forgas
centripetas por meio de rotacdo forcada do meio, precipitam-se os complexos de
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proteina, resinas e taninos denominados de frub, os quais sedimentam no fundo do
tanque, sendo separados do mosto limpido (VENTURINI FILHO, 2016). Ja o
resfriamento € realizado por trocador de calor até a temperatura adequada para a
fermentagdo, prevenindo processos oxidativos e contaminagdo por microrganismos
(KRAMER, 2010; FIGUEIREDO, 2017).

A fermentagdo consiste no ponto central da produ¢do de qualquer cerveja e o
principal objetivo deste processo € a conversédo de agucares em etanol e gas carbdnico
pela levedura, sob condi¢gbes anaerdbicas (VENTURINI FILHO, 2016; MUNROE, 1994).

Os mostos obtidos apenas a partir do malte contem como fonte de carbono os
seguintes acgucares: glicose, frutose, sacarose, maltose e maltotriose, todos
metabolizados pela levedura alcodlica. As leveduras produzem os compostos de aroma
e sabor da cerveja como subprodutos de seu metabolismo e essa produgdo é
influenciada de acordo com as condicbes do processo, como concentragcdo e
composi¢cao do mosto, temperatura do processo fermentativo e o tipo de levedura
utilizada (PICKERELL et al., 1991).

As leveduras cervejeiras foram identificadas com base no comportamento de
floculagdo ou flotagdo no processo fermentativo alcodlico. Dessa forma, as cervejas
foram classificadas em trés estilos principais: Lambic, Ale e Lager (BOKULICH,;
BAMFORTH, 2013). As leveduras Ale e Lambic sao caracteristicas de fermentagao de
topo (SANCHEZ; SOLODOVNIKOVA; WENDLAND, 2012; ARAUJO, 2013) e as
leveduras Lager de fermentacdo de fundo (MERTENS et al., 2015; SANCHEZ et al.,
2012).

As cervejas do tipo Lager sdao comumente fermentadas por cepas de
Saccharomyces uvarum, S. calsbergensis ou S. pastorianus (LODOLO et al., 2008;
MERTENS et al., 2015). A fermentagao ocorre em temperaturas na faixa de 8 e 15 °C
(MERTENS et al., 2015; SANCHEZ et al., 2012) e, devido as baixas temperaturas
envolvidas no processo, 0s sabores e os aromas desta bebida sdo mais suaves e leves
(BOKULICH; BAMFORTH, 2013). Atualmente, as cervejas da familia Lager sdo as mais
consumidas no Brasil e no mundo e originam estilos Pilsen, American Lager, Malzbier,
Pale Lager, entre outros (ROSA; AFONSO, 2015).

As cervejas Ale sao elaboradas com cepas de Saccharomyces cerevisiae em
temperaturas de 16 a 25 °C (BOKULICH; BAMFORTH, 2013; SANCHEZ et al., 2012).
Neste processo, o controle da temperatura é fundamental para manter a caracteristica
do sabor e o aroma da bebida (ROSA; AFONSO, 2015). As cervejas Lambics sao


https://www.google.com/search?q=cerevisiae&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwi_5IXh9YHgAhWVJ7kGHYjCA9YQkeECCCooAA
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fermentadas de forma espontanea por diferentes espécies de bactérias e leveduras
naturalmente presentes no ambiente e nos utensilios utilizados em sua producéo
(FIGUEIREDO, 2016).

Na etapa de maturagdo é que ocorre a introdu¢ado do gas carbénico por contra-
pressao na linha de produgao. O CO: produzido na fermentacédo nao fornece a bebida a
gaseificagdo adequada, necessitando a corregcdo apos a filtracdo para a padronizagao
do produto final (KRAMER, 2010). A maturagdo € necessaria e importante, mas na
verdade, poucas mudangas ocorrem durante este estagio. Entretanto, no processo
tradicional de fabricagéo de cerveja, esta etapa pode durar um longo tempo chegando a
algumas semanas e até mesmo alguns meses para determinados tipos de cerveja.
Durante o periodo de maturagado sao formados ésteres (acetato de etila e acetado de
amila) responsaveis pelo aroma e sabor que caracterizam a cerveja (VENTURINI FILHO,
2016).

Apds a maturagdo, a cerveja contém leveduras, particulas coloidais dos
complexos proteinas-polifenois e outras substancias insoluveis formadas, devido ao
baixo pH existente (em torno de 5,0) e as baixas temperaturas (em torno de 8 a 10 °C
abaixo da temperatura de fermentacdo) utilizadas durante essa etapa (VENTURINI
FILHO, 2016). Dessa forma, € realizada a clarificacdo da bebida mediante o uso de
agentes clarificantes, centrifugagdo, sedimentacdo por gravidade e/ou filtragdo. A
clarificacdo tem por finalidade a obtengcdo de um produto final limpido e brilhante
eliminando o trub (lupulo, compostos coagulados, complexos de proteina, resinas e
taninos) (PIACENTINI et al., 2015). A seguir, a bebida esta pronta para ser envasada e

comercializada.

3.3 PRINCIPAIS CONTAMINANTES DA CEVADA E CEREAIS ADJUNTOS

Além da cevada, principal matéria-prima da cerveja, a legislagao brasileira vigente
permite a adi¢do de adjuntos cervejeiros no processamento da bebida, os quais podem
ser cereais malteados ou ndo, assim como outras fontes de carboidratos. Os adjuntos
possibilitam reducdo de custo do processo e proporcionam cervejas mais leves e
palataveis aos consumidores brasileiros (MADEIRA, 2015).

Conforme Decreto n° 6.871, de 4 de junho de 2009, considera-se adjunto
cervejeiro a cevada cervejeira e 0s demais cereais aptos para o consumo humano,

malteados ou ndo-malteados, bem como os amidos e agucares de origem vegetal.
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Segundo a mesma legislacédo, parte do malte de cevada pode ser substituido por
adjuntos cervejeiros, que ndo podem exceder 45% em relagédo ao extrato primitivo.

Os adjuntos empregados possibilitam a reducdo de despesas com a cevada
malteada, uma vez que a produgdo de cevada nacional ndo supre a demanda do
mercado. O malte de cevada apresenta grande vantagem por possuir elevado poder
diastasico (conversdo de amido em maltose), o que é relevante para a utilizagdo de
outros adjuntos, pois as enzimas do malte de cevada também poderéo ser responsaveis
pela hidrolise do amido dos outros cereais (EMBRAPA, 2012).

Entre os principais contaminantes da cultura da cevada e dos cereais adjuntos
(trigo, milho, arroz e aveia) estdo as pragas e os insetos, os fungos e as micotoxinas. As
pragas de campo mais comuns na cultura de cevada sao os pulgdes e as lagartas, as
quais podem reduzir a produgao de graos se nao controladas adequadamente
(PIACENTINI, 2014).

Muitos cereais também sao frequentemente passiveis de contaminacado por
fungos, os quais se proliferam nesses graos pois geralmente encontram substrato
altamente nutritivo para o seu desenvolvimento (KIRINCIC et al. 2015; MALLMANN;
DILKIN, 2007). A infecgao por fungos em gréos e cereais pode ocorrer em diversos
estagios da cadeia produtiva, iniciando no campo e continuando durante a maturagéo,
colheita, secagem, armazenamento, transporte e processamento, inclusive na
armazenagem do produto transformado. Ainda é importante ressaltar que fungos sao
encontrados distribuidos no ar e no solo, com capacidade de contaminar e de se
desenvolver em qualquer substrato que apresente condi¢gdes favoraveis (SCUSSEL,
2002).

Além das espécies de fungos deteriorantes (Alternaria, Cladosporium,
Helmintosporium) os quais sdo considerados indicadores da qualidade de sementes e
graos armazenados, existem outra classe de fungos (também de campo ou de
armazenagem) muito importantes por causarem danos a saude, denimonados de fungos
micotoxigénicos. Algumas espécies dos géneros de fungos de campo (principalmente
Fusarium) e de armazenagem (Aspergillus e Penicillium) quando submetidos a
condicdes de estresse, podem produzir metabdlitos secundarios tdxicos, as micotoxinas.
Estes fungos, mesmo quando seu desenvolvimento ndao é acentuado, podem produzir
estes compostos toxicos (SCUSSEL, 2002). Nos graos armazenados, a contaminagao
com fungos toxigénicos e a producdo de micotoxinas sado resultados da interagao
complexa entre umidade, temperatura, substrato, concentragcdo de oxigénio e didéxido de
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carbono, presenca de insetos e fungos. Nas condigdes de campo, o estresse pode
ocorrer por condi¢gdes climaticas, intempéries, pragas, entre outros, que também
resultam em perda de vigor da planta, predispondo-a a colonizagdo de fungos
toxigénicos ou induzindo um estresse ao fungo que colonizou a planta (MAZIERO;
BERSOT, 2010).

A ocorréncia de micotoxinas em gréos e cereais ocasiona perdas econdémicas
para todos os setores agricolas, sendo que grande parte destas perdas esta relacionada
aos danos causados a saude humana e animal, redugao da produtividade, custos em
inspecdo e amostragens, subsidios a agricultores, custos para desintoxicagdo de

alimentos, pesquisa e formacgao (LIU; GAO; YU, 2006).

3.4 MICOTOXINAS

O crescimento fungico, associado a produg¢ao de micotoxinas, depende de uma
complexa interagao de diversos fatores, como atividade de agua, temperatura, oxigénio
e substrato (DOLL, S.; DANICKE, 2009). No entanto, a presenca do fungo no alimento
nao implica, necessariamente, na ocorréncia de micotoxina, assim como, esses
metabdlitos podem estar presentes no alimento mesmo na auséncia de fungo. Este fato
ocorre porque a maioria dos tipos de micotoxinas sao termoestaveis, resistindo a maioria
dos tratamentos térmicos ou processos de desidratacdo durante o processamento de
alimentos, os quais sao suficientes para destruir o micélio vegetativo dos fungos que as
produziram (BERSOT, MAZIERO, 2010).

A contaminac&o por micotoxinas da cadeia alimentar humana e animal pode
ocorrer de maneira direta ou indireta. Diretamente, através do consumo de cereais,
oleaginosas e derivados contaminados. Indiretamente, quando os animais se alimentam
com ragoes previamente contaminadas podendo excretar micotoxinas no leite, carne e
ovos e, consequentemente, constituir-se em fonte de contaminagao indireta para os
humanos (BERSOT, MAZIERO, 2010).

A ingestao de alimentos que contenham micotoxinas pode causar graves efeitos
sobre a saude animal e humana. Muitos desses contaminantes possuem afinidade por
determinado 6rgao ou tecido e os mais frequentemente atingidos sao o figado, os rins e
o sistema nervoso. A gravidade dos efeitos causados pela ingestdo de alimentos
contaminados depende da toxicidade da micotoxina, grau de exposicdo, idade e estado

nutricional, além de outros possiveis efeitos sinérgicos de outros agentes quimicos aos
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quais o individuo ou animal estdo expostos (HE et al., 2010). A Tabela 1 apresenta os
principais efeitos toxicos causados em humanos e animais através da ingestao de
alimentos contaminados com micotoxinas.

Entre as micotoxinas de frequente ocorréncia em cereais e seus produtos,
destacam-se os tricotecenos, zearalenona e ocratoxina A, geralmente encontradas em

malte de cevada, trigo e cerveja.

Tabela 1. Principais micotoxinas, espécies fungicas produtoras e substratos e seus
efeitos toxicos.

Micotoxina Principais fungos Principais substratos Efeitos
produtores
Aflatoxina B1 Aspergillus flavus; Amendoim e milho Hepatotoxica,

nefrotoxica e
carcinogénica

Aspergillus parasiticus.

Citrinina Penicillium citrinum Trigo, aveia, cevada,  Nefrotdxica
milho e arroz
Ocratoxina A Penicillium verrucosum, Cevada, café e vinho  Hepatotdxica,

Aspergillus ochraceus;
Aspergillus carbonarius

nefrotoxica e
carcinogénica

Tricotecenos: T2, Fusarium sp Milho, cevada, aveia, = Hemorragias,

NIV, DON trigo e centeio vomitos,
dermatites e
Imunossupressao

Zearalenona Fusarium graminearum Cereais Infertilidade dos
Animais

Fonte. RICHARD, 2007; STREIT et al., 2012.

3.4.1 Tricotecenos

Os tricotecenos séo micotoxinas de uma familia de sesquiterpendides tetraciclico
12,13-epoxitricotec-9-eno (Figura 2), os quais sao divididos em quatro grupos (tipos A,
B, C e D) de acordo com as suas caracteristicas de grupos funcionais, sendo os tipos A
e B, os mais comuns (HE et al, 2010).

Todos os tricotecenos compartilham de um esqueleto triciclico comum com uma
funcao epodxido entre os C12 e 13, principal responsavel pela sua toxicidade, e eles séo
derivados a partir do intermediario isoprendide pirofosfato de farnesilo, através de uma
série de reagbes de ciclizagao, isomerizagao, oxigenagao e acetilagdo (ALEXANDER et
al., 2009; KIMURA et al., 2007).
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Figura 2. Estruturas quimicas de grupos de tricotecenos. a: Tipo A; b: Tipo B; c: Tipo C;
d: Tipo D.
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O esqueleto dos tricotecenos é quimicamente estavel e o anel 12,13-epoxi é
resistente a ataques nucleofilicos (ROCHA, ANSARI e DOOHAN, 2005, LIU et al., 2012),
sao estaveis a temperaturas até 150 °C (DEL REGNO et al., 2015) e ndo sdo degradados
em processos de autoclavagem, além de possuirem estabilidade em uma ampla gama
de pH neutro a acido (UENO, 1987).

Os tricotecenos diferem na estrutura por padrbes de oxigenagao e acetilagdo (ou
acilacao) do esqueleto (DESJARDINS, 2006) conforme a Figura 3 e Tabela 2. O tipo A
é representado por Diacetoxiscirpenol (DAS) e pelas Toxinas T-2 e HT-2, o tipo B é
representado por NIV, DON e seus derivados acetilados, 3-ADON e 15-ADON (PESTKA,
2007; FOROUND e EUDES, 2009; IBANEZ-VEA et al, 2011; MCCORNICK et al., 2011).

3.4.1.1 Tipo A

A toxina T-2, pertencente ao grupo A na classificagao dos tricotecenos, € o mais
agudamente toxico, sendo considerada como de critica preocupacgao, possuindo efeitos
principalmente hematotéxicos e imunotoxicos (OSSELAERE et al., 2013). A toxina T-2

pode inibir a sintese de DNA e RNA in vivo e in vitro e, nos processos in vivo, esta toxina
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€ rapidamente metabolizada a toxina HT-2, seu principal metabdlito (WHO, 1990). Varios
estudos mostraram que estas micotoxinas atuam inibindo a sintese eucaridtica de
proteinas (toxicidade) através da ligag&o ao ribossoma 60S e por interagdo com a enzima
peptidiltransferase, sendo que esta interagdo conduz a varios graus de inibicdo da
formacgéo da ligagdo de peptideos, o que depende da estrutura quimica especifica do
tricoteceno (BIN-UMER et al., 2011; DEYU et al., 2018; FATIMA et al., 2018).

As espécies de fungos mais importantes, produtores da toxina T-2, sdo Fusarium
sporotrichioides, Fusarium langsethiae, Fusarium acuminado e Fusarium poae. Estas
espécies sao fungos de solo, sendo patégenos importantes de plantas que crescem na
cultura de campo e sdo nativas a areas com climas temperados (ERIKSEN e
ALEXANDER, 1998).

Figura 3. Estruturas quimicas de nivalenol (NIV); deoxinivalenol (DON); 3-acetil-
deoxinivalenol (3-ADON); 15-acetil-deoxinivalenol (15-ADON).

Tabela 2. Caracteristicas estruturais dos principais tricotecenos dos grupos A e B.

Composto R1 R2 R3 R4 R5

Grupo A
Toxina T-2 (T-2) -OH -OAc -OAc -H -OCOCH2CH(CHj3)

Grupo B

Nivalenol (NIV) -OH -OH -OH -OH =0

Deoxinivalenol (DON) -OH -H -OH -OH =0

3-acetil-DON (3-ADON)  -OAc -H -OH -OH =0

15-acetil-DON (15-ADON) -OH -H -OAc -OH =0

Fonte. He et al., 2010.
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3.4.1.2 TipoB

Entre os tricotecenos, os do tipo B geralmente sdo os de maior frequéncia,
formados no campo, antes da colheita e sua ocorréncia é dificil de ser evitada devido ao
grande impacto das condicdes abidticas (IBANEZ-VEA et al., 2011). As principais
espécies produtoras destes tricotecenos sao Fusarium graminearum, Fusarium
culmorum e Fusarium cerealis (ERIKSEN E ALEXANDER, 1998), sendo que a presenca
de deoxinivalenol € um indicador de uma possivel contaminagao por outros tricotecenos
(VELISEK & HAJSLOVA, 2009). Salienta-se que o deoxinivalenol tem sido a toxina de
Fusarium mais frequentemente reportada no mundo, assim como detectada em maior
concentracdo, sendo considerada como ‘“indicadora” de contaminacdo por este
fitopatogeno (CANO-SANCHO et al., 2011; DE SOUZA et al., 2015; DEGRAEVE et al.,
2016; DONG et al., 2016; XU et al., 2018; SPAGGIARI et al., 2019).

A exposicdo a niveis elevados de DON pode desencadear vémito, perda de peso,
dores abdominais, diarréia e imunossupressdo (KOLF-CLAUW et al., 2009). DON é
classificado pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer no Grupo 3, isto é,
nao classificado como agente carcinogénico para humanos (IARC, 1993). No entanto, a
literatura aponta diversas patologias relacionadas ao consumo de cereais contaminados
por toxinas de Fusarium spp, desde alimentary toxic aleukia (ATA) na Russia (STEYN,
1995) & puberdade precoce e hiperplasias (BRIONES-REYES, GOMEZ-MARTINEZ,
CUERVA-ROLON, 2007). A toxicidade de DON pode atravessar as barreiras bioldgicas,
ou seja, barreiras intestinais e do sangue-cérebro, afetando as fungdes e a viabilidade
das células formadoras de tais sistemas e 6rgaos (MARESCA, 2013).

Na literatura, a deteccao de DON tem sido relatada em co-ocorréncia a outras
micotoxinas e, principalmente, a outros tricotecenos (SOLEIMANY et al., 2012). DON é
frequentemente associado aos isdmeros acetilados 3-acetildexinivalenol (3-ADON), 15-
acetil-deoxinivalenol (15-ADON) e, junto com o nivalenol (NIV), causam perda de apetite

e reducao das taxas de crescimento em animais (OSSELAERE et al., 2013).

3.4.2 Zearalenona

A zearalenona (ZEN) é uma micotoxina produzida no campo, principalmente por
Fusarium graminearum e Fusarium culmorum, e € conhecida por colonizar cereais e

apresentar tendéncia a se desenvolver em baixas temperaturas (MURPHY et al, 2006).
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A ZEN é uma lactona do acido fendlico resorcilico, de formula molecular C1gH2205, possui
massa molecular 318,4 g mol' e nome pela Uni&do Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC) “(3S,11E)-14,16-dihydroxy-3-methyl-3,4,5,6,9,10-hexahydro-1H-2-
benzoxacyclotetradecine-1,7(8H)-dione” (IUPAC, 1986). Sua molécula é constituida de
radical “-eno” decorrente da dupla ligagdo entre os carbonos C1 e C2 e o “-ona” pela
cetona no C6 (URRY et al., 1966), como mostra a Figura 4. Apesar de ser uma lactona
com um grande anel, compreendendo 13 carbonos, é estavel ao rompimento hidrolitico,
atribuido a presenga de um grupo metil secundario que impede que ataques nucleofilicos
sejam efetivados na carbonila da lactona (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2008). A
ZEN possui caracteristicas estrogénicas e semelhanga quimica com a estrutura do
hormonio estrogénico 17-B-estradiol (ZINEDINE et al., 2007).

Figura 4. Estrutura quimica da Zearalenona (ZEN).
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A contaminacéao por ZEN tem sido relatada mundialmente em muitas culturas de
cereais incluindo trigo, milho, cevada, sorgo e aveia (HEWITT et al., 2012; TANAKA et
al., 2000). E um composto estavel ao calor e ndo degrada durante o processamento ou
cozimento de alimentos (EL-HOSHY, 1999).

Apos administracao oral, a zearalenona é rapidamente absorvida e metabolizada
em a-zearalenol e p-zearalenol. Estudos com varias espécies animais (cobaias, coelhos,
hamsters) revelaram que ZEN provoca alteragdes no sistema reprodutivo que pode
resultar em graves disturbios (GAUMY et al., 2001), infertiidade (JECFA, 2000) e
alteragao nos niveis séricos de progesterona (YANG et al., 2007). ZEN também esta
associada com alteragdes puberais precoces em criangas (SAENZ DE RODRIGUEZ et
al, 1985; SCHOENTAL, 1983; SZUETS et al, 1997). A carcinogenicidade da ZEN foi
avaliada pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer e verificou-se ser
classificada como nao carcinogénica para humanos (grupo 3) (IARC, 1993). ZEN foi
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provavelmente associada ao cancer esofagico (GAO e YOSHIZAWA, 1997), ao cancer
do colo do utero humano e hiperplasia endométrica (TOMASZEWSKI et al., 1998).

3.4.3 Ocratoxina A

A Ocratoxina A (OTA) é sintetizada principalmente por fungos do género
Aspergillus e Penicillium (ONORIO et al., 2011; PATTONO et al., 2011). No entanto, os
géneros fungicos citados se desenvolvem em condigdes distintas. Em regides de clima
temperado a OTA é sintetizada por fungos do género Penicillium e em regides de clima
tropical, fungos do género Aspergillus séo responsaveis pela sintese deste metabdlito
(SCHMIDT-HEYDT et al., 2012). A OTA é o metabdlito mais abundante e mais tdxico
entre as ocratoxinas encontradas na natureza. Existem diferentes tipos de ocratoxina,
nomeadas pelas letras A, B, C e D, sendo estas classificadas conforme os substituintes
na base cumarina fenilanina (BARISIC et. al., 2002). A OTA, 7-carboxil-5-cloro-8-hidroxil-
3,4-dihidro-3R-metilisocumarina-7-L-b-fenilalanina, ilustrada na Figura 5, € constituida
por uma dihidroisocumarina ligada pelo grupo 7-carboxilo a uma molécula de L-B-
fenilalanina, através de uma ligagdo amida (COVARELLI et al., 2012, NOVO et al., 2013).
Apresenta formula molecular C2H1sCINOg, massa molar de 403,82 g mol', é cristalizada
em xileno, possui fluorescéncia verde e seu ponto de fusdo é de 169 °C. Por possuir
carater acido é razoavelmente soluvel em solventes organicos como: cloroférmio, etanol,
metanol, xileno (CERAIN, 2000; RIBEIRO et. al., 2006).

Figura 5. Estrutura quimica da Ocratoxina A (OTA).
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OTA é uma molécula moderadamente estavel podendo resistir aos processos de
cozimento, fermentagao, entre outros, sendo encontrada em niveis de concentragdes
variadas em produtos alimentares como: cereais, café, carne, cacau, cervejas e vinhos
(CHULZE et al., 2006, VALERO et al., 2008, NOVO et al., 2013). Também foi encontrada
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em sangue humano e no leite materno de pessoas expostas a produtos contaminados
(ARESTA et al., 2006). Estudos toxicolégicos mostraram que a OTA é absorvida no trato
gastrointestinal, causando lesdes cronicas nos rins e no figado (HERNANDEZ et al.,
2006). OTA também pode ser genotdxica, teratogénica, mielotdxica, carcinogénica,
possivelmente neurotdxica, sendo considerada a causa de nefropatia endémica nos
Balcas (TOZLOVANU et al., 2006; PIETRO-SIMON et al., 2008; REMIRO et al., 2010).
Tem rapida absorgédo e lenta eliminagéo, sendo classificada pela Agéncia Internacional
de Pesquisa sobre o Cancer, como um possivel carcinégeno para humanos (grupo 2B)
(MEDINA et al., 2005, MATEO et al., 2007, PAGKALI et al., 2017).

3.5LEGISLACAO PARA MICOTOXINAS EM ALIMENTOS

Dessa forma, tendo em vista a grande preocupagédo com a contaminagao de
micotoxinas nos mais diversos alimentos, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) aprovou um Regulamento Técnico sobre limites maximos tolerados (LMT)
para micotoxinas em alimentos no Brasil. Estd em vigor a Resolugcdo N° 138 de 8 de
fevereiro de 2017, prorrogacao da Resolugcdo N° 7 de 18 de fevereiro de 2011. Os limites
maximos tolerados referem-se aos resultados obtidos por metodologias que atendam
aos critérios de desempenho estabelecidos pelo Codex Alimentarius.

A ANVISA orienta que os niveis de micotoxinas deverao ser tdo baixos quanto
possivel, devendo ser aplicadas as melhores praticas e tecnologias na producgao,
manipulagdo, armazenamento, processamento e embalagem, de forma a evitar que um
alimento contaminado seja comercializado ou consumido (BRASIL, 2017). Destaca-se a
legislacao sobre os limites maximos tolerados para DON, ZEN e OTA em alimentos, sendo
que para os demais tricotecenos do tipo B (NIV, 3-ADON, 15-ADON) os niveis maximos
permitidos ainda ndo sao limitados pelas agéncias reguladoras no Brasil.

A Tabela 3 apresenta os limites maximos toleraveis de deoxinivalenol (DON) em

alimentos a partir de janeiro de 2019 no Brasil.



40

Tabela 3. Limites Maximos Tolerados (LMTs) da presenga de DON em alimentos.

Aplicacao LMT Alimento
(ug kg™)

1000 Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo integral,
farelo de trigo, farelo de arroz, gréo de cevada.
Janeiro de
2019
750 Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos de agua e
sal, e produtos de panificacdo, cereais e produtos de
cereais exceto trigo e incluindo cevada malteada.

Fonte: BRASIL, 2017.

Na Europa, foi estabelecido 1750 ug kg como limite maximo permitido para trigo,
aveia e milho destinados ao consumo humano para DON. Para cereais nao
transformados, excluindo aveia, trigo duro e milho, o LMT é de 1250 ug kg™'. Para farinha
de cereais, incluindo farinha de milho e sémola de milho, o LMT é de 750 ug kg™'. Para
pao, produtos de pastelaria, bolachas, refeicdes leves a base de cerais e cereais para
pequeno almogo, o LMT é de 500 ug kg™! e para massas alimenticias secas o LMT é de
200 pg kg™' (EUROPA COMMISSION REGULATION, 2010).

A Tabela 4 apresenta os limites maximos toleraveis de zearalenona (ZEN) em
alimentos a partir de janeiro de 2017 no Brasil. A Comissao Europeia estabeleceu um
LMT para ZEN de 100 ug kg para cereais néo transformados, excluindo o milho, o qual
é de 200 ug kg™, incluindo farinha, sémola e 6leo de milho. Ja para a farinha de cereais,
excluindo a de milho, o LMT de ZEN ¢é de 75 pg kg™'. Pao, produtos de pastelaria e
bolachas, refei¢cdes leves a base de cereais e cereais para pequeno almogo, o LMT de
ZEN é de 50 ug kg™'. (EUROPA COMMISSION REGULATION, 2005).

Em relagao aos limites maximos tolerados para a contaminagao por Ocratoxina A
em alimentos no Brasil, s6 existe legislagdo para a ocorréncia desta micotoxina em
cereais para posterior processamento, com valor até 20 ug kg, incluindo grédo de cevada
(BRASIL, 2017). A Comissao Européia (2005) também estabelece limites para a
concentracéo de OTA em produtos comercializados: 3 ug kg™ em produtos derivados de
cereais para consumo direto; 5 ug kg™' em cereais crus e ndo processados e 10 ug kg™’
em frutas secas.

Cabe ressaltar que o estabelecimento de concentragdes maximas legais de

micotoxinas nao significa que concentragbes baixas destes contaminantes sejam
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seguras. Pequenas quantidades de micotoxinas também podem interromper o
funcionamento celular normal e até resultar em mortes celulares e alteragdes patologicas
acumulativas (STREIT et al., 2013; BRYDEN, 2012). Além disso, baixos niveis de
micotoxinas nas dietas podem levar a problemas subclinicos que sdo menos evidentes,
incluindo uma ligeira diminuigdo do consumo e produgédo de alimentos, utilizagdo de

nutrientes de ma qualidade e queda no desempenho (re) produtivo (BRYDEN, 2007).

Tabela 4. Limites Maximos Tolerados (LMTs) da presenga de ZEN em alimentos.

Aplicacao LMT Alimento
(ug kg™)
40 Milho em grao e trigo para posterior processamento.
100 Farinha de trigo, massas, crackers e produtos de

panificagdo, cereais e produtos de cereais exceto trigo e
incluindo cevada malteada.

100 Arroz beneficiado e derivados.
Janeiro de 400 Arroz integral
2017
600 Farelo de arroz
150 Milho de pipoca, canjiquinha, canjica, produtos e

subprodutos a base de milho.

200 Trigo integral, farinha de trigo integral, farelo de trigo.

Fonte: BRASIL, 2017.

3.6 OCORRENCIA DE MICOTOXINAS EM CEREAIS ADJUNTOS, CEVADA E
CERVEJA.

Pesquisas que avaliem a ocorréncia de micotoxinas vem crescendo cada vez

mais, tanto em alimentos destinados a animais quanto para os humanos. A Tabela 5
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apresenta alguns estudos sobre a ocorréncia desses contaminantes em arroz, trigo e

milho, principais cereais utilizados como adjuntos a produgéo cervejeira.

Tabela 5. Ocorréncia de micotoxinas nos principais cereais adjuntos a produgéo

cervejeira.
Cereal Micotoxina Nivel maximo Referéncia
(ug kg™")

AFLAs 0,11
DON 244 Almeida et al., 2012.
OTA 0,24
ZEN 4872

Arroz AFB- 74
DON 400 Dors et al., 2011.
OTA 26
ZEN 396
ZEN 126,31 Savi et al., 2018.
OTA 560 Hackbart et al., 2012.
AFLAs 1600

Milho OTA 206 Machinski Jr et al, 2001.
ZEN 4640
ZEN 99 Queiroz et al., 2012.
AFLAs 14,5 Domenico et al., 2016.
AFB 4906 Mendes et al., 2015.
DON 11800 Machado et al., 2017.

Trigo DON 1590,7
ADONS 428 Seus-Arraché et al., 2018.
NIV 187,5

E frequente que mais de um tipo de micotoxina ocorra em um produto, pois a

maioria das espécies fungicas produzem mais de um tipo de metabdlito toxico, indicando

que a contaminagdo cruzada ocorre naturalmente quando as espécies de fungos

toxigénicos estdo em contato com os alimentos (EYNI et al., 2016).

Entre todas estas pesquisas, destaca-se a presenga de DON no trigo, em

quantidades extremamente altas, na faixa de 1590,7 até 11800 ug kg-!, bem acima do
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permitido pela legislagdo mundial vigente. DON também foi avaliado em 113 amostras
de trigo pertencentes ao estado do Parana, estando presente em 64% destas (SANTOS
et al., 2013). A Tabela 6 apresenta estudos de ocorréncia de micotoxinas, agora levando

em consideragdo a contaminagdo somente nos graos de cevada e malte.

Tabela 6. Ocorréncia mundial das principais micotoxinas encontradas em gréaos de
cevada e malte de cevada.

Micotoxina Frequéncia Max. Pais Referéncias
(g kg™)
Fumonisinas 72,5% 908,47 Brasil Batatinha et al., 2007.
35% (Malte) 347,5 Espanha Gil-Serna et al., 2013.
Aflatoxinas B1  4,8% (Malte) 7,2 Roménia Tabuc et al., 2009.
3,2% 0,3 Republica Benesova et al., 2012.
Tcheca
Ocratoxina A  2,57% 0,3 Republica Belakova et al., 2011.
Tcheca
58% (Malte) 3,53 Espanha Ibanez-Vea et al., 2012.
100% 280 Polénia Krysinska-Traczyk et al., 2007.
96,4% 372 Lituania Mankeviciene et al., 2007.
Deoxinivalenol 54% 10000 Uruguai Pan et al., 2007.
72% (Malte) 112,3 Espanha Gil-Serna et al., 2013.
77,5% (Malte) 985,9 Republica Belakova et al., 2014.
Tcheca
18% (Malte) 15100 Brasil Piacentini et al., 2015.
86,4% 602,3 Republica Bolechova et al., 2015.
Tcheca
23% 6,1 Tunisia Juan et al., 2017.

Tralamazza et al. (2016), confirmaram a presenca de DON em 99% de amostras

de trigo estudadas, pertencentes aos estados do Rio Grande do Sul, Parana e Sao Paulo,

em concentragdes que variaram entre 183 e 2150 pg kg'. Os fungos produtores de
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micotoxinas causam perdas nutricionais e representam um risco significativo para a
cadeia alimentar, sendo que os cereais infectados podem representar uma fonte de
contaminagdo durante a fabricacdo de novos produtos, pois as micotoxinas sao
termoestaveis, resistindo a variagdes de temperatura e pH durante o processamento de
alimentos (KABAK, 2009). Isto pode ser comprovado com os estudos de ocorréncia de
micotoxinas em diversos produtos alimenticios, como na produgéo cervejeira, em que a
utilizacdo de cevada ou de cereal adjunto contaminado com algum dos tipos de
micotoxinas pode acontecer.

Na Tabela 7 estdo presentes alguns estudos de ocorréncia de DON, ZEN e OTA
em cervejas consumidas no mundo, destacando-se novamente a presenga de DON em

maior propor¢ao que as outras micotoxinas apresentadas.

Tabela 7. Ocorréncia mundial de micotoxinas em cervejas.

Micotoxina Frequéncia Pais Faixa Referéncias
(ug L)
DON 100% Irlanda, Alemanha, 6-70 Kuzdralinski et al.,
Bélgica e Polénia 2013.

DON 60% Espanha 24,5 -47,7 Carrasco et al.,
2015.

DON 75% Alemanha 2,2-20 Bauer et al., 2016.

ZEN 100% Alemanha 0,35-2 Bauer et al., 2016.

ZEN 65% Espanha 8,24 — 63 Pascari et al.,
2018 a.

OTA 39% Republica Tcheca 1-24,4 Belakova et al.,
2011.

Muitos estudos foram publicados sobre o destino das micotoxinas durante a
producao de cerveja, analisando todo o processo de produg¢ao ou apenas uma parte dele
e destacando os parametros fisicos que levam a variagdo na concentragdo destes
contaminantes (INOUE et al., 2013; MALACHOVA et al., 2010; PIETRI et al, 2010;
VACLAVIKOVA et al., 2013).
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O processo cervejeiro inclui varias etapas ja descritas anteriormente, sendo que
a mosturagao, a fervura do mosto e a fermentacéo representam um impacto significativo
nos niveis de micotoxinas possivelmente presentes no malte (PASCARI et al, 2018 b).
Embora as operagdes de processamento de cerveja tenham temperaturas maximas de
operacado abaixo das que tem capacidade de destruir as micotoxinas, elas podem
influenciar na concentragao das micotoxinas devido a ocorréncia de mudancgas quimicas
e bioquimicas (PASCARI et al., 2018 b).

Um estudo determinou a porcentagem de transferéncia e redugdo de DON
durante a mosturacao e a fervura do mosto a partir do malte de cevada contaminado
com este tricoteceno. Os estagios cruciais que induziram mudancgas significativas nos
niveis de micotoxinas durante estas etapas foram nos primeiros 15 min a 45 °C durante
a mosturagado (aumento da transferéncia de DON para o mosto de até 94%) e nos
primeiros 30 min de ebuligdo (diminuigdo do nivel de DON para o mosto na média de
45%) (PASCARI et al., 2018 b). O aumento da quantidade de DON liberado no mosto
ocorreu provavelmente devido ao contato com a agua e a atividade enzimatica durante
a mosturacao, o qual fez com que DON fosse liberado das macromoléculas da matriz de
malte (KOSTELANSKA et al., 2011). A redugédo dos niveis de DON durante a fervura
pode estar relacionada a sedimentacdo e modificagado quimica sob acido de temperatura
que sofre a micotoxina (RYCHLIK et al., 2014), no entanto, pesquisas suplementares
devem ser realizadas para confirmar esta afirmacao, levando em consideragdo que a
maioria das micotoxinas ndo sdo completamente reduzidas mesmo apdés 90 min de
fervura (PASCARI et al., 2018 b).

Campagnollo et al., (2015) investigaram a redugcao de micotoxinas na cerveja
durante a etapa de fermentacdo e observaram uma alta porcentagem de reducéo no
caso de ZEN (75,1%), mas também para AFB1 (48,1%) e OTA (59,4%), no entanto, a
reducdo de DON atingiu apenas 11,6%. Segundo os autores e outras pesquisas
publicadas anteriormente (JOUANY et al., 2005), essa reducdo ocorreu devido a
adsorcao das toxinas (especialmente ZEN) a B- glucanos presentes na parede celular
da levedura (ligagbes hidrogénio e Van der Waals sendo envolvidas em conjunto com a
propor¢cao de B-1,3-D-glucanos e [B-1,6-D-glucanos no produto). No entanto, estas
porcentagens reduzidas variam, pois, dependem dos diferentes tipos de leveduras
utilizadas, as quais podem possuir uma resisténcia desigual frente a acado das
micotoxinas (PASCARI et al., 2018 b).
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Garda et al, (2005) também avaliaram o comportamento de DON e toxina T-2
durante a fermentagao alcodlica (120 h a 14 ° C) na produgao de cerveja, a partir da
utilizacdo de um malte contaminado, e observaram uma redugdo dos niveis totais de
contaminagdo de 53% para as micotoxinas em estudo. Em outros estudos sobre
fermentagdo alcodlica com Saccharomyces Cerevisiae realizado por Scott e Kanhere
(1995), houve reducéo de 9 a 13% para a ocratoxina A, enquanto que para Baxter et al.,
(2001) a reducao foi de 13 a 32% para a mesma micotoxina. Estes valores menores de
redugcao da contaminacdo podem ser devido a polaridade da micotoxina, a qual favorece
a recuperagao em meio aquoso, resultando em niveis mais altos de contaminagao na
cerveja.

Através dos estudos e pesquisas demonstrados pode-se concluir que as
micotoxinas sao transferidas da matéria-prima previamente contaminada ao produto
final. O processamento cervejeiro impacta, em maior parte, na redugédo dos niveis das
micotoxinas, obtendo-se um produto final com menores teores de micotoxinas quando
comparados a matéria-prima inicial. No entanto, mais estudos sdo necessarios sobre o
real destino de cada micotoxina durante o processamento cervejeiro e uma avaliagédo de
perdas e possiveis beneficios trazidos pelas estratégias de descontaminagao precisam

ser identificadas para uma melhor visdo da situacdo (PASCARI et al., 2018 b).

3.7 DETERMINACOES DE MICOTOXINAS

O requisito para aplicar limites regulatérios para o controle de micotoxinas foi o
desenvolvimento de um vasto numero de métodos analiticos para a identificacéo e
quantificacdo dessas micotoxinas em diversas amostras complexas, como alimentos,
racoes e amostras biologicas (VENTURA et al., 2006). O controle dos niveis destes
contaminantes em amostras de alimentos pode ocorrer através de determinagdes que
utilizam métodos analiticos envolvendo técnicas de extragdo, com o objetivo de evitar os
efeitos toxicos das micotoxinas na populagao exposta, bem como atender a legislagao
vigente (MENEELY et al., 2011).

Um procedimento analitico completo envolve cinco etapas principais, sendo estas
a amostragem, o preparo de amostra e a separagao/extracao, a detecgcao/determinacao
e a analise dos dados (CHEN et al., 2008). A etapa do preparo de amostra pode ser

considerada como critica no desenvolvimento de um procedimento analitico, podendo
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esta ser responsavel por até 80% do tempo na execugdo de um método (WEN et al.,
2014).

O preparo de amostra consiste em isolar os analitos de interesse de compostos
que possivelmente causem interferéncia na analise e, quando necessario, pré-
concentra-los ou transforma-los em determinada forma que seja compativel com o
método de detecgdo ou de separacao (PAN et al., 2014).

A extracdo de micotoxinas a partir de amostras alimenticias geralmente envolve
extracdo com solvente, extracao ultra-sénica e métodos de microextracdo em fase soélida
e liquida. Métodos adequados de limpeza envolvendo particionamento liquido-liquido,
extragdo em fase sélida (SPE), ou uma coluna de imunoafinidade (SENYUVA, GILBERT,
2010) sdo comumente usados para remover interferentes de matriz dos extratos das
amostras. Métodos SPE utilizando diferentes fases ligadas, tais como polimeros C18,
troca ibnica, polimero reverso de fase reversa ou molecular sdo empregados para a
limpeza de varios tipos de matrizes alimenticias (KHAYOON et al., 2010; PEREZ-
ORTEGA et al., 2012). No entanto, o desenvolvimento de metodologia para a andlise de
micotoxinas €, muitas vezes, dificultado devido a fatores como: tempo, grande volume
de solventes, varias etapas de extragao, custo de reagentes. A extragdo de micotoxinas
de suas matrizes € uma etapa critica, pois depende muito das propriedades fisico-
quimicas e do tipo de matriz, bem como da escolha do solvente para o isolamento
(SORIANO et al., 2004; SYLOS et al., 2003).

Por esta razédo, o desenvolvimento de métodos de preparo de amostra que
permitem a extracdo simultdnea de micotoxinas tem sido estimulado desde a
confirmagao da toxicidade destes compostos. Neste contexto, técnicas alternativas tais
como os métodos QUEChERS (do inglés, Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and
Safe) e MSPD (do inglés, Matrix Solid-Phase Dispersion), que aplicam menores volumes
de solventes e permitem utilizar materiais renovaveis e de menor custo, sdo cada vez
mais requisitados com os objetivos de melhorar as caracteristicas de desempenho
aplicadas a analise de varios analitos como as micotoxinas (PEREIRA, FERNANDES e
CUNHA, 2015).

Entre as técnicas analiticas de separagao das micotoxinas, a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC, do inglés High-Performance Liquid Chromatography) é a mais
usada e isso ocorre devido a sua alta sensibilidade, sua adequacado a separacido de
espécies nao volateis ou termicamente frageis e, acima de tudo, a sua aplicabilidade
(SKOOG et al., 2002). Um grande numero de detectores ja foi descrito e desenvolvido,
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no entanto, grande parte das analises contemporaneas de HPLC utilizam detectores de
ultravioleta, condutividade elétrica, fluorescéncia, indice de refracao e espectrémetro de
massas (FU et al., 2009).

Os compostos que absorvem no UV sdo aquelas substancias que absorvem luz
na faixa de 180 a 350 nm (COLLINS et al., 2006) e, possivelmente, é a técnica mais
frequente aplicada para determinacdo de tricotecenos, estes sao detectados em
comprimentos de onda de 193 nm para tricotecenos tipo A (PASCALE, PANZARINI e
VISCONTI, 2012) e 220 nm para tricotecenos tipo B (KRSKA et al., 2007).

Os detectores de fluorescéncia sao sensiveis, seletivos e com alta especificidade
entre os detectores de HPLC. A sensibilidade deste tipo de detector pode ser de 10 a
1000 vezes mais que os detectores de UV-VIS. A ocratoxina A e a zearalenona possuem
propriedade fluorescente, quando expostas a luz ultravioleta. A OTA apresenta
fluorescéncia verde e um comprimento de onda de excitacdo de 333 nm e de emissao
de 460 nm (SCUSSEL, 1998). A ZEN emite uma fluorescéncia azul com comprimentos
de onda de 314, 270 e 236 nm (excitagao) e 366 e 455 nm (emissédo) (MIROCHA et al,
1967; ZHANG et al., 2011).

Todos os métodos analiticos devem ser validados para que sejam seguros,
eficazes e aplicaveis tanto na avaliacdo de ocorréncia quanto nas determinagdes de
detoxificagdo dessas micotoxinas. Os parametros determinantes s&o sensibilidade,
seletividade, linearidade, limite de detecgéo, limite de quantificagao, precisédo, exatidao
e efeito matriz (SANTE, 2015).

3.7.1 QUEChERS

QUuEChERS é um método que envolve o preparo da amostra, extragado com
solvente (acetonitrila, acetato de etila ou acetona) e particdo com sulfato de magnésio
isoladamente ou em combinagdo com outros sais, seguido de limpeza, utilizando
extracdao em fase soélida. QUEChERS tem como vantagens ser rapido, facil, econémico,
efetivo, robusto e seguro a partir de matrizes complexas, explorando as possibilidades
oferecidas pela instrumentacao analitica moderna (ANASTASSIADES et al., 2003).

E uma técnica muito flexivel e desde a sua criagdo ocorreram varias modificagdes
em sua execugao, dependendo dos tipos de analitos, matrizes (liquidas ou sdlidas),
instrumentacdo e preferéncias dos analistas quanto aos compostos a extrair.

Basicamente, a amostra é extraida com um solvente miscivel em agua (por exemplo,
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acetonitrila) na presencga de quantidades elevadas de sais (cloreto de sodio e sulfato de
magnésio) e de agentes tamponantes (por exemplo, citrato) para induzir a separagao de
liquido. Apds, ocorrem as etapas de agitagao e centrifugagdo e uma aliquota da fase
organica é submetida a limpeza. A mistura é centrifugada e o sobrenadante resultante
pode ser analisado diretamente ou pode ser submetido a uma concentracdo, se
necessario (MAJORS, 2008; PEREIRA, FERNANDES e CUNHA, 2015).

A utilizacdo de MgSO4 na etapa de particdo de fases deve-se a sua elevada
capacidade de remog¢ao de agua quando comparado aos demais sais. Além de reduzir
o volume de fase aquosa, sua hidratacdo € uma reacdo exotérmica, resultando no
aquecimento da amostra durante as fases de extracdo/separagao, favorecendo a
extragdo, principalmente de substancias apolares (ANASTASSIADES et al., 2003). O
uso de NaCl com MgSO4 € utilizado principalmente para favorecer a transferéncia de
substancias polares para a fase organica. Os adsorventes possuem a capacidade de
reter interferentes da matriz, permitindo que os analitos permanegam na fase organica
(extrato) (PRESTES et al., 2009).

A aplicacdo do método QUEChERS vem sendo amplamente utilizada para a
extracdo de micotoxinas em diferentes matrizes alimentares como em amostras de milho
(FERREIRA et al., 2012), em arroz (BEMVENUTI et al., 2012), em cevada (RUBERT et
al., 2012), em cerveja (CARRASCO et al., 2015) e em trigo (SEUS-ARRACHE et al.,
2018), ja que o alimento é o caminho mais direto para a exposi¢ao humana (SOCAS-
RODRIGUEZ et al., 2017).

Seus-Arraché et al. (2018) utilizaram QUEChERS para a determinagao simultédnea
de tricotecenos do tipo B, DON, ADONS e NIV em amostras de graos de trigo com
quantificacdo por HPLC-UV. O método mostrou-se adequado para a determinagao de
tricotecenos em trigo com recuperacgdes que variaram de 76-88%. DON foi detectado em
19 das 20 amostras analisadas, na faixa de concentragédo 163,48 a 1590,69 yg kg ~'. A
co-ocorréncia de DON e ADONS também foi observada em nove amostras, e uma
amostra apresentou a co-ocorréncia de DON e NIV. Em outro estudo, Rubert et al. (2012)
validaram uma metodologia QUEChERS para avaliar 32 micotoxinas, entre as quais
DON, 3-ADON, 15-ADON e NIV presentes em amostras de cevada. O método mostrou-
se adequado, apresentando recuperagdes na faixa de 65-85%, quantificadas por
UHPLC-MS.

Pascari et al. (2018) utilizaram um método QUEChERS para a determinacao de
23 micotoxinas em 64 amostras de cerveja, com deteccdo por LC-MS/MS. A toxina
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encontrada mais frequentemente foi a zearalenona (ZEN), sendo quantificada em 65%
das amostras positivas, com niveis variando de 8,24 a 62,96 ug L. Em relagéo a co-
ocorréncia, em trés amostras de cerveja foram encontradas 18 micotoxinas
simultaneamente.

Na cerveja, ha uma ampla gama de compostos de baixo peso molecular, como
agucares, pigmentos, acidos organicos, que causam efeito significativo de matriz na
etapa de deteccio. Estes compostos interferentes s&o o principal problema enfrentado
por métodos que avaliam as micotoxinas simultaneamente, pois podem causar
subestimacao da quantidade de toxinas nas amostras (ZACHARIASOVA et al., 2010).
Para minimizar as interagcdes da matriz, a maioria dos métodos multi-toxinas aplicados
para analise de micotoxinas em cerveja empregam uma diluigdo de amostra. No entanto,
mesmo apods o passo de diluicdo, a calibracdo com correspondéncia de matriz ou a
utilizacdo de padrdes internos sdo geralmente empregados para corrigir o efeito de
matriz e, assim, realizar uma quantificagdo correta (PETERS et al., 2017; VARGA et al.,
2013). A grande vantagem da utilizagdo do método QUEChERS ¢é a eliminagao de
compostos interferentes, ndo necessitando a diluicdo da amostra (REJCZAK &
TUZIMSKI, 2015).

Em relacdo a etapa de limpeza, importante na eliminacdo de compostos
interferentes, PSA e C18 s&o os sorventes mais utilizados na extracdo de micotoxinas
de amostras de alimentos (FERNANDES et al., 2015; LI et al., 2015; MICHLIG et al.,
2016; CARRASCO et al. 2015; VEPRIKOVA et al, 2015). Colunas de limpeza MultiSep
e colunas de imunoafinidade (IAC) também sao utilizadas em alguns casos para
aumentar a eficiéncia da limpeza antes da analise cromatografica. No entanto, o IAC nao
pode ser aplicado para a analise de uma grande variedade de micotoxinas devido a sua
especificidade. Com relagao as colunas de limpeza MultiSep, que sao misturas de
sorventes especialmente projetados para analise de micotoxinas, valores aceitaveis para
guase todos os analitos sao obtidos, no entanto a metodologia é mais complexa, cara e
demorada (PEREIRA et al., 2015).

Em resumo, cada vez mais torna-se necessario o desenvolvimento de novas
metodologias analiticas ou a modificacdo/otimizagao das ja existentes com o objetivo de
permitir a determinagao simultdnea de uma ampla gama de compostos de produtos em
um ciclo analitico utilizando materiais economicamente viaveis e sustentaveis (KOEL,
2016). Neste contexto, paralelamente, ocorre a introdugdo do conceito de

desenvolvimento sustentavel no laboratério analitico, o qual tem sido chamado de
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"quimica analitica verde". O conceito de “quimica verde’ estd em constante
desenvolvimento desde a década de 1990 (TOBISZEWSKI, 2016). Os parametros que
determinam a natureza verde dentro da analise incluem: eliminagdo (ou pelo menos
limitagdo) do uso de reagentes quimicos (especialmente solventes) ou a substituigao por
substancias menos téxicas; redugcdo de emissdes de residuos solidos gerados no
laboratério analitico e reducdo de trabalho e consumo de energia em procedimentos
(TURNER, 2013).

3.7.2 DISPERSAO DA MATRIZ EM FASE SOLIDA — MSPD

A técnica MSPD foi desenvolvida inicialmente para a extracdo de drogas de
tecidos bovinos (BARKER et al., 1989) e apresentou caracteristicas atrativas para a
analise de amostras solidas e semi-sélidas de natureza complexa, tais como os tecidos
vegetais e animais (PAVLOVIC et al., 2007). A técnica é baseada na quebra da amostra
utilizando um suporte sélido através da maceracao, permitindo o aumento da superficie
de contato da amostra. Apos a etapa de maceragao, a mistura homogeneizada é
empacotada em um cartucho de SPE e um solvente é permeado através do cartucho e
recolhido no final para posterior analise cromatografica (BARKER et al., 1989).

Caldas et al., (2013b) apresentaram vantagens em substituir a etapa de eluicao
em cartucho SPE por uma agitagdo em vértex com a diminuicdo da etapa de
empacotamento da amostra. Esta etapa pode ocasionar maiores desvios na extragao
devido a possiveis variagbes de como o material macerado é empacotado, além da
variacao entre diferentes amostras. Outra vantagem é que a agitacao em vértex pode
melhorar a eficiéncia da extracdo pois aumenta o tempo de contato entre amostra e
solvente.

A escolha dos solventes para extracdo e o suporte sélido também podem ser
otimizados, visto que a etapa de disperséao ¢ igualmente determinante na eficiéncia da
extracdo (BARKER, 2007). Entre os solventes mais utilizados estdo a acetonitrila
(RUBERT et al., 2011), metanol (CARVALHO et al, 2012), acetato de etila (WANG et al.,
2007) e diclorometano (WU et al., 2008).

Materiais como C18, florisil, alumina e silica sdo os suportes soélidos mais
frequentes em métodos baseados na MSPD, porém possuem desvantagem quanto ao
custo elevado (CAPRIOTTI et al., 2013; GARCIA-LOPEZ et al., 2008). No entanto,

materiais de ocorréncia natural e de baixo custo, como areia (QUINTANA et al., 2009) e
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terra diatomacea (GONZALES-MARINO et al, 2010; VILLAVERDE-DE-SAA et al., 2012)
ja foram aplicados na MSPD. A utilizacdo de materiais residuais, subprodutos da
industria e de baixo custo se encaixa no mesmo contexto e estes tem demonstrado
resultados eficazes (ARIAS et al., 2014; CERQUEIRA et al., 2014).

A MSPD ¢é uma técnica de baixo custo, que envolve baixo consumo de reagentes
e solventes (BLASCO et al., 2002), além de ser uma técnica que se adapta a diferentes
amostras e analitos, devido a sua eficiéncia de estar diretamente associada a escolha
dos materiais utilizados como suporte sélido e solvente (PAVLOVIC et al., 2007). Esta
técnica ja foi empregada para a determinagdo de micotoxinas em diferentes matrizes
alimentares.

Massarolo et al, (2018) otimizaram a técnica MSPD para a determinacao
simultanea de aflatoxinas (AFLAs) G2, G1, B2 e B1 em farinha de milho proveniente do
Brasil, utilizando método de separagédo por HPLC-FL. Recuperagdes aceitaveis (85,7 a
114,8%) foram obtidas sob as seguintes condi¢des de extragao: 1 g de amostra, 25 mg
de C18 e 10 mL de MeCN / MeOH (50:50, v / v).

Carvalho et al., (2012) também realizaram um estudo para a determinagao
simultanea de aflatoxinas (AFLAs) B1, B2, G1 e G2 em cebolas produzidas no Brasil por
meio de técnica de dispersao da matriz em fase sélida (MSPD). Os autores utilizaram
como adsorvente a mistura de casca de arroz: terra diatomacea (1:1) (p/p), empregado
na proporgao de 1:1 (p/p) com a massa de amostra e a mistura cloroférmio: metanol
(5:25) (v/v) como solvente. A metodologia apresentou valores de recuperagao entre 78
e 93% e a ocorréncia de AFLA B2 foi verificada em 43% das amostras analisadas com
teor maximo de 90 ug kg' de AFLA B2.

Rubert et al. (2011), na Espanha, investigaram a presenca dos tricotecenos DON
e NIV em amostras de farinhas de trigo coletadas nos mercados de Valéncia através da
técnica MSPD, utilizando como suporte sélido C18 e a mistura de metanol e acetonitrila
50:50 (v/v) como solvente extrator e quantificagcdo por LC-MS. Os limites de deteccao
foram 75 ug kg™ para NIV e 20 ug kg™! para DON e os limites de quantificagao foram de
85 ug kg e 31 ug kg™ para NIV e DON, respectivamente. As recuperagdes foram de
aproximadamente 77% para NIV e 90% para DON. Das 50 amostras analisadas, 9
apresentaram NIV (<LOQ — 105 ug kg'') e 5 apresentaram DON (45 — 367 ug kg™").
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3.8DESCONTAMINAGCAO DE ALIMENTOS CONTENDO MICOTOXINAS

O crescente numero de pesquisas que tem demonstrado os impactos negativos
gue as micotoxinas causam na contaminacio de alimentos e, acima de tudo, na saude
humana e animal, levou a uma série de estudos relacionados as estratégias para diminuir
ou evitar a formagdo destes contaminantes (BRYDEN, 2009). Varias técnicas de
mitigagdo vém sendo desenvolvidas para prevenir o crescimento de fungos e
consequente produgdo de micotoxinas durante o plantio, armazenamento ou
processamento dos mais variados tipos de alimentos (KABAK et al., 2006; NEME,
MOHAMED, 2017).

Ocorre que ha a necessidade da obtencdo de métodos eficientes de
descontaminagdo ou desintoxicagao que sejam capazes de reduzir ou destruir as
micotoxinas e que, ao final do processo, preservem as caracteristicas sensoriais e
nutricionais do produto e também n&o gerem residuos toxicos (SANTOS et al., 2013).

Técnicas de melhoria no cultivo das plantas ou pré-colheita, como agentes anti-
fungicos e engenharia genética e também o controle das condi¢des de armazenamento,
principalmente umidade e temperatura, vem sendo utilizadas para prevenir a
contaminagao por micotoxinas (GONCALEZ et al., 2001).

No entanto, quando o alimento ou o grao ja apresentam a ocorréncia de
micotoxinas, estratégias para a descontaminacdo e mitigacado desses compostos sao
utilizadas como os métodos bioldgicos (FAZELI et al., 2009; HASSAN et al., 2017), os
métodos quimicos (JALILI e JINAP, 2012; SAVI et al., 2014) e os métodos fisicos (JALILI
et al., 2010; MATUMBA et al., 2015; TIBOLA et al., 2016).

3.8.1 Métodos Bioldgicos

Alguns microrganismos podem transformar as micotoxinas em derivados menos
téxicos ou nao toxicos, transformando suas caracteristicas fisicas e quimicas (HEINL et
al.,, 2010). He et al. (2010) citaram as seguintes vantagens da biotransformacao:
especificidade para ingredientes menos ou nao toxicos; condi¢des de reagao suaves
(temperatura; pH); aplicagdo sob condicbes aerdbicas e anaerdébias e a potencial
aplicacao de enzimas desintoxicantes.

As técnicas de descontaminagéao bioldgicas que utilizam bactérias (KARLOVSKY
et al., 2011) e enzimas (HASSAN et al., 2017), por exemplo, estdo sendo amplamente
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estudadas e podem ser uma escolha muito promissora, desde que apresentem
eficiéncia, especificidade e que sejam ambientalmente corretas (WU et al., 2009).

Gautério et al. (2017) e Feltrin et al., (2017b) empregaram a enzima peroxidase,
obtida e purificada a partir de farelo de arroz e verificaram uma degradagao de 82% e de
81% do tricoteceno deoxinivalenol, respectivamente, em sistema modelo. No entanto, os
autores ressaltaram que nao se pode afirmar com certeza se existe uma acéo oxidativa
da enzima na estrutura de DON, levantando assim a hipotese de que as proteinas
apresentam capacidade de adsor¢ao devido aos grupos ativos presentes na sua parede
celular, o que pode ocorrer em substituicdo a um mecanismo oxidativo.

Outro exemplo é a de-epoxidacao redutiva de tricotecenos por bactérias presentes
no intestino grosso de suinos e aves. Neste processo, a transformacédo de grupos
epoxido, que determina a toxicidade dos tricotecenos, leva a produtos menos toxicos
(WU et al., 2007). No entanto, esses microrganismos podem funcionar bem apenas
quando seus requisitos rigorosos de ambiente sao atendidos. Por exemplo, as bactérias
que podem desintoxicar os tricotecenos pela de-epoxidacdo sao observadas como ativos
apenas sob ambiente anaerdbico (KARLOVSKY, 2011). Algumas enzimas envolvidas na
desintoxicacao necessitam de NADPH (HASSAN et al., 2017) e de outros co-fatores que
limitam sua aplicagao pratica como uma solugao enzimatica. Tan et al. (2015) isolaram
bactérias Pseudomonas otitidis TH-N1 do rumen de vacas e incubaram em meio
Murashige e Skoog (MS) durante 3 dias a 37 °C, onde 79% de ZEN foi degradada devido
a uma ou mais enzimas intracelulares. Contudo, os autores relataram que mais estudos
sao necessarios para revelar o mecanismo de degradacao de ZEN e avaliar a seguranca
da utilizagao de P. otitidis na alimentagdo humana e animal.

Os métodos biologicos podem representar alternativas de desintoxicagao, no
entanto, sao necessarias novas pesquisas para identificacdo de espécies de
microrganismos com maior potencial de ligagdo com as estruturas das micotoxinas, ja
que existem diferencas de sensibilidade, seletividade e especificidade, verificando-se
também a influéncia de fatores intrinsecos e extrinsecos as células no processo de
descontaminacao (PENG et al., 2018).

3.8.2 Métodos Quimicos

Diferentes mecanismos estao envolvidos na descontaminagao de micotoxinas nos

alimentos através dos métodos quimicos, séo eles: oxidacdo, alcalinizacdo, hidrdlise,
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reducéo, hidratagdo e conjugacéo (HE et al., 2010). A aménia e 0 0zénio sdo os produtos
quimicos mais utilizados na degradagao de micotoxinas, com efeitos redutor e oxidante,
respectivamente (TAJKARIMI et al., 2008; SAVI et al., 2014; YOUNG et al., 2006). Na
pratica, ambos os produtos sao liquidos ou em forma de gas, e poderiam ser aplicados
devido aos seus excelentes efeitos para eliminar bactérias zoondticas em alimentos
(TAJKARIMI et al., 2008; MCKENZIE et al., 1997).

Allameh et al. (2005) observaram que os efeitos adversos do milho contaminado
com aflatoxina poderiam ser controlados apés o tratamento com vapores de aménia a
1% e o desempenho de crescimento, condigdes organicas e os parametros bioquimicos
de animais alimentados com a dieta tratada foram comparaveis ao grupo controle que
foi alimentado com grdos n&o contaminados.

A aplicagdo do gas 0z06nio na concentragdo de 10% exposta em uma solugao de
20 uyg mL-" de ZEN, durante 5 min, promoveu a completa degradagéo desta micotoxina,
nao sendo detectada a formacao de subproduto (MCKENZIE et al., 1997).

No estudo de Savi et al. (2014), o 0z6nio reduziu com sucesso o nivel de DON no
pericarpo de trigo em 86,6% em 30 minutos, mas foi menos eficiente para reduzir o DON
no endosperma de trigo. Como o endosperma € originario das partes internas dos graos,
o lipidio presente nessas partes poderia ser uma razao para agarrar firmemente esta
toxina lipossoluvel.

No entanto, esses tratamentos quimicos para a descontaminac&o de micotoxinas
também tém suas limitacdes. Primeiro, as toxicidades dos metabdlitos resultantes dos
tratamentos com produtos quimicos, como os compostos intermediarios oriundos da
aflatoxina B1 tratados com oz6nio ou amoénia, incluindo aflatoxina D1 e aflatoxina
ozonida, ainda podem apresentar toxicidade semelhante a da aflatoxina B1 (TIWARI et
al.,, 2010; MCKENZIE et al., 1998). Em segundo lugar, esses tratamentos quimicos
podem alterar a qualidade dos grédos tratados ou insumos da industria alimenticia,
incluindo oxidagao da superficie, mudancas de cor, gosto prejudicado e energia de
germinacao reduzida (TIWARI et al., 2010).

Como os tratamentos quimicos para redugao de micotoxinas em alimentos ou
matérias-primas para alimentagdo humana e animal foram proibidos pela Comissao
Européia (2006b), em virtude das possiveis causas negativas na qualidade dos alimentos
e a formacao de outros compostos, estudos sobre os efeitos de reducao de micotoxinas
utilizando produtos quimicos foram gradualmente menos publicados neste século (HE et
al., 2010).
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3.8.3 Métodos Fisicos

Entre os métodos fisicos utilizados para diminuir ou inibir a formacdo de
micotoxinas em alimentos, principalmente na produg¢do e armazenamento de gréos e no
processamento de alimentos derivados estdo: a classificacdo, o descascamento, a
moagem, o tratamento térmico e a adsorgéo. Estes métodos estdo descritos com mais

detalhes a seguir:

3.8.3.1 Classificacao

Uma forma de reduzir a infecgdo de gréos saudaveis pelos ja contaminados é
fazer a classificagdo do material, evitando assim que os graos fisicamente danificados
entrem em contato com os saudaveis (BALZER et al., 2004). Esta forma de prevencéao é
particularmente eficiente no que diz respeito ao Fusarium sp. e a micotoxinas
associadas. A remocgao de graos danificados por segregagado de densidade foi usada
para diminuir DON e ZEN em milho e trigo (JACKSON e BULLERMAN, 1999). A
associagao de técnicas de segregagdao como a colheita manual e densidade resultaram
numa diminuicdo de 70-90% das fumonisinas (FB1 e FB2) (VASANTHI e BATH, 1998).
Além disso, a combinagdo de técnicas de enxague e flutuagado foi eficaz contra a
toxicidade de DON e ZEN em milho mofado destinados a alimentacdo de porcos
(ROTTER et al., 1995). Uma diminuicéo de 60% FB1 e FB2 foi obtido quando as técnicas
de triagem e classificacéo por gravidade foram aplicadas a graos de milho descarregados
de um silo de armazenamento (MALONE et al.,, 1998). No entanto, esse método
tradicional de triagem € inaplicavel em situagdes de manufatura em larga escala, por sua
baixa eficiéncia e alto custo na aquisi¢cao de equipamentos (LANCOVA et al., 2008). Por
exemplo, na fabricagdo de ragdo animal em grande escala, a classificagdo pode ser
altamente mecanizada, contudo, geralmente, combinam varios equipamentos, incluindo
separadores de ar, peneiras, separadores por gravidade e cilindros recuados (TIBOLA
et al., 2016; SCHWAKE-ANDUSCHUS et al., 2010)

3.8.3.2 Descascamento
No processamento de alimentos, o descasque € um processo mecanico para

remover a camada externa dos graos. Este processo é amplamente utilizado para

cereais, sementes de leguminosas e oleaginosas com composi¢des fibrosas externas
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(RIOS et al., 2009 a). O descasque também ajuda a aumentar a fineza dos produtos de
moagem subsequentes, como farinha e sémola (CHELI et al., 2013).

O descasque pode ser realizado com diferentes ferramentas como por exemplo,
Siwela et al. (2005) estudaram a redugdo de aflatoxinas no milho através de um
'‘descascador automatico'; Schwake-Anduschus et al. (2010) estudaram a redugéo da
toxina T-2 em aveia por descascador de laboratério; Matumba et al. (2015) aplicaram
descasque tradicional com almofariz e pildo de madeira para examinar a reducédo de
micotoxinas no milho. Estes estudos indicaram que muitos fatores, incluindo espécies de
culturas, cultivares e duracdo do processamento, poderiam influenciar a reducdo de
micotoxinas durante o processo de descascamento. No entanto, o descascamento
apresenta como principal desvantagem a perda de massa, a qual pode chegar a 40%
(HOUSE et al., 2003).

3.8.3.3 Moagem

A moagem é um processo que quebra fisicamente os graos em particulas
menores. Logicamente, os processos de moagem so podem redistribuir as micotoxinas
existentes em diferentes fragdes, ao invés de eliminar ou desativar essas toxinas. Como
a camada externa de graos € mais facil de ser contaminada do que as partes internas
(LANCOVA et al., 2008), com o processo de moagem s&o esperados resultados em
menores concentracées de micotoxinas nas fragdes das partes internas dos graos (por
exemplo, farinha ou sémola) em amostras de graos iniciais, enquanto isso, niveis mais
altos de micotoxinas nas fragbes que se originam da camada externa (por exemplo,
farelos) (CHELI et al., 2013).

Rios et al. (2009b) estudaram a distribuicdo de DON nas fragcbes moidas de duas
amostras de trigo duro francés com diferentes concentragdes iniciais de DON (382 e
4204 mg kg ~'). Neste estudo, as amostras foram sucessivamente moidas por dois tipos
de rolos (rolos de ruptura e rolos redutores) e, em seguida, diferentes fragcbes moidas
foram coletadas para testes de micotoxinas. Em ambas as amostras, observou-se que a
fracao "farelo" continha propor¢des elevadas do total de DON (50,8% e 42,6%), mas isso
nao sinalizou que a remocado desta fracdo foi suficiente para superar o risco de
micotoxinas, ja que a fragao mais fina "semolina total" ainda manteve proporgdes altas
de DON (40,8% e 49,6%). Resultados semelhantes foram observados no estudo de
Lancova et al. (2008), o qual foi realizado em 4 amostras de trigo com diferentes niveis



58

iniciais de contaminag&o por micotoxinas (909, 108, 92 e 2985 mg kg ~ ). Os resultados
indicaram uma redugao de 50-65% do total inicial de DON através da remogao com
farelos e perdas, mas certas proporgcdes do total de DON permaneceram na farinha de
quebra (10-22%) e na farinha redutora (24—28%).

3.8.3.4 Tratamento térmico

A maioria das micotoxinas € considerada estavel ao calor. No entanto, alguns
processos de extrusdo, os quais sao utilizados para a fabricagao de salgadinhos tipos “
chips”, podem reduzir o teor de micotoxinas como o observado por Castells et al., (2005)
em que o teor de ZEN em grédos de milho artificialmente contaminados foi reduzido em
66-83% apods a extrusao, a temperaturas variando de 120 a 160 °C, enquanto menores
reducdes foram observadas para DON.

As perdas de fumonisinas B1 e B2 excederam 70% em farelo de milho
contaminado ao nivel de 2,5 mg kg apés aquecimento a 190 °C durante 60 min e
atingindo 100% quando aquecido a 220 °C por 25 min (SCOTT e LAWRENCE, 1994).
No entanto, o destino quimico de fumonisinas e ZEN em alimentos cozidos, fritos e
extrusados nédo € bem compreendido. Uma degradacéo real de fumonisinas ou ZEN
durante o aquecimento € questionavel pois a diminuigdo observada nessas micotoxinas
pode ser devido a uma interagcdo com a matriz alimentar, resultando em dificuldades na
analise de toxinas (HUMPF e VOSS, 2004).

3.8.3.6 Adsorgdo

Adsorcdo é o fendbmeno no qual ocorre a adesao espontanea de moléculas
presentes em um fluido (adsorbato) a uma superficie sdélida (adsorvente). O grau de
adsorcao depende das condi¢cbes termodinamicas, da superficie do adsorvente e das
interagdes entre adsorvente e adsorbato (MYERS, 2004). Isso ocorre devido a existéncia
de forgcas nao balanceadas na superficie do sélido, as quais causam a atracdo das
moléculas presentes no fluido em contato com o adsorvente sélido por um tempo
determinado (RUTHVEN, 1984).

Os fenbmenos adsortivos sao classificados quanto as forcas responsaveis, em
dois tipos: adsorgao quimica e adsorcgao fisica. A adsorgdo quimica, ou quimissorgao,

envolve um processo no qual ocorre efetiva troca de elétrons entre o sélido e a molécula



59

adsorvida, ocasionando as seguintes caracteristicas: formagcdo de uma unica camada
sobre a superficie solida, irreversibilidade e liberacdo de uma quantidade de energia
consideravel (da ordem de uma reagdo quimica). A adsorgéo fisica € um fenédmeno
reversivel em que normalmente se observa a deposi¢cdo de mais de uma camada de
adsorbato sobre a superficie adsorvente. As forcas atuantes na adsorcgao fisica sdo
idénticas as forgas de coesao, as forcas de van der Waals, as quais operam em estados
liquido, solido e gasoso. As energias liberadas séo relativamente baixas e atingem
rapidamente o equilibrio (RUTHVEN, 1984; SUZUKI, 1990).

Para que um processo de adsorcao se torne eficiente, deve-se levar em conta a
escolha do adsorvente o qual deve apresentar alta seletividade, alta capacidade e longa
vida. Este também deve estar disponivel em grandes quantidades e a um baixo custo
(FIGUEIREDO, BOAVENTURA e LOUREIRO, 2000).

Resinas sintéticas como a colestiramina (um polimero usado para fins
farmacéuticos) e divinilbenzeno-estireno foram testadas como ligantes de micotoxinas
para fumonisinas (KERKADI et al., 1998; UNDERHILL et al., 1995; SOLFRIZZO et al.,
2001) e ZEN (RAMOS et al., 1996), no entanto sua utilizagéo torna-se inviavel devido ao
custo elevado.

Carvao ativado conhecido por suas propriedades de adsor¢gao conseguiu diminuir
a biodisponibilidade de toxina T-2 (BRATICH et al., 1990; FRICKE e JORGE, 1990;
GALEY et al., 1987), DON e NIV (AVANTAGGIATO et al., 2004) quando adicionado a
uma concentragdo de 5-20 g kg™ de dieta, mas nenhum efeito real foi demonstrado
contra micotoxicoses em animais (HATCH et al., 1982; ADEMOYERO e DALVI, 1983;
DALVI e MCGOWAN, 1984).

Devegowda et al. (1998) observaram que a fracdo da parede celular extraida de
Saccharomyces cerevisiae in vitro foi capaz de ligar uma grande variedade de
micotoxinas e muitos estudos foram realizados com produtos comerciais contendo
fracdes da parede celular da levedura. Yiannikouris et al. (2004 a) demonstraram que a
fracdo D-glucana da parede celular da S. cerevisiae esta diretamente envolvida no
processo de ligagdo das micotoxinas, e que a organizagao estrutural de D-glucanos
modula a forga de ligagao. Adsorventes organicos obtidos da parede celular da levedura
S. cerevisiae podem ter um papel importante para controlar a toxidade das micotoxinas,
pois apresentam varias caracteristicas, como atuar sobre diferentes micotoxinas, ser
estaveis em diferentes pHs e eficiente para baixos ou altos niveis de micotoxinas
presentes nos alimentos (SMITH, CHOWDHURY e SWAMY, 2006).
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Adsorventes organicos s&o mais eficientes contra uma gama maior de
micotoxinas que os inorganicos, pois a eficacia de adsorventes inorganicos € muito
limitada a determinados grupos de micotoxinas, nos casos mais frequentes de alimentos
multicontaminados (HUWIG et al., 2001). Adsorventes de origem organica também sao
biodegradaveis e ndo se acumulam no meio ambiente depois de serem excretados
(JOUANY, 2007).

Métodos baseados na adsorgdo possuem vantagem de serem versateis e
acessiveis, no entanto, muitas vezes o material adsorvente pode encarecer o processo
e, além disso, muitos ndo podem ser reutilizados e acabam gerando mais um residuo.
Assim, no sentido de reduzir custos e ampliar o uso destes processos pela industria,
fontes alternativas que remetam eficiéncia e baixo custo estdo sendo investigadas, como
os chamados biossorventes (TARLEY, ARRUDA, 2003; GUNDOGDU et al., 2009).

Biossorventes de origem vegetal sdo constituidos por macromoléculas como
lignina, celulose, hemicelulose e proteinas, as quais possuem sitios adsortivos, tais como
carbonilas, carboxilas, aminas e hidroxilas capazes de adsorver diversas espécies
ibnicas, moléculas polares ou apolares (NGAH, HANAFIAH, 2008). Neste sentido, o
emprego de biossorventes torna-se relevante quando sao derivados de residuos
agroindustriais, os quais dependendo do volume produzido se tornam um problema
ambiental tendo como exemplo a casca de arroz, abundante no Rio Grande do Sul, um
subproduto da industria arrozeira o qual representa 23% do peso total do grédo de arroz
(CHUAH, 2005).

A casca de arroz € um material fibroso, composto basicamente por celulose,
lignina e matéria organica, apresenta alta dureza, fibrosidade e natureza abrasiva,
portanto, tem-se a obtengao de produtos de baixa propriedade nutritiva, boa resisténcia
ao desgaste e muita cinza. O seu potencial como adsorvente decorre de sua superficie
de contato e constituicdo quimica caracterizada, em média, por 35% de celulose, 12%
de lignina, 25% hemicelulose, 14% de 6xidos de silicio, além de outros éxidos como os
de magnésio e calcio. Cabe salientar que os 6xidos de silicio associados a celulose
podem adsorver moléculas apolares ou moderadamente polares, como as micotoxinas
(FOLETO et al., 2005).

Pesquisas ja demonstraram uma tendéncia em utilizar a casca de arroz com
diferentes finalidades, no entanto, em relagcdo a determinacdo de micotoxinas poucos
estudos tém sido realizados. Carvalho et al., (2012) empregaram a casca de arroz
quimicamente tratada como suporte sélido aplicado a técnica de MSPD (do inglés, Matrix
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Solid Phase Dispersion) para a determinacdo de aflatoxinas (AFLAB1, AFLAB2,
AFLAG1, AFLAG2) e ocratoxina A presentes em cebola. A extragdo de todas as
micotoxinas estudadas foi alcancada, com recuperagdes que variaram de 72-95%. A
capacidade da casca de arroz de adsorver aflatoxinas presentes no leite também foi
comprovada e os niveis atingidos de adsorgdo foram em torno de 100% para as
aflatoxinas (AFLAB1 e AFLAM1) presentes nesta matriz alimenticia (SCAGLIONI,
BADIALE-FURLONG, 2016).

Entre os processos de adsorcdo, o estudo cinético é de fundamental importancia.
A cinética controla a eficiéncia do processo, fornece informagdes sobre a velocidade em
que as reagoes acontecem e sobre os fatores que influenciam a taxa de adsorcéo. Além
disso, fornece informagdes sobre as interacbes que ocorrem na interface adsorbato-
adsorvente (CRINI, BADOT, 2008).

O processo de adsorcéo que pode ocorrer na casca de arroz tem sido relacionado
com a capacidade de troca ibnica, quelacao e adsorc¢ao fisica e ndo envolve metabolismo
celular (KRISHNANI et al., 2008). Estes mecanismos, de forma geral, envolvem grupos
funcionais (carbonilas, carboxilas, hidroxilas e endis) que, em meio aquoso, podem atuar
na captura e retencao dos analitos. Tais grupos podem ser modificados em meio aquoso
pela variagdo do pH, o que afeta o processo de adsor¢gao (GUILARDUCI et al., 2006).
Sabe-se que 0os mecanismos de biossorgao que envolvem a aplicagao da casca de arroz
ainda nao foram completamente elucidados, pois estes envolvem diferentes formas de
captura do analito de interesse e também dependem da estrutura molecular deste
analito. Apesar disso, geralmente aceita-se que a superficie do biossorvente tem um
importante papel, qualquer que seja o processo de adsorgao envolvido (LESMANA,
2009).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL
4.1.1 Amostras

Um total de 85 amostras de cervejas industrializadas do tipo Lager, consistindo de
23 marcas e lotes diferentes, foram selecionadas aleatoriamente para representar as
principais cervejarias do Brasil. Entre as 85 amostras, 10 foram cervejas Lager de trigo,
15 foram cervejas Lager puro malte e 60 amostras foram cervejas Lager com malte de
cevada e cereais ndo maltados (n&o descritos pelo fabricante). Estas amostras foram
adquiridas em diversos estabelecimentos comerciais (lojas, mercados e cervejarias
especializadas) do Estado do Rio Grande do Sul, durante o ano de 2017. Na
amostragem, foram coletados trés tipos de embalagens, lata de 250 mL, lata de 473 mL
e longneck de 350 mL. Lotes de 1% do produto disponivel na prateleira dos comerciantes
foram formados aleatoriamente para cada tipo de embalagem com o objetivo de compor
os lotes de laboratdrio.

Amostras de cevada malteada foram adquiridas de estabelecimentos comerciais
em cidades do sul do Rio Grande do Sul (Brasil, RS), correspondendo a 10 marcas
disponiveis para consumo no ano de 2018 provenientes de dois estados do sul do Brasil,
Rio Grande do Sul e Parana. Durante o procedimento de amostragem, foram adquiridos
500 g de graos de cevada malteada. Em cada estabelecimento comercial foram
coletados lotes que correspondiam a 1% das embalagens de 500 g de gréos de cevada
de diferentes marcas disponiveis nas prateleiras. Os graos foram utilizados inteiros e
embalagens da mesma marca foram abertas, transferidas para um recipiente,
homogeneizadas e quarteadas. O quarteamento foi realizado manualmente até se obter
a quantidade correspondente a amostra analitica.

A coleta das amostras, tanto para as cervejas Lager como para as amostras de
cevada malteada, ocorreu de acordo com o regulamento n® 401/2006 da Comissao
Européia (EC) de 23 de fevereiro de 2006, que estabelece os métodos de amostragem

e de analise para o controle oficial dos teores de micotoxinas nos géneros alimenticios.
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4.1.2 Suportes Sélidos

v" Adsorvente “silico-celuldsico” extraido da casca de arroz contendo 30%
de silica;

v Areia de praia proveniente da cidade de S&do José do Norte;

C18 (adsorvente padrao) (Sigma-Aldrich, E.U.A.);

v/ Casca de arroz proveniente de uma industria de beneficiamento de arroz

<

localizada na regiao sul do Brasil;
v Celite (Nuclear, Brasil).

4.1.3 Preparo dos padroes das micotoxinas em estudo

Os padrodes analiticos das micotoxinas NIV, DON, 3-ADON, 15-ADON, T2, ZEN e
OTA (todos com pureza > 98 %) foram obtidos da Sigma Chemical Company (EUA). As
solugdes analiticas estoque dos tricotecenos (NIV, DON, 3-ADON, 15-ADON e T2) foram
preparadas a partir de recipientes comerciais que continham 1 mg de cada micotoxina.
Cada um dos tricotecenos foi dissolvido em acetonitrila até uma concentragcéo de 100 ug
mL-'. Apds, cada uma destas solucdes estoque foi diluida de modo a se obter solucdes
padrdo cujas concentragdes corresponderiam a 50 pug mL"' segundo relagdo
massa/volume. A confirmacido da concentragcao das solugdes trabalho foi realizada em
espectrofotometro UV-Vis (modelo Cary 100-Varian) em comprimento de onda de
maxima absorcao de 220 nm para todos os tricotecenos e absortividade molar de 6808,
6911, 6895 e 6836 mol' cm™ para DON, 3-ADON, 15-ADON e NIV em acetonitrila,
respectivamente, de acordo com a Equacéo 1, (BENNETT, SHOTWELL, 1990; KRSKA
et al., 2007).

O padrao de ZEN que continha 5 mg foi dissolvido em benzeno: acetonitrila (98:2
v/v) até uma concentragdo estoque de 500 uyg mL™" e, apds, esta solugao foi diluida até
a obtengdo da solugéo trabalho de 50 pug mL-'. A concentragdo foi confirmada em
espectrofotdmetro UV-Vis em comprimento de onda de 317 nm e absortividade molar de
6060 mol-' cm™, conforme Equacéo 1.

A OTA, frasco contendo 5 mg, foi dissolvida em benzeno: acido acético (99:1 v/v),
resultando em uma solugdo estoque de concentragdo de 50 ug mL™'. Para a obtengéo
da solucao trabalho, a micotoxina foi ressuspensa em benzeno: acido acético (99:1)
sendo sua concentragado confirmada, em espectrofotdbmetro e utilizando a Equagéao 1,



64

onde o comprimento de onda utilizado foi de 333 nm e absortividade molar em benzeno:

acido acético (99:1) de 5550 mol-'cm™.

[ ] micotoxina (ug mL") = abs x MM x 1000 x Fc x €' x b’ Equacéo (1)

Em que: micotoxina (ug mL-"): concentragédo da micotoxina presente em 1 mL; abs: valor
da absorvancia da solugdo padrdo; MM: massa molar da micotoxina (g mol'); Fc: fator
de correc¢ao do instrumento; €: absortividade molar no comprimento de onda da absorgao

caracteristica de cada micotoxina (mol-' cm™); b: largura da cubeta (cm).

4.1.4 Instrumentagao

Balanga analitica de precisdo FA2104N (Bioprecisa, Sao Paulo, Brasil);

Banho de areia Quimis (Sao Paulo, Brasil);

Banho-maria Quimis (Sao Paulo, Brasil)

Banho ultrassénico 40 kHz, 150 W - UNIQUE (Sao Paulo, Brasil);

Banho ultrassonico UNIQUE Ultra Cleaner 700 (Sao Paulo, Brasil);

Bomba de vacuo Prismatec — (S&ao Paulo, Brasil);

Capela de exaustao;

Centrifuga Mini Spin Eppendorf;

Centrifuga Eppendorf 5804 R;

Coluna analitica Gemini C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um); (Phenomenex, Torrance,
USA);

v' Cromatégrafo liquido Shimadzu, disponivel no Laboratério de Micotoxinas -
FURG, equipado com sistema administrador CBM-20A modulo LC-20AT,
desgaseificador DGU-20A5, detector UV-VIS SPD-20A e detector FL — 10 AXL

conectado em software LC solution data aquisition, amostrador automatico;

A N N N Y N N N NN

Destilador de agua Quimis 341-25 (Sao Paulo, Brasil);
Destilador de nitrogénio Tecnal (Sao Paulo, Brasil);
Espectrémetro FEMTO UV-Vis modelo Cirrus 80;

Estufa — Quimis (Sao Paulo, Brasil);

AN NN RN

Membrana de acetato de celulose 0,45 ym de didmetro de poro de 47 mm de
diametro (Millipore, Sao Paulo, Brasil) com utilizagéo na filtragao de solventes para
HPLC;
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v" Microcentrifuga Eppendorf Mini Spin AG 22331;

Micropipetadores automaticos com capacidade variavel de 10 — 1000 pL;

AN

Microscoépio eletrénico de varredura (MEV - Jeol JSM 6060) com tensdo de
trabalho de 15 kV até a ampliacdo de 2500 vezes;

Moinho de facas Quimis (Sao Paulo, Brasil);

Mufla Quimis (S&o Paulo, Brasil);

Peneira com abertura 32 mesh;

Shaker incubadora Tecnal TE-420 — (Sao Paulo, Brasil);

Sistema de filtragcdo em membrana Supelco (E.U.A);

Sistema de purificagdo de agua Milli-Q Direct-Q UV3 Millipore (Millipore, E.U.A).
Sistema de vacuo Manifold;

Soxhlet Quimis (S&o Paulo, Brasil);

Vértex Biomixer Vix-2500;

Vidraria de rotina laboratorial (baldes volumétricos, copo de béquer,

D N N N N N N NN

erlenmeyers, tubos falcon ...).
4.1.5 Reagentes e Solventes

Acetato de etila P.A. (Synth, Brasil);

Acetona P.A. (Synth, Brasil);

Acetonitrila grau HPLC (Panreac, Espanha);
Acido acético glacial P.A. 99,7% (Synth, Brasil);
Acido Bérico P.A. (Synth, Brasil);

Acido cloridrico P.A. (Synth, Brasil);

Acido Sulfurico P.A. (Synth, Brasil);

Agua destilada;

N N NN N SRR N NN

Agua ultrapura purificada em sistema Direct-Q UV3 Millipore (resistividade de 18,2
MQ cm);

Alaranjado de metila (Synth, Brasil);

Alcool Isoamilico (Synth, Brasil);

Benzeno P.A. (Vetec, Brasil);

Cartuchos C18;

Cloreto de sédio P.A. (Synth, Brasil);

Cloreto de metileno grau HPLC (J.T. Baker, USA);

AN N N NN
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Cloroférmio P.A. (Proquimios, Brasil);
Etanol P.A. (Synth, Brasil);

Eter de petréleo (Synth, Brasil);
Fenolftaleina (Synth, Brasil);

Gas nitrogénio;

Hexano grau HPLC (J.T. Baker, USA);
Hidroxido de sodio P.A. (Synth, Brasil);
Metanol grau HPLC (J.T. Baker, USA);

Padroes analiticos: Toxina T-2, Deoxinivalenol, Nivalenol, 3-acetildeoxinivalenol,

AN N NN Y U U NN

15-acetildeoxinivalenol, zearalenona e ocratoxina-A (Sigma Chemical Company —
E.UA);

Perdxido de Hidrogénio P.A. (Synth, Brasil);

Selénio metalico;

Sulfato de magnésio P.A. (Synth, Brasil);

Sulfato de potassio P.A. (Synth, Brasil).

DN N NN

4.2 METODOS

4.2.1 Adequacao da separagao cromatografica e quantificagao dos Tricotecenos,

Zearalenona e Ocratoxina A

A separacado e quantificacdo dos tricotecenos em estudo foram realizadas em
HPLC-UV e avaliadas a partir de condigdes ja descritas por De Souza et al., (2015) para
a deteccao da toxina T-2 (tricoteceno tipo A), e por Seus-Arraché et al., (2018) para a
deteccao de NIV, DON, 3-ADON e 15-ADON (tricotecenos tipo B). A fase mével utilizada
foi composta por acetonitrila (MeCN) e agua ultra pura na proporgao 70:30 (v:v).

A separacgao dos tricotecenos foi avaliada através do tempo de retencao (tr) de
cada analito, fator de retencao (k) através da Equacao 2 e fator de separacao (a) através
da Equagédo 3 (FORNSTEDT, FORSSEN e WESTERLUND, 2015).

Equacao (2)
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Em que: k é o fator de retencdo; tr € o tempo de retengdo de um analito; tempo
transcorrido desde a injegao até o ponto de maximo do pico; tv € o tempo de retengéo

de um analito nao retido.

k trp—t
q=-2=R_M Equacéo (3)
keq tRa— tm

Em que: a é o fator de separacao; k- € o fator de retengdo do segundo composto a eluir
na corrida cromatografica; k1 é o fator de retencéo do primeiro composto a eluir na corrida
cromatografica; tra € 0 tempo de retengdo do primeiro composto a eluir na corrida
cromatografica; tro € 0 tempo de retengdo do segundo composto a eluir na corrida

cromatografica.

As determinagdes de ZEN e OTA foram realizadas separadamente através de
HPLC-FL. As condi¢des para a determinagao de ZEN seguiram o ja descrito por Garcia
et al.,, (2018) e as condigdes para a determinagcdo de OTA seguiram parametros
utilizados por Nora, (2015). Essas determinag¢des foram avaliadas através do tempo de
retengdo (tr) de cada analito e fator de retengéo (k) através da Equacéo 2.

A exatidao dos métodos para a quantificacdo das micotoxinas em amostras de
cerveja e cevada malteada foi avaliada através dos ensaios de recuperagdo. A
quantificacdo dos tricotecenos A e B foi realizada através da padronizagdo por
superposi¢cao de matriz. Os calculos para expressar a porcentagem de recuperagao de

cada micotoxina foram realizados de acordo com a Equacéo 4:

R(%) = {%] <100
3

Equacéo (4)

Em que: C1: concentragdao determinada apdés a contaminacdo; C2: concentragao
determinada na amostra ndo contaminada (branco); C3: concentragao esperada para o

nivel de contaminacao.
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4.2.2 Preparo da Amostra

Embalagens da mesma marca de cerveja foram abertas, transferidas para um
recipiente, homogeneizadas, desgaseificadas por agitacdo em banho de ultrassom e,
apoés, foram retiradas aliquotas analiticas. As determinacdes foram realizadas em
triplicata.

Em relacdo a cevada malteada, cada amostra foi moida em um moinho de facas
e peneirada em malha de 32 mesh (0,5 mm). A fragdo obtida foi homogeneizada e
quarteada. O quarteamento foi realizado manualmente até se obter a quantidade
correspondente a amostra analitica. Uma amostra de cevada malteada adquirida no
comeércio e isenta de micotoxinas foi empregada para os procedimentos de extragao das
micotoxinas. Esta amostra foi contaminada com diferentes niveis de concentragao das

micotoxinas em estudo e, posteriormente, extraida pela técnica MSPD.

4.2.3 Procedimentos para extragao de micotoxinas na cerveja

Para a extragcao das micotoxinas NIV, DON, 3-acetil-DON, 15-acetil-DON, T2,
ZEN e OTA na cerveja, quatro técnicas de preparo de amostra foram testadas com

modificagdes.

4.2.3.1 QuEChERS

O procedimento QUEChERS foi adaptado do método descrito por Carrasco et al.,
(2015). A 10 mL de amostra de cerveja desgaseificada foram adicionados 5 mL de
acetonitrila e agitados em vortex por 30 seg. Em seguida, foram adicionados 4 g de
MgSOs e 1 g de NaCl e a mistura foi submetida a agitagdo em vértex por 30 seg, sonicada
por 3 min e centrifugada a 2800 xg durante 5 min. O extrato foi submetido a um clean up
com 0,9 g de MgSOs e 0,3 g de C18, homogeneizado em vértex por 1 min e centrifugado
a 1372 xg por 3 min. O sobrenadante foi recolhido e evaporado até a secura em banho
maria a 45 °C. Para a quantificagcdo, o residuo seco foi ressuspenso em 1 mL de

acetonitrila.
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4.2.3.2 Particdo Liquido-Liquido com acetato de etila

Esta técnica foi realizada de acordo com Bauer et al. (2016) com modificagdes.
Um volume de 2 mL de cerveja desgaseificada foi extraida duas vezes por particéo
liquido-liquido, cada uma com 4 mL de acetato de etila. Apds cada particao, a mistura foi
centrifugada por 15 min a 1372 xg. Juntaram-se as duas fases organicas e o solvente foi
evaporado até a secura em banho maria a 45 °C. Para a quantificacdo em HPLC, o

residuo seco foi ressuspenso em 1 mL de acetonitrila.

4.2.3.3 Partigédo Liquido-Liquido com diclorometano

Um volume de 50 mL de amostra foi homogeneizado com 50 mL de agua destilada
em funil de separagao seguida de trés particbes com 10 mL de diclorometano, conforme
descrito por Garda et al. (2004). As trés aliquotas da particdo foram reunidas, agitadas
em banho ultrassdnico e em seguida separadas em trés por¢des de 10 mL e evaporadas
em banho-maria a 45 °C. Para a quantificacéo, o residuo seco foi ressuspenso em 1 mL

de acetonitrila.

4.2.3.4  Extracdo em fase sélida (SPE)

A técnica de SPE utilizada foi baseada no método descrito por Rubert et al. (2013)
com modificagdes. Os cartuchos de C18 foram condicionados com 5 mL de acetonitrila
/ metanol (50:50, v / v) e apdés 5 mL de agua foram eluidos. Os cartuchos foram secos
por 30 minutos e, posteriormente, 10 mL de cerveja foram adicionados utilizando sistema
de vacuo Manifold. No ultimo passo, as micotoxinas foram eluidas adicionando 4 mL de
acetonitrila / metanol (50:50, v/ v). O extrato obtido foi transferido para um frasco ambar
de 15 mL e evaporado até a secura em banho maria a 45 °C. Para a quantificagao, o

residuo seco foi ressuspenso em 1 mL de acetonitrila.
4.2.4 Avaliacao do procedimento de extracao QUEChERS
Com base nos dados obtidos da avaliagao da extracao pela resposta simultanea

dos valores de recuperacdo de micotoxinas foi padronizado o método descrito por
Carrasco et al., (2015) utilizado para a determinagao de micotoxinas em amostras de
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cerveja empregando QUEChERS modificado. As modificagbes avaliadas se basearam
no método QUEChERS original desenvolvido por Anastassiades et al., (2003).

Assim, neste estudo, foram realizados ensaios para avaliar a influéncia do tempo
de extracdo, da propor¢cao amostra: solvente e da quantidade de celite na etapa de
limpeza em substituicdo ao adsorvente C18. Um delineamento composto central (DCC)
23 foi realizado para avaliar o método QUEChERS quanto a extragcdo simultanea dos
tricotecenos, ZEN e OTA em amostras de cerveja.

A validagdo do método analitico foi realizada de acordo com os guias indicados
sobre esse assunto (SANTE, 2016; INMETRO, 2016; BRASIL, 2003; EC, 2006). Os
parametros de qualidade linearidade, limite de deteccédo (LOD), limite de quantificagao
(LOQ), exatidao, precisao e efeito matriz foram estudados a fim de avaliar a eficacia do
método analitico.

Para avaliar a linearidade foram construidas curvas analiticas através da
padronizacao externa no solvente e por superposi¢cao de matriz. O LOD e o LOQ foram
estimados através da relagao sinal/ruido, considerando a concentragao da solugao com
o padrao que gerou no minimo um sinal de 3 e 10 vezes maior que o sinal gerado pela
linha de base (ruido), respectivamente.

A exatidao foi avaliada com base em ensaios de recuperacdo. Amostras de
cerveja (isentas de micotoxinas) foram contaminadas nos niveis de 25, 50 e 100 ug L™
para os tricotecenos e ZEN e 5, 10 e 20 ug L' para OTA a partir da adigdo de um volume
conhecido de solugao trabalho de cada micotoxina a 10 mL de amostra. A precisao foi
avaliada através da precisao instrumental e precisdo do método. Para avaliar a precisao
instrumental foram realizadas injecées sucessivas de solugéo padrao na concentragao
de 20 ug L' (n = 10) para os tricotecenos e ZEN e 10 ug L' OTA e estimada através do
desvio padrao relativo percentual (RSD %) com relagdo a média das concentragbes
obtidas de todas as injegdes. A precisdo do método foi avaliada em fungdo da
repetibilidade e da precisao intermediaria. O efeito matriz foi determinado a partir de
curvas analiticas no solvente e curvas analiticas na matriz, em que foram avaliados os
coeficientes angulares das retas.

O método QUEChERS avaliado e validado foi aplicado para a determinagao de

tricotecenos, ZEN e OTA em 85 amostras de cerveja tipo lager.
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4.2.5 Ingestao Diaria Toleravel

A ingestao diaria toleravel (IDT) relacionada ao consumo de cerveja foi avaliada
através da Equacéo 5. Assim, utilizando um peso corporal adulto médio de 60 kg e os
dados da ocorréncia das micotoxinas neste estudo, pode-se estimar a exposi¢ao diaria
na dieta a que adultos estdo propensos pela ingestao de cerveja, referente a quantidade

de micotoxinas presentes na bebida.

[Micotoxina].Consumo

IDT =

Peso corporal

Equacéo (5)

Em que: IDT = ingestéo diaria toleravel; [Micotoxina] = concentragao média da micotoxina
na ocorréncia (ug L™'); Consumo = consumo diario de cerveja (L dia™'); Peso corporal =

média populacional estimada (kg);

Abordagens deterministicas foram utilizadas para avaliar a exposi¢ao de cada
micotoxina estudada, de acordo com Cunha et al., 2018. Neste estudo, essas
abordagens combinaram dados sobre o consumo de cerveja no Brasil e os niveis de
micotoxinas. Para determinar os valores médios do consumo diario estimado, foram
consideradas duas situagdes de exposic¢ao: limite inferior (LI) e limite superior (LS). Na
situagao de limite inferior, os niveis de contaminacédo e exposi¢cao sao subestimados,
enquanto que no limite superior € superestimado. Para estimar a exposi¢cao alimentar
em uma situagao de LI, todas as amostras devem receber um valor zero para os
resultados nado detectados ou nao quantificados. Ja para uma situacdo de LS, a
exposicao da dieta deve ser estimada pela atribuicdo do valor de LOD (limite de
deteccdo) a todas as amostras com resultados ndao detectados e LOQ (limite de
quantificacdo) a todas as amostras com valores menores que LOQ, mas mais elevados
que LOD. A ingestao toleravel baseou-se na medida em que a exposi¢cao excedeu a
ingestao diaria maxima e os resultados da exposicao foram comparados com os valores

de dose de referéncia a ingestdao maxima toleravel de DON.

4.2.6 Preparo da casca de arroz para os ensaios de adsorg¢ao

Primeiramente, a casca de arroz utilizada foi lavada com agua corrente, até que o

escoado se tornasse limpido. Em seguida, a casca foi seca em estufa com circulacao de
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ar a 90 °C até massa constante. Apds, a casca de arroz foi tratada com solventes polares
e apolares (metanol e hexano) de forma a reduzir a interferéncia de possiveis
contaminantes que nao fazem parte da estrutura da casca de arroz, procedimento este
chamado de remocao de extrativos.

A remocgao dos extrativos da casca consistiu em trés lavagens com hexano, na
proporcao 1:4 (casca: solvente), sob agitagdo a 1600 rpm por 30 min cada, seguido de
centrifugagéo. A casca de arroz passou pelo mesmo procedimento utilizando-se metanol,
por fim a casca foi seca em estufa com circulagdo de ar a 90 °C (CARVALHO, 2011).

Para a utilizacao da casca de arroz como adsorvente, a amostra tratada foi moida
em moinho de facas e peneirada até granulometria de 32 mesh (0,5 mm). Também foi
realizada a determinacédo da contaminacao por micotoxinas na casca de arroz tratada e
o método utilizado para a extragao foi QUEChERS adaptado de Seus-Arraché etal., 2018
e deteccao por HPLC-UV/FL.

4.2.7 Caracterizagao da casca de arroz

Apds, a casca de arroz sem e com tratamento foi caracterizada de acordo com a
Association of Official Analytical Chemists International — AOAC (2000), conforme citado:
o teor de umidade foi determinado empregando gravimetria com secagem em estufa a
105 °C pelo método n° 935.29. Os lipidios foram determinados pela extracdo com éter
de petréleo de acordo com o método 920.85. A determinacgao de cinzas foi realizada por
gravimetria, através de incineragao das amostras em mufla a 550 °C, como descrito no
método 923.03. Os niveis protéicos foram determinados pelo método de micro-Kjeldahl,
n°® 920.87. As fibras brutas foram determinadas segundo o método 991.43, por digestao
acido-basica. Os percentuais dos outros carboidratos foram estimados por diferenga,
considerando o somatorio dos teores de proteinas, lipidios, cinzas, umidade e fibra bruta.

A caracterizacdo das cinzas foi realizada de acordo com métodos descritos pelo
Instituto Adolfo Lutz (1976), como segue: cinzas soluveis e insoluveis em agua,
determinadas a partir do aquecimento em banho-maria por 15 min das cinzas totais,
obtidas de 5 g de amostra, com 30 mL de agua, o residuo foi filtrado com 100 mL de
agua quente, seco em estufa a 105 °C, carbonizado em bico de bunsen e incinerado em
mufla a 550 °C. A massa do residuo final foi relacionada com a massa das cinzas totais

utilizada no inicio do experimento, a fim de se obter o teor de cinzas insoluveis em agua,
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enquanto que as soluveis em agua foram determinadas pela diferenga entre as totais e
insoluveis. A alcalinidade das cinzas soluveis em agua foi verificada através da sua
titulacdo com acido cloridrico 0,1 M até coloragéo alaranjada, sendo utilizado o indicador
alaranjado de metila. A alcalinidade das cinzas insoluveis em agua foi determinada a
partir da adigdo de 20 mL de agua e 15 mL de acido cloridrico 0,1 M a essa fragéao,
levando a mistura a ebuli¢do, apos resfriamento, foi adicionado o indicador alaranjado
de metila e realizada a titulagcdo com hidroxido de sddio 0,1 M até o desaparecimento da
coloragdo alaranjada. As cinzas soluveis e insoluveis em acido cloridrico foram
determinadas a partir do aquecimento em banho-maria por 10 min das cinzas totais,
obtidas de 5 g de amostra, com 20 mL de acido cloridrico 0,1 M, o residuo foi filtrado
com 50 mL de agua quente, carbonizado, incinerado em mufla a 650 °C, a massa do
residuo final foi relacionada com a massa das cinzas totais utilizada no inicio do
experimento, obtendo-se o teor de cinzas insoluveis em acido cloridrico, sendo que o
teor de cinzas soluveis em acido cloridrico foi obtido por diferenca.

Os teores de silica e lignina presentes na casca de arroz tratada foram analisados
pelas normas ASTM D1102 e TAPPI T 222 om-02, respectivamente. A investigacao da
morfologia da superficie da casca de arroz tratada foi realizada por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV - Jeol JSM 6060) com tensao de trabalho de 15 kV até a
ampliagdo de 2500 vezes. A estrutura quimica foi analisada por Espectroscopia no
Infravermelho por Transformada FTIR - Fourier (Shimadzu - IR PRESTIGE-21).

4.2.8 Ensaio do método para reducdo dos niveis das micotoxinas em cerveja

utilizando a casca de arroz como adsorvente

Inicialmente foi avaliada a quantidade de casca de arroz tratada aplicada na
adsorgdo, com homogeneizagao para um volume de 10 mL de amostra de cerveja
contaminada contendo as concentragdes maximas obtidas das micotoxinas que
apresentaram maior ocorréncia (DON, ZEN e OTA). O volume de amostra foi fixado em
10 mL devido as condi¢des de extragdo do método QUEChERS. Assim, foram testadas
massas de 0,5, 1 e 1,5 g de casca de arroz tratada e também as velocidades de agitagao
orbital de 100, 150 e 200 rpm. As misturas foram realizadas em erlenmayer de 250 mL
e homogeneizadas em agitador orbital até um tempo minimo de 6 h.

Padronizadas as condicbes de massa de casca de arroz e agitacéo, o ensaio do
método para a reducao dos niveis de micotoxinas foi realizado para DON, ZEN e OTA
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em um tempo total de 10 h, com amostragens de 30 em 30 minutos para os primeiros 10
ensaios e, apds, amostragens de 1 em 1 hora para os ultimos 5 ensaios, totalizando 15
ensaios para cada micotoxina. Estas foram quantificadas nas amostras de cerveja pelo
método QUEChERS padronizado neste trabalho. Todas as determinagdes foram

realizadas em triplicata.

4.2.9 Cinética de adsorcao

Estimadas as condigdes do experimento que geraram a maior redu¢ao nos niveis
de DON, ZEN e OTA presentes na cerveja, a capacidade de adsor¢ao da casca de arroz

no tempo “t” foi determinada pela Equacéo 6:

v, -C
q. = (;l—t) Equacéo (6)

Em que: V o volume da solugédo (L); m a massa de casca de arroz (g); Co e Ctas
concentragdes inicial e no tempo “t” na fase liquida (ug L™).

Os parametros cinéticos da operacao foram calculados através de modelos de
pseudo-primeira ordem, pseudo-segunda ordem e a equagao de Elovich (QIU et al.,

2009), conforme equacgdes relatadas na literatura.

Pseudoprimeira ordem:

dq,
dt

Em que: gt e qe as capacidades de adsor¢édo no instante “t” e no equilibrio

~,(@. ~q.) Equagéo (7)

respectivamente (ug g), e ki a constante cinética de pseudo-primeira ordem (1/min).
Resolvendo a Equacgao 7 por variaveis separaveis, considerando q+=0 em t=0 e

gt+= qt em t=t, e rearranjando, a cinética de pseudo-primeira ordem pode ser representada
pela Equacao 8 (SKODRAS et al., 2008):

q, =q,(1—exp(-k,t) Equacéo (8)

Em que: g1 o valor da capacidade de adsorgdo (ug g') obtido através do modelo de

pseudo-primeira ordem.
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Pseudossegunda ordem:

d N
;tt =k,(q. —q,)’ Equacéo (9)

Em que: k2 a constante cinética de pseudo-segunda ordem (g.ug min).

Resolvendo a Equacao 9 por variaveis separaveis, considerando q:=0 em t=0 e
gt=qt em t=t, e rearranjando, a cinética de pseudo-segunda ordem pode ser representada
pela Equacgéao 10 (SKODRAS et al., 2008):

t
(l/kzqg) +(t/q,)

q, Equacéo (10)

Em que: g2 o valor da capacidade de adsorgdo (ug g') obtido através do modelo de

pseudo-segunda ordem.

Modelo de Elovich:

q, len(1+abt) Equago (11)
a

Em que: ‘a’ a velocidade inicial devido (dg/dt) = a, quando q=0 (ug.g min'), e b a
constante de dessorg&o do modelo de Elovich (g ug') que indica a extens&o da cobertura

da superficie, conforme Equacao 11 (WU et al., 2009).

O percentual de cada micotoxina removida (R) pela casca de arroz também foi

determinado através da Equacao 12:

c,-C

R = £100 Equacao (12)

0

Em que: Coe Cr concentragdes inicial e final na fase liquida (ug L"), respectivamente.
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4.2.10 Técnica de preparo de amostra MSPD

A técnica MSPD adaptada de Rubert et al., (2011) foi testada quanto a capacidade
de extrair simultaneamente os tricotecenos (NIV, DON, 3-ADON, 15-ADON e T2), OTA
e ZEN da amostra de cevada malteada adquirida comercialmente, utilizando suportes
alternativos comparados ao suporte sélido C18, considerado como o mais usual em
técnicas de extracao de analitos de amostras alimenticias.

A amostra foi contaminada artificialmente com 100 ug kg de cada tricoteceno,
100 ug kg™ de ZEN e 10 ug kg™' de OTA para posterior avaliagiao da recuperagao.

As condicbes de extragao iniciais fixadas para a padroniza¢ao da técnica MSPD
assistida por vértex consistiu na maceragao por 5 min de 1 g de amostra e 1 g de C18,
seguido da etapa de extragdo com 10 mL da mistura acetonitrila: metanol (50:50) em
tubo de fundo cdnico por vortex durante 3 min e centrifugacdo por 10 min a 1400 xg. O
extrato obtido foi evaporado até a secura em banho-maria a 45 °C.

Os residuos secos obtidos apds cada extracdo foram ressuspensos em 1mL de
acetonitrila, agitados em banho de ultrassom por 30 seg e centrifugados durante 5 min a
1200 xg. As micotoxinas foram identificadas e quantificadas através da cromatografia
liquida com detector ultra-violeta (HPLC-UV) para os tricotecenos e detector de
fluorescéncia (HPLC-FL) para a ZEN e OTA.

ApOs realizar a analise de recuperagao de micotoxinas utilizando C18 na técnica
MSPD, foram testados os suportes sélidos alternativos para avaliar a recuperagao destes

compostos em amostras de cevada.

4.2.10.1 Avaliacdo da MSPD utilizando diferentes suportes sdlidos para extragcdo de

micotoxinas

Os suportes soélidos foram avaliados na utilizagdo em MSPD quanto a recuperacgao
simultdnea das micotoxinas em estudo na amostra de cevada malteada. Para isso, cada
um dos suportes soélidos (adsorvente silico-celuldsico, casca de arroz tratada e areia) foi
utilizado separadamente na técnica MSPD. Um ensaio controle sem o uso de adsorvente
também foi realizado. Em todos os ensaios foram utilizados 1 g de adsorvente, nas
mesmas proporgoes seguindo o procedimento descrito por Rubert et al. (2011) adaptado
para micotoxinas, baseado na técnica original descrita por Barker (1989).
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4.2.10.2 Padronizagéo e validagao da técnica de extracdo MSPD

Com base nos dados obtidos da avaliagdo da extracdo de micotoxinas, foi
padronizada a técnica de extragdo MSPD descrita por Rubert et al., (2011) utilizada para
a determinacio de micotoxinas produzidas em amostras de cevada.

Assim, neste estudo, foram realizados ensaios para avaliar a influéncia do tempo
de maceragéao (1, 3 e 5 min), do volume da mistura de solventes extratores (5, 10 e 15
mL) e do tempo de agitagdo no vortex (1, 3 e 5 min). Um delineamento composto central
(DCC) 23 foi realizado para avaliar a técnica MSPD quanto a extragdo simultédnea dos
tricotecenos, zearalenona e ocratoxina A em amostras de cevada malteada.

A validagdo do método analitico foi realizada de acordo com os guias indicados
sobre esse assunto (SANTE, 2016; INMETRO, 2016; BRASIL, 2003; EC, 2006). Os
seguintes parametros de qualidade foram estudados a fim de avaliar a eficacia do
método analitico: linearidade, limite de detec¢ao (LOD), limite de quantificagdo (LOQ),
exatidao, precisao e efeito matriz.

Para avaliar a linearidade foram construidas curvas analiticas através de
padronizacdo externa no solvente e por superposi¢cao de matriz. As concentracées das
solugdes analiticas utilizadas para a construgdo das curvas foram: 0,5 — 10 yg mL-! para
NIV, DON, ADONS e T2; 0,01 — 5 yg mL"! para ZEN e 0,7 — 27 ng mL™" para OTA. O
LOD e o LOQ foram estimados através da relagdo sinal/ruido, considerando a
concentragao da solugdo com o padrdao que gerou no minimo um sinal de 3 e 10 vezes
maior que o sinal gerado pela linha de base (ruido), respectivamente.

A exatidao foi avaliada com base em ensaios de recuperagao. Amostras de
cevada (isentas de micotoxinas) foram contaminadas nos niveis de 50, 100 e 200 ug kg
' para os tricotecenos e ZEN e 5, 10 e 20 ug kg™' para OTA a partir da adigdo de um
volume conhecido de solugao trabalho de cada micotoxina a 1g de amostra. A precisao
foi avaliada através da precisao instrumental e precisdo do método. Para avaliar a
precisao instrumental foram realizadas inje¢cdes sucessivas de solugdo padréo na
concentragdo de 3 uyg mL' (n = 10) para os tricotecenos e ZEN e 10 ng mL"OTA e
estimada através do desvio padrao relativo percentual (RSD %) com relagédo a média
das concentragdes obtidas de todas as inje¢des. A precisdo do método foi avaliada em
funcdo da repetibilidade e da precisdo intermediaria. O efeito matriz foi determinado a
partir de curvas analiticas no solvente e curvas analiticas na matriz, em que foram

avaliadas as inclinagdes das retas.
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A técnica MSPD padronizada e validada foi aplicada na determinacdo de

tricotecenos, ZEN e OTA em dez amostras de cevada malteada.

4.2.11 Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada por Analise de Variancia (ANOVA) e
teste de Tukey, com 95% de confianga, considerando as triplicatas dos ensaios de cada
experimento, utilizando o programa “Statistica” (versdo 5.0, StatSoft, Inc., Tulsa, USA).
Esse software também foi utilizado para realizar os planejamentos DCC 23, bem como

na estimativa para verificar o comportamento cinético dos dados.
4.2.12 Limpeza e gerenciamento dos residuos

A solucéo de hipoclorito de sddio 1% foi utilizada para a limpeza de todo o material
utilizado nos diferentes métodos e ensaios que continham a presenca de micotoxinas.
O hipoclorito de sodio garante a degradagao da estrutura quimica dos compostos e evita
a possibilidade de recontaminagao ambiental durante o descarte dos residuos.

Os residuos organicos dos ensaios foram rotulados e armazenados de acordo
com sua classificagéo, seguindo regulamento para tratamento de residuos estabelecido

na Escola de Quimica e Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande.
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5. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.1 ESTABELECIMENTO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS PARA
QUANTIFICACAO DE TRICOTECENOS A E B POR HPLC-UV, ZEARALENONA E
OCRATOXINA A POR HPLC-FL

As melhores condi¢des cromatograficas para determinagdo e quantificagdo dos
tricotecenos A e B estabelecidas no sistema HPLC-UV podem ser observadas na Tabela
8. A separagdo dos compostos (NIV, DON, ADONS, Toxina T2) foram alcangadas
usando agua ultrapura (30%) e MeCN (70%) com variagdo de comprimento de onda de
220 nm para detecgao de tricotecenos tipo B e 193 nm para deteccao de tricotecenos
tipo A, em um tempo de eluigdo cromatografico de 12 min, onde, até 7 min foi empregado

220 nm como comprimento de onda e 193 nm até o tempo final da analise.

Tabela 8. Condi¢des cromatograficas empregadas para determinagao de tricotecenos A
e B.

Paréametros HPLC-UV
Coluna analitica Gemini 5 pm C1g — 250 x 4,6 mm
Vazao de fase movel (mL min") 0,5
Fase movel (v/v) MeCN:agua (70:30)
Volume do injetor (uL) 20
Temperatura (°C) 25

A Figura 6 apresenta a eluicdo dos tricotecenos NIV, DON, 15-ADON, 3-ADON e
Toxina T-2 nas condi¢cdes estabelecidas, bem como o tempo de eluigdo do analito ndo

retido (tm) o qual foi de 3,3 min.

Figura 6. Eluicao cromatografica em HPLC-UV dos padrdes de tricotecenos.
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Parametros para avaliar a separagao dos compostos como a determinacao de k
(fator de retencgéo) e a (fator de separagédo) sdo muito importantes, ja que o fator de
retencdo € um parametro amplamente utilizado para descrever as velocidades de
migragéo dos analitos nas colunas e a um fator que, quanto maior for o seu valor, mais
seletiva sera a fase liquida e, portanto, uma melhor separagdo sera encontrada
(COLLINS et al., 2006). Os valores ideais de k para dois componentes da separagao
podem variar entre 1 a 10, envolvendo multiplos componentes sao aceitos valores entre
0,5 a 20 (FORNSTEDT, FORSSEN e WESTERLUND, 2015). Em relagdo ao fator de
separagao a, uma boa separacao implica em um fator a > 1 e se a = 1, 0s picos néo
estao separados, dessa forma, quanto maior o valor de a uma melhor separacao sera
observada. Os resultados encontrados para k, para a, assim como os tempos de

retencao para cada analito estdo descritos na Tabela 9.

Tabela 9. Parametros avaliados para separacédo dos analitos.

Compostos tr (min) k Micotoxinas a
NIV 49 0,5
DON 53 0,6 DON/NIV 1,20
15-ADON 6,1 0,85 15-ADON/DON 1,42
3-ADON 6,3 0,91 3-ADON/15-ADON 1,07
Toxina T2 8,5 1,58 Toxina T2/3-ADON 1,74

tr -tempo de retencgéo; k - fator de retengéo; a - fator de separacgao

O menor valor de a, proximo de 1, foi verificado para os compostos 15-ADON e 3-
ADON. Isto ocorre porque estes compostos sao isbmeros de posicdo e possuem a
mesma massa molar, diferindo entre si por uma posicdo do grupo acetil, por isso sua
separagao cromatografica torna-se muito dificil. Assim, neste estudo foi considerado um
unico pico para representar os ADONS em todos os estudos de extragao. Este mesmo
sistema de quantificacao ja foi utilizado por Krska et al., (2007) e Arraché et al., (2018).
O restante dos valores de a foram satisfatérios, superiores a 1, bem como os valores de
k, os quais apresentaram-se superiores a 0,5, o que é permitido quando ocorre a eluicéo
de multiplos componentes. Dessa forma, para a determinacdo e quantificacdo dos
tricotecenos as condigdes cromatograficas estdo estabelecidas.

A melhor condicdo cromatografica para a determinagdo e quantificacdo da
zeralenona no sistema HPLC-FL pode ser verificada na Tabela 10. A fase mével foi

constituida de MeCN (90%) e agua acidificada a 1% com acido acético, em um tempo
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de eluigdo de 7 min com comprimentos de onda de detecgdo de 270 nm (excitagéo) e

455 nm (emiss&o).

Tabela 10. Condigdes cromatograficas empregadas para determinagao de zearalenona.

Parémetros HPLC-FL
Coluna analitica Gemini 5 ym C+4g — 250 x 4,6 mm
Vazao de fase movel (mL min-) 0,8
Fase movel (v/v) MeCN:agua acidificada 1% (90:10)
Volume do injetor (uL) 20
Temperatura (°C) 25

A Figura 7 apresenta a eluigdo da zearalenona nas condigdes estabelecidas, bem

como o tempo de elui¢gdo do analito n&o retido (tm) o qual foi de 3,3 min.

Figura 7. Elui¢do cromatografica em HPLC-FL de zearalenona.
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O tr para ZEN foi de 4,5 min, possibilitando um tempo de anélise cromatografica
de 7 min. O valor de k de 0,4 para ZEN demonstra que, mesmo n&o estando de acordo
com os intervalos ideais indicados pela literatura, o pico esta distante do tempo morto,
caracterizando uma boa separagao, como observado na Figura 7. Dessa forma, por meio
das condicoes estabelecidas, foi possivel detectar ZEN em HPLC-FL de maneira eficaz,
possibilitando o emprego do método na detecgdo e quantificacdo das amostras em
estudo.

As melhores condi¢gbes cromatograficas para deteccdo da OTA em HPLC-FL
estdo estabelecidas na Tabela 11. O comprimento de onda de excitagao foi de 333 nm
e de emissao foi de 460 nm. A Figura 8 apresenta o cromatograma de eluicdo da
ocratoxina A, no tempo de eluicdo de 7,2 min bem como o tempo do analito n&o retido

(tm) igual a 3 min.
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Tabela 11. Condigdes cromatograficas empregadas para determinacéo de ocratoxina A.

Parametros HPLC-FL
Coluna analitica Kromasil 5 pym C1s — 150 x 4,6 mm
Vazao de fase mével (mL min-") 1,0
Fase movel (v/v) MeCN:agua (50:50)
Volume do injetor (uL) 20
Temperatura (°C) 25

Figura 8. Elui¢do cromatografica em HPLC-FL de ocratoxina A.
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O valor de k de 1,4 para OTA demonstra que o fator de retencao esta de acordo
com os intervalos ideais indicados pela literatura, intervalo entre 1 a 10 (FORNSTEDT,
FORSSEN e WESTERLUND, 2015), possibilitando, dessa forma, detectar OTA em
HPLC-FL de maneira eficiente com as condigbes estabelecidas para a determinagao e

quantificacdo desta micotoxina nas amostras em estudo.

5.2 COMPARAGCAO ENTRE AS TECNICAS DE PREPARO DE AMOSTRA
PROPOSTAS PARA A DETERMINAGAO DE MICOTOXINAS NA CERVEJA

Primeiramente, foi realizada uma comparacgao entre os resultados obtidos para a
recuperacao de tricotecenos, ZEN e OTA, conforme calculo através da Equacéao 4,
utilizando as quatro técnicas propostas: QUEChERS, parti¢éo liquido-liquido com acetato
de etila, particao liquido-liquido com diclorometano e SPE. A Tabela 12 apresenta as
recuperagcdes obtidas pelos métodos propostos, para as amostras de cerveja
contaminadas com 50 ug L' de cada tricoteceno e ZEN e 10 y L' OTA.

O método QUECHhERS foi o que apresentou as melhores recuperacgdes para todas

as micotoxinas em estudo, com valores entre 70 e 95%. Estes valores sdo aceitaveis
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quando se avalia misturas complexas, como a cerveja, rica em carboidratos, proteinas e
alcool. Pode-se concluir que o clean up utilizado no método de extracdo QUEChERS foi
eficaz, apresentando menor numero de picos, nao ocorrendo co-eluicdo de compostos
quando comparados aos outros procedimentos de extragdo testados. Nesta etapa,
também pode-se avaliar as extracdes pelas técnicas por particao liquido-liquido e SPE,
no entanto, estas técnicas apresentaram menores valores de recuperag¢ao que o método
QuUEChERS, os quais podem estar relacionados com os interferentes da matriz, ou com
a avaliagdo mais especifica da técnica para a extragdo dessas micotoxinas em cerveja.
Concluiu-se também que, pela utilizagao dos sais no método QUEChERS, a transferéncia
das micotoxinas para a fase organica foi favorecida.

Dadas as promissoras recuperagdes alcangadas pelo método QUEChERS e suas
vantagens em reduzir a geragao de residuos e o tempo de exposigao dos analistas, este
meétodo foi adaptado para a determinacgao de tricotecenos, ZEN e OTA em amostras de

cerveja.

Tabela 12. Recuperacao de tricotecenos, ZEN e OTA para as quatro técnicas de preparo
de amostra propostas.

Métodos Recuperacgdes (%) (RSD %)
NIV DON ADONS T2 ZEN OTA
QuEChERS 71 (9,8) 95(7,6) 81 (5,2) 78 (4,8) 82 (4,1) 81 (3,8)

PLL — acetato de etila 49 (7,8)  89(7,2) 52(6,3) 77(9,6) 76(3,5) 70(3,2)

PLL- diclorometano 30 (12,5) 76 (7,5) 59 (4,5) 79(8,5) 69(3,8) 68 (3,0)

SPE 40(1,5) 53(8,8) 47(56) 65(6,3) 70(41) 52(35)

RSD% = desvio padrao relativo. n = 3.

5.3 METODO DE EXTRAGCAO PARA ANALISE DE MULTIMICOTOXINAS EM
CERVEJA

Com base no aumento da recuperacdo das concentragdes de micotoxinas
estudadas pelo método de extracdo QUEChERS, a principal modificagao testada foi a
troca de C18 por celite, com o objetivo de reduzir o custo do método mantendo a



84

efetividade, visto que C18 € um adsorvente de elevado valor comercial. A propor¢ao

amostra: solvente e o tempo de extracao também foram otimizados, pontos criticos das

técnicas de preparo de amostra quando se refere a recuperacdo de analitos. Dessa

forma, nesta etapa, foi realizado um delineamento composto central (DDC) 23, conforme

a Tabela 13, com as variaveis avaliadas em fun¢ao da recuperagao das multimicotoxinas.

A fortificagdo das amostras de cerveja realizadas para esta avaliagéo foi de 50 ug L' de

cada tricoteceno e ZEN e 10 ug L' de OTA.

Tabela 13. Matriz do DCC 23 com as variaveis e niveis avaliados em fungdo da
porcentagem de recuperagao para cada micotoxina utilizando o método QUEChERS

adaptado.
Ensaio Recuperacdes (%)
Celite Proporgao Tempo
(9) Amostra: de
MeCN Extracdo NIV  DON ADONS T2 ZEN OTA
(min)
X1 X2 X3
1 -1(0,1) -1(1:0,5) -1(5) 144 99,8 73,8 70,2 63,1 68,1
2 1(0,5) -1(1:0,5) -1(5) 256 42,3 61,2 645 92,3 926
3 -1(0,1) 1(1:2) -1(5) 107,1 169,5 41,5 60,3 72,2 69,2
4 1(0,5) 1(1:2) -1(5) 197,7 64,5 73,0 70,3 92,6 953
5 -1(0,1) -1(1:0,5) 1(15) 72,4 102,2 97,1 77,3 68,9 66,8
6 1(0,5) -1(1:0,5) 1(15) 57,8 77,8 73,2 652 93,5 104
7 -1(0,1) 1(1:2) 1(15) 32,2 1751 32,2 42,3 80 56,2
8 1(0,5) 1(1:2) 1(15) 0 108,5 80,2 452 83,2 928
9 0(0,3) 0(1:1) 0(10) 82,0 1077 85,3 786 824 80,6
10 0(0,3) 0(1:1) 0(10) 80,5 104,8 85,0 76,5 82,5 80,7
11 0(0,3) 0(1:1) 0(10) 794 977 88,4 736 865 859
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Os resultados obtidos das recuperag¢des de cada tricoteceno, ZEN e OTA foram
tratados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA), utilizando um intervalo de
confianca de 95%. A ANOVA foi utilizada para determinar a adequacidade do modelo
gerado pelas variaveis significativas, ou seja, para descobrir os efeitos principais e as
interagdes das variaveis independentes em relacdo a variavel dependente (variavel
resposta). Através do teste estatistico de Fischer (F), o valor de F foi obtido de acordo
com a razéo entre a média dos quadrados da regressao e a média dos quadrados do
residuo, indicando o significado de cada um dos fatores controlados sobre o modelo
testado. Se o valor de F calculado for maior que o valor de F tabelado o modelo é dito
preditivo.

Ap0ds a obtencao dos resultados referentes a recuperagido de cada micotoxina, foi
realizado o calculo do efeito de cada variavel (X7, X2 e X3) e da interagdo das mesmas
sobre a variavel resposta (recuperacao). A Tabela 14 apresenta os coeficientes e os
efeitos significativos das variaveis estudadas e de suas interacdes.

Com a analise estatistica dos efeitos das variaveis independentes em relacao as
variaveis respostas de recuperagao das micotoxinas separadamente, pode-se concluir
que as variaveis apresentaram efeitos positivos e negativos para as recuperagdes de
todas as micotoxinas. Neste estudo, um aumento na quantidade de celite na etapa de
clean up ocasionou um aumento na recuperagao de ADONS, ZEN e OTA, mas, em
contrapartida, apresentou influéncia negativa para as recuperagdes de NIV, DON. Para
a recuperacao da toxina T2 a quantidade de celite ndo apresentou influéncia. A etapa de
limpeza ocorre simultaneamente com a remo¢ao de agua residual pela utilizagédo do
sulfato de magnésio. Os sorventes possuem a capacidade de reter os interferentes da
matriz e a etapa de clean up torna-se essencial para promover robustez e confiabilidade
aos resultados obtidos. A utilizacdo de C18 como sorvente nesta etapa de clean up do
método QUEChERS tem sido utilizada e efetiva para amostras de alimentos contendo
teores de gordura maiores ou iguais a 2% (WALORCZYK, 2007) como arroz, cevada,
trigo, 6leos vegetais. Ja a celite, formada a partir de terra diatomacea, possui como
componente majoritario a silica, a qual € muito utilizada para a adsor¢cao de corantes e
pigmentos alimenticios. A celite, entre os adsorventes, destaca-se pelo seu baixo custo
e alta area superficial especifica e, por possuir estrutura inerte, com auséncia de grupos
reativos, a adsorgéo que ocorre € de natureza fisica (ERDEN et al., 2005; TSAI et al,
2004; DEMIRBAS, 2009). No caso da cerveja, os principais interferentes de matriz sao
0s agucares, 0s acidos organicos e os pigmentos e a celite mostrou-se efetiva quando
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utilizada no clean up do método QUEChERS, apresentando resultados semelhantes aos

obtidos quando esta etapa foi realizada com C18.

Tabela 14. Efeitos, desvio padréo e coeficientes de regressdo do DCC 22 em relagéo as
variaveis e interagdes significativas para os resultados de recuperagéo de NIV, DON,
ADONS, T2, ZEN e OTA utilizando o método QUEChERS adaptado.

DCC 23 Variaveis Efeito  Desvio p Coeficientes de
Significativas Padrao Regressao
Mean 79,88 0,39 0,0000 79.88
X1 -18,65 0,92 0,0024 -9,33
X2 9,30 0,92 0,0097 4,65
Recuperacao X3 -78 0,92 0,0001 -39
NIV X1 x X2 47,85 0,92 0,0004 23,93
X1 x X3 -4,75 0,92 0,0357 -2,38
X2 x X3 -58,30 0,92 0,0003 -29,15
Mean 104,53 1,55 0,0002 104,53
X1 -63,38 3,64 0,0033 -31,69
Recuparacgao X2 48,88 3,64 0,0055 24 44
DON X3 21,88 3,64 0,0266 10,94
X1 x X2 -22,43 3,64 0,0253 -11,21
X1 x X3 17,88 3,64 0,0390 8,94
Mean 71,90 0,57 0,0000 71,90
X1 10,75 1,33 0,0149 5,38
Recuperacao X2 -1960 1,33 0,0046 -9,80
ADONS X3 8,30 1,33 0,0248 4,15
X1 x X2 29 1,33 0,0021 14,50
X2 x X3 -9,35 1,33 0,0019 -4,68
Mean 65,82 0,76 0,0001 65,82
X2 -14,78 1,78 0,0141 -7,39
Recuperacao X3 -8,83 1,78 0,0382 -4.,41
T2 X1 x X2 7,68 1,78 0,0496 3,84
X2 x X3 -12,73 1,78 0,0189 -6,36
Mean 81,56 0,71 0,0000 81,56
Recuperacao X1 19,35 1,65 0,0072 9,68
ZEN X1 x X2 -7,55 1,65 0,0448 -3,78
Mean 81,11 0,91 0,0001 81,11
Recuperacao X1 31,10 2,14 0,0047 15,55
OTA

*Variaveissignificativas (p<0,05).
X1:celite (g); X2: proporgao amostra:MeCN; X3: tempo de extragdo (min).
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Um aumento na proporgdao amostra: solvente resultou na maior recuperagao de
NIV e DON, n&o influenciando significativamente para a recuperagédo de ZEN e OTA. Ja
para ADONS e toxina T2, uma proporcdo menor de amostra: solvente fez aumentar a
porcentagem de recuperagao destes tricotecenos.

O tempo de extracdo apresentou efeitos positivos e significativos para DON e
ADONS e efeitos negativos para NIV e toxina T2, ja para ZEN e OTA n&o demonstrou
influéncia na variavel resposta. Neste caso, DON e ADONS podem estar ligados e
necessitam de um processo extrativo com maior tempo para que ocorra o rompimento
desta interacao fisica entre eles, o que n&o ocorre com os outros tricotecenos. Essa
variacao nos efeitos que interferem no preparo de amostra pode estar relacionada com
a complexidade das estruturas quimicas das micotoxinas e seus diferentes radicais,
aliado ao fato de que os tricotecenos, ZEN e OTA pertencem a grupos estruturais
diferentes. Dessa forma, o teste F (Fischer) foi realizado através da ANOVA para cada
variavel resposta com o objetivo de verificar se as equagbes de regressao,
representativas do modelo, sdo estatisticamente significativas. A recuperacao de NIV
apresentou um coeficiente de correlagao (R) igual a 0,90, indicando que o modelo é
considerado significativo. O valor do teste F calculado foi de 2,54, sendo menor que o
valor de F tabelado (6,16), indicando que o modelo ndo € preditivo para a variavel
recuperacao de NIV. O mesmo ocorreu para ADONS (F calculado = 2,1) e para a toxina
T2 (F calculado = 1,53), no entanto para estas duas micotoxinas o modelo € significativo
com coeficientes de correlagao (R) iguais a 0,9 e 0,85, respectivamente.

O coeficiente de correlagao (R) para a recuperagao de DON foi de 0,99, indicando
gue o modelo é considerado significativo. O valor do teste F calculado foi de 166,5, sendo
27 vezes maior que o valor de F tabelado (6,16), influenciada individualmente por todas
as variaveis independentes e pelas interagdes da quantidade de celite versus proporg¢ao
amostra: solvente e pela quantidade de celite versus tempo de agitagdo. Estes dados

resultaram em um modelo muito preditivo e significativo, representado pela Equacao 13.

Recuperagdo de DON (%) = 104,53 - 31,69X1 + 24,44X2 + 10,94X3 — 11,21X1.X2 +
8,94X1.X3 Equacao (13)



88

A Figura 9 apresenta as superficies de respostas geradas pelo modelo preditivo e
significativo em relagdo a recuperagdo de DON, onde podemos observar que os

melhores resultados para a recuperacao de DON encontram-se nos niveis do ponto
central para a interagédo das variaveis significativas.

Figura 9. Superficies de resposta do modelo preditivo e significativo para a variavel
resposta recuperacdo de DON no método QUEChERS adaptado.
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O F calculado para a variavel dependente recuperagao de ZEN foi de 12,29, 2

vezes superior ao F tabelado (6,16), assim o modelo foi considerado preditivo pois
também apresenta significancia (R = 0,97). No entanto, alguns autores afirmam que para
ser preditivo o F calculado deve ser de 3 a 5 vezes maior que o F tabelado (KALIL,
MAUGERI e RODRIGUES, 2000). O modelo gerado para a variavel recuperagao de
ZEN, influenciado individualmente pela quantidade de celite e pela interacdo das
variaveis quantidade de celite x propor¢cdo amostra:solvente, pode ser entéo
representado pela Equacédo 14. A Figura 10 apresenta a superficie de resposta que
representa este modelo na interacdo das variaveis significativas quantidade de celite
versus proporgao amostra:solvente. Pode-se observar que as melhores condi¢cbes de
aumento dos teores de recuperagcao ocorrem quando se aumenta a quantidade de celite

e se diminui a proporgao amostra:solvente, esta ultima com baixa significancia.

Recuperagao de ZEN (%) = 81,56 + 9,68X71 — 3,78 X1.X2 Equacao (14)
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Figura 10. Superficie de resposta do modelo preditivo e significativo para a variavel
resposta recuperacao de ZEN no método QUEChERS adaptado
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A variavel resposta recuperagcdao de OTA também apresentou um modelo
preditivo, sendo que seu F calculado de 54,81 € maior que o F tabelado (6,16),
influenciado estatisticamente somente pela quantidade de celite utilizada. A Equacao 15
representa o modelo preditivo e significativo (R = 0,99) e a Figura 11 apresenta as
superficies de resposta geradas para a recuperagdao de OTA quando presente a
quantidade de celite, unica variavel significativa. Pode-se observar que maiores

quantidades de celite proporcionam maiores valores de resposta da variavel recuperagao
de OTA.

Recuperacgao de OTA (%) = 81,11 + 15,55X1 Equacao (15)

Figura 11. Superficies de resposta do modelo preditivo e significativo para a variavel
resposta recuperacdo de OTA no método QUEChERS adaptado.
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Dessa forma, considerando os efeitos das variaveis significativas para a eficiéncia
da extracado dos tricotecenos, ZEN e OTA e também, considerando os resultados de
recuperacao obtidos com o DCC 23, optou-se por utilizar no método as condigdes do
ponto central, ou seja, uma propor¢ao de amostra:solvente de 1:1 com um tempo de
extragdo de 10 minutos e 0,3 g de celite no método modificado padronizado.

A Tabela 15 apresenta os valores de recuperacao obtidos dos tricotecenos, ZEN
e OTA, de acordo com as adaptagbes realizadas no método QUEChERS segundo
Carrasco et al. (2015). A contaminagdo das amostras de cerveja realizadas para esta
avaliagdo foi de 50 ug L' de cada tricoteceno e ZEN e 10 ug L' de OTA. Pode-se
observar que os resultados foram adequados para a determinacao de tricotecenos, ZEN
e OTA na cerveja, uma vez que apresentaram valores de recuperac¢ao dentro da faixa

de 70 a 120%, para todas as micotoxinas em estudo.

Tabela 15. Resultados de recuperacdo para as micotoxinas em estudo utilizando o
método QUEChERS adaptado.

Niveis de Recuperacdes (%) Niveis de Recuperacdes (%)
Contaminacgao RSD (%) Contaminagéo RSD (%)
ug L ug L’

NIV DON ADONS T2 ZEN OTA

25 71 92 84 75 84 5 83
(9,3) 85 (7)) (638) (838) (7,8)

50 82 101 88 78 87 10 88
838) (55 (89 (52) (52) (8,8)

100 83 98 95 79 95 20 89
(7,5 (1) (62) (42) 4.5) (6,3)

RSD% = desvio padrao relativo. n = 3.

O procedimento QUEChERS padronizado neste estudo envolveu a adigéo de 10
mL de amostra de cerveja desgaseificada a 10 mL de MeCN, e a mistura foi
homogeneizada em um agitador orbital a 150 rpm por 10 min. Em seguida, adicionaram-
se 4 gde MgSOse 1 g de NaCl e agitou-se a mistura durante 30 s, sonicou-se durante 3
min e depois centrifugou-se a 2800 g durante 5 min. O extrato foi submetido a extragéo
em fase sélida com 0,9 g de MgSO4 e 0,3 g de celite, submetido a vértice por 1 min e
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centrifugado a 1372 g por 3 min. O sobrenadante foi recolhido e evaporado até a secura

num banho de agua a 45 °C.

5.3.1 Validagao do método analitico QUEChERS padronizado

Os parametros de linearidade (faixas de calibragao e coeficientes de correlagéo)
obtidos para cada tricoteceno por HPLC-UV e para zearalenona e ocratoxina A por
HPLC-FL estdo expressos na Tabela 16. Com os resultados obtidos em relagao a
construcdo das curvas analiticas em HPLC-UV-FL, foi possivel concluir que o modelo de
regressdo linear se mostrou adequado para as determinagdes em estudo. Os
coeficientes de correlagédo (R) foram maiores que 0,99, estando de acordo com as
orientagées do EURACHEM/CITAC (2000), que recomenda R acima de 0,99.

Tabela 16. Valores dos parametros de linearidade para a validagao do método analitico
QuEChERS — HPLC-UV/FL.

Micotoxinas Faixa de calibracao Coeficiente de

(vg L) correlagéo (R)
NIV 15-100 0,995
DON 15-100 0,999
ADONS 15-100 0,997
Toxina T-2 15-50 0,995
ZEN 10 - 200 0,998
OTA 2-20 0,991

A Tabela 17 apresenta os limites de deteccao e quantificacdo do método, efeito
matriz (%), exatiddo através de recuperagdes em 3 niveis avaliados (%), precisdo
avaliada através da repetibilidade e precisao intermediaria (% RSD) em nivel baixo e alto
para os tricotecenos, ZEN e OTA. O efeito matriz mostrou enriquecimento do sinal para
todas as micotoxinas em estudo. Esses efeitos foram considerados baixos para DON,
toxina-T2, ZEN e OTA, pois os valores encontrados foram entre -20 e + 20%. Para NIV
e ADONS, esses efeitos foram altos porque os valores estavam acima de + 50%
(ECONOMOU, 2009). Neste caso, com o uso da celite na etapa de clean up do método,
a qual possui capacidade de remover majoritariamente os pigmentos, provavelmente fez
com que alguns acucares e acidos organicos presentes na cerveja permanecessem

ainda no extrato final, interferindo na deteccao de NIV e ADONS. Para compensar todos
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esses efeitos, foi realizada a calibragdo com o extrato branco da matriz correspondente
para cada uma das micotoxinas. A precisao do método, através dos testes de
recuperacao, apresentou valores adequados para compostos tragos, micotoxinas, dentro
da faixa aceitavel de 70 — 120% (INMETRO, 2016).

Tabela 17. Validagcdo do método QUEChERS padronizado para as amostras de cerveja:
Limite de detecgdo do método (LOD) e limite de quantificagcdo do método (LOQ); Efeito
Matriz (%); Porcentagens de recuperagdo (3 niveis), precisdo avaliada através da
repetibilidade e precisao intermediaria em nivel baixo (5 ug L") e nivel alto (20 yg L")
para OTA e nivel baixo (25 ug L") e nivel alto (100 ug L") para tricotecenos e ZEN.

Micotoxina  LODm) LOQm) EM? (%) Rec (%) Repetibilidade® Precisdo®
(ug L™ (ug L™ (%) Intermediaria
(%)
Nivel Nivel Nivel Nivel
Baixo Alto Baixo Alto
NIV 3,0 10,0 54 76,7 4,4 59 8,2 6,2
DON 2,5 8,2 8,2 97,8 3,5 6,1 8,9 7,7
ADONS 3,5 11,5 53 93,4 6,5 3,5 7,8 7,0
T2 2,7 9,0 2,5 77,4 5,8 49 7,6 6,7
ZEN 3,0 10,0 3,5 91,1 7,9 6,0 5,5 4.1
OTA 0,2 0,7 3,2 86,6 8,7 7,2 8,1 5,2

2EM (%): (inclinagéo da curva preparada no extrato da matriz - inclinagéo da curva preparada no solvente
/ inclinagdo da curva preparada no solvente) x 100;

b Repetibilidade (nimero de replicatas: 10);

¢ Precisao intermediaria (dias diferentes: 5).

5.3.2 Ocorréncia de micotoxinas em cerveja

O método QUEChERS modificado e validado neste estudo foi aplicado para
determinar tricotecenos, ZEN e OTA em 85 amostras de cervejas industrializadas. A
Tabela 18 apresenta as faixas de contaminacao e as médias de cada tricoteceno, ZEN
e OTA nas amostras de cerveja analisadas. Entre as 85 amostras apenas 13% (duas
amostras de cerveja lager de trigo, duas amostras de cerveja puro malte e sete amostras
de cerveja lager) ndo apresentaram niveis detectaveis de nenhuma dessas micotoxinas.
A co-ocorréncia de algumas micotoxinas também foi observada em 19% das amostras,
16 amostras de cerveja foram contaminadas com mais de uma micotoxina.

A micotoxina de maior ocorréncia foi DON, presente em 46% do total de todas as
amostras (12,2-79,1ug L"). Entre as cervejas lager, 32 amostras apresentaram teores
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de DON na média de 23,6 ug L™, as quais possuiam em sua formulagdo cevada malteada
e cereais nao malteados nao especificados, assim como carboidratos de outras fontes
nao descritas. Quatro cervejas de trigo e trés cervejas puro malte estavam contaminadas
com DON na média de 24,5 ug L' e 28,3 ug L™, respectivamente.

A Figura 12 apresenta a eluicdo cromatografica de um padrao de tricotecenos na
matriz e de uma amostra de cerveja contaminada simultaneamente com NIV, DON e
ADONS. DON é considerada uma das micotoxinas mais comumente encontrada em
cereais no mundo, especialmente em cereais usados para fabricagao de cerveja, como
cevada e trigo. Estudos ja mostraram que os niveis de contaminagé&o por micotoxinas
precisam ser monitorados, especialmente em produtos que usam cereais armazenados

com potencial contaminag&o, como cerveja.

Figura 12. Eluicdo cromatografica em HPLC-UV dos padrdes de tricotecenos na
concentragéo de 100 ug L' (a) e de uma amostra contaminada com NIV, DON e ADONS
na média de 40 ug L (b).
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Bauer et al. (2016) detectaram DON em 75% das 44 amostras de cerveja
estudadas, em um intervalo de contaminagéo de 2,2 a 20 ug L-'. Outro estudo realizado
com cerveja de varias nacionalidades diferentes (Irlanda, Alemanha, Bélgica e Polénia)
relatou DON em 100% das 91 amostras avaliadas (6-70 ug L") (KUZDRALINSKI et al.,
2013). Carrasco et al. (2015) quantificaram o DON em 59,7% das 154 amostras de
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cerveja pesquisadas, variando de 24,5 a 47,7 ug L. Estas quantidades foram
semelhantes as encontradas no presente estudo.

Além dos estudos de caso, alguns autores demonstraram que DON pode ser
muito estavel durante o processo cervejeiro (BOHM-SCHRAML et al., 1997; WOLF-
HALL, 2007). Niessen (1993) encontrou um aumento de quatro vezes nas concentragdes
de DON, associado, provavelmente, a liberacdo de micotoxinas “mascaradas” como o
DON-3-Glucosidico e o Deepdxi-DON durante o processo de fermentacdo, sugerindo
que o deoxinivalenol pode ser liberado de proteinas conjugadas durante a transformacao
do malte de cevada em cerveja. Em outro estudo, Lancova et al. (2008) relataram que
na maltagem, o conteudo das micotoxinas monitoradas (DON, NIV) foi maior em
comparagao com a cevada original.

No presente estudo, também foram encontrados valores para outros tricotecenos,
como NIV (19% das amostras), ADONS (15% das amostras) e toxina-T2 (4,7% das
amostras). Das 85 cervejas analisadas, quatro amostras continham toxina T-2 a uma
concentragdo média de 12,9 ug L. A principal fonte de toxina T-2 pode ser o trigo e as
quatro amostras contaminadas com esta micotoxina eram cervejas de trigo, o que explica
que a possivel contaminacao ocorreu ao nivel das matérias-primas utilizadas. Embora a
ocorréncia de toxina-T2 tenha sido baixa (detectada apenas em 4 amostras), seu
monitoramento € de fundamental importancia por ser o tricoteceno com maior toxicidade.
Rubert et al. (2013) encontraram a toxinaT-2 em 3 das 49 amostras avaliadas, numa
faixa de concentragdo de 4-12 ug L. A toxina T-2 é considerada uma preocupagao
critica quando encontrada em produtos alimenticios, devido a seus efeitos hematotoxicos
e imunotdxicos, que podem causar sérios danos ao organismo (OSSELAERE et al.,
2013).

Na co-ocorréncia, trés amostras de cerveja de trigo apresentaram niveis de NIV,
DON e ADONS na média de 23,2 yg L™", 25,2 ug L' e 38,4 ug L™, respectivamente. Os
maiores teores de DON (79,1 ug L") e de ADONS (71,6 ug L") foram encontrados em
uma dessas amostras de cerveja de trigo, também contaminada com NIV (21,2 ug L),
indicando que a presencga dessas micotoxinas pode ter sido causada pela utilizacédo de
trigo contaminado ainda no campo, pois sdo micotoxinas produzidas por fungos do

género Fusarim, os quais proliferam-se ainda durante o plantio.
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Tabela 18. Ocorréncia de micotoxinas em amostras de cerveja Lager (n=85)
comercializadas na regido Sul do Brasil.

Micotoxinas Amostras Concentragéo ug L™
positivas
Faixa 2 Média °

NIV 16/85 26,2-444 36,9
DON 39/85 22,2 -79,1 371
ADONS 13/85 25,2-71,6 42,7
T2 4/85 11,5-14,3 12,9
ZEN 14/85 11,1 -37,2 20,8
OTA 11/85 1,2-4,8 29
NIV; DON 3/85 20,5 - 39,1 24,7
NIV; ADONS 4/85 33-69,8 32,7
DON; ZEN 4/85 16,3 -42,5 16,9
NIV; DON; ADONS 3/85 23,1-79,1 40,9
DON; T2; ZEN 1/85 11,5 - 28,6 23,9
NIV;DON;ADONS;ZEN 1/85 13,7 -61,3 30,7

a.b Todas amostras positivas.

Outros estudos realizados no Brasil também avaliaram o conteudo de micotoxinas
em cervejas brasileiras. Por exemplo, Garda et al. (2004) determinaram a ocorréncia de
DON e toxinaT-2 em 72 amostras de cerveja e observaram que 9,7% destas estavam
contaminadas, incluindo 5,3% com DON (50-336 ug L") e 4,5% com toxina T-2 (114—
249 ug L™). Piacentini et al. (2014) avaliaram a presenca de DON e fumonisina B1 em
53 amostras de cervejas artesanais do sul do Brasil e detectaram a presengca de DON
(127-501 ug L") e fumonisina B1 (29 — 285 ug L") em 32 e 15% das amostras,
respectivamente.

Além dos tricotecenos, ZEN e OTA também foram investigadas no presente
estudo. ZEN foi encontrada em 16% das amostras, na faixa de concentracédo de 11,1 a
37,2 ug L. Entre as cervejas puro malte, um total de doze amostras foram contaminadas
com ZEN, na média de 19,76 ug L™, indicando que essa contaminagdo pode ter sido
provocada também pela utilizacdo de graos de cevada previamente contaminados no
campo. A Figura 13 apresenta os cromatogramas de um padrdo e de uma amostra de
cerveja contaminada com ZEN. Bauer et al. (2016) encontraram que 100% das amostras
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analisadas (44) estavam contaminadas com ZEN, numa faixa de concentracéo de 0,4 a
2,0 ug L'. Ja um outro estudo realizado na Espanha com 64 amostras de cerveja
demonstrou que 65% destas estavam contaminadas com ZEN na faixa de 8,24 a 62,96
ug L' (PASCARI et al., 2018), sendo que quantidades semelhantes de ZEN na cerveja
foram encontradas no presente estudo.

Uma amostra de cerveja de trigo foi contaminada com DON, toxina T-2 e ZEN e
uma unica amostra de cerveja puro malte foi contaminada com NIV, DON, ADONS e
ZEN. Todas estas micotoxinas sdo produzidas por fungos do género Fusarium e
provavelmente contaminaram a cevada e o trigo no campo. Estudos anteriores ja
demonstraram que as principais micotoxinas presentes no malte de cevada, o principal
ingrediente das cervejas tipo Lager, sdo aquelas produzidas por fungos do género
Fusarium (WOLF-HALL, 2007), sendo que, cereais que sao utilizados como adjuntos ndo
maltados (por exemplo, milho), também sao passiveis de contaminagao por micotoxinas,

podendo transferir estes compostos téxicos para a cerveja (TORRES et al., 1998).

Figura 13. Eluigdo cromatografica em HPLC-FL do padrdo de ZEN 50 yg L™ (a) e de
uma amostra contaminada com 20 ug L' de ZEN (b).
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A ocratoxina A (OTA) foi encontrada em 13% das 85 amostras consideradas neste
estudo, na faixa de 1,2 a 4,8 ug L-'. Nenhuma das amostras de cerveja de trigo ou puro
malte foram contaminadas com OTA. No entanto, a ocorréncia de OTA em amostras de
cerveja do tipo lager pode indicar que o armazenamento e o processamento do malte
nao foram realizados sob condicdes adequadas. Um estudo realizado na Espanha por
Legarda e Burdaspal (1998) encontrou OTA em 91,4% das amostras estudadas, com
uma contaminagao média de 1,5 ug L. Belakova et al., (2011) quantificaram OTA em
39 % das 115 amostras de cerveja analisadas na faixa de 1 a 24,4 ug L, faixa esta
semelhante a encontrada no atual estudo. A Figura 14 apresenta a eluicéo
cromatografica de um padrédo e de uma amostra de cerveja contaminada com OTA

determinada neste estudo.

Figura 14. Eluigdo cromatografica em HPLC-FL do padrao de ocratoxina A 10 ug L™ (a)
e de uma amostra contaminada com 2 ug L' OTA (b).
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O aparecimento de micotoxinas na cerveja pode ser resultado da contaminacao
por graos maltados ou aditivos alimentares. Ingredientes adicionados durante o processo
de fabricacdo de cerveja, xaropes de milho, arroz moido, cevada moida, se ja
contaminados no campo ou armazenados sob condi¢gdes adversas, também podem
contribuir para a contaminacdo do mosto no processo de fermentagdo. A cevada € a

principal matéria-prima na fabricagdo de cerveja, sendo usada em formas maltadas e
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ndo maltadas. As duas etapas na produgcdo de cerveja que empregam altas
temperaturas, nas quais a redugao de micotoxinas pode ser obtida sdo a mosturagao e
a esterilizacdo do mosto para a fermentacdo subsequente. Por outro lado, a fase de
fermentacdo também pode reduzir o conteudo desses compostos devido a capacidade
adsortiva dos complexos de carboidratos presentes na parede celular da levedura, no
entanto, apesar do substancial consumo mundial de cerveja, o processo de fermentagao
ainda é pouco estudado na redugdo das micotoxinas durante seus estagios de

fabricacéao.

5.3.3 Estimativa da ingestdao diaria de micotoxinas no consumo de cerveja

industrializada

Neste estudo, a ID toleravel foi estimada para NIV, DON, ADONS e ZEN,
considerando que essas micotoxinas tiveram maior ocorréncia entre as amostras
pesquisadas e ainda a ID relacioanda ao consumo de cerveja pode ser avaliada por sua
co-ocorréncia, uma vez que NIV, DON, ADONS e ZEN foram detectadas
simultaneamente em uma amostra. Utilizando-se um peso corporal médio adulto de 60
kg e os dados de ocorréncia de micotoxinas obtidos neste estudo, estimou-se a
exposicao diaria a NIV, DON, ADONS e ZEN por meio da ingestdo de cerveja. O
consumo médio de 60,7 L / ano de cerveja per capita (EUROMONITOR, 2017),
equivalente a 0,17 L / dia de cerveja, resultou em uma exposi¢cao ao DON de 0,08 ug/
kg de peso corporal / dia para um adulto de 60 kg (LI = 0,035 pg / kg corpo peso / dia;
LS = 0,036 pg/ kg de peso corporal / dia). Para NIV, ADONS e ZEN, os valores estimados
de exposicao foram de 0,05 (LI = 0,0028 ug / kg de peso corporal / dia; LS = 0,0060 ug /
kg de peso corporal / dia), 0,1 (LI = 0,018 ug / kg de peso corporal / dia; LS = 0,019 ug /
kg de peso corporal / dia) e 0,06 ug / kg de peso corporal / dia (LI = 0,008 ug / kg de peso
corporal / dia; LS = 0,018 ug / kg de peso corporal / dia) para um adulto médio. Para a
co-ocorréncia, a ID calculada foi de 0,09 ug / kg de peso corporal / dia. Todos os IDs
estimados foram inferiores a ID toleravel maxima provisoéria de 1 ug/ kg de peso corporal
/ dia para DON, estipulados pelo Comité de Especialistas Conjuntos em Aditivos
Alimentares da FAO / OMS (JECFA, 2000). Embora essas estimativas estejam abaixo
do limite estabelecido pela regulamentacgao, a presenca de DON e outras micotoxinas na
cerveja deve ser uma preocupacgao para a industria, principalmente porque muitas das

micotoxinas causam sérios problemas de saude, como cancer e doencas do sistema
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nervoso. Salienta-se que o calculo da estimativa de ingestao diaria toleravel também
deve levar em consideragao o consumo de outros alimentos importantes tais como péo,

massas, frutas, entre outros, os quais constituem a dieta de um adulto.

5.4 CARACTERIZACAO DA CASCA DE ARROZ

A composicao proximal da casca de arroz foi determinada antes e apos pré-
tratamento visando sua aplicagdo como adsorvente, a fim de verificar se ocorreu alguma
alteragao na sua composigao (Tabela 19). Os teores encontrados estdo de acordo com
os previstos por Walter, Marchesan e Avila (2008), que relatam uma composi¢gao média
da casca de arroz nos seguintes niveis: cinzas: 13,2 a 21,0%; lipidios: 0,3 a 0,8%;
proteinas: 2,0 a 2,8%; fibras: 34,5 a 45,9% e carboidratos: 22,0 a 34,0%.

Tabela 19. Composicao proximal da casca de arroz controle (sem tratamento prévio) e
tratada na fragcao peneirada de 0,5 mm.

Fracbes Casca de arroz Casca de arroz
Controle (%)* Tratada (%)*
Umidade 8,9 £ 0,042 7,9 £0,03?
Cinzas 16,3 £ 0,182 15,5+ 0,112
Lipidios 0,9+0,032 0,8 £ 0,03?
Proteinas 2,9+0,07° 3,0+0,112
Fibras 41,1+ 0,182 39,5+0,82
Carboidratos** 29,9 + 0,04° 33,310,182

*Resultados expressos como média (%) £ desvio padrdo. **Estimados por diferenga. Letras diferentes
entre as colunas indicam diferenca significativa (p < 0,05).

Os teores de umidade, lipidios, proteinas e fibras nao diferiram (p > 0,05) entre as
amostras de casca controle e pré-tratada, ou seja, o tratamento da casca nao alterou as
quantidades dos constituintes majoritarios. No entanto, somente um decréscimo dos
percentuais de cinzas na casca de arroz tratada foi observado, sendo que estas podem

ter sido lixiviadas pelos solventes utilizados no tratamento e, provavelmente, ndo eram
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constituintes nativos da casca, estando aderidos a sua superficie. No entanto, mesmo
com o tratamento da casca com solventes, o teor de cinzas permaneceu elevado.

Considerando que quanto maior o teor de silica, maior a possibilidade de ocorrer
adsor¢cdo, um estudo da fragcdo mineral quanto aos seus grupos constituintes
elementares fornece informagdes importantes para a utilizagdo da casca como
adsorvente. Assim, a Tabela 20 apresenta os resultados da distribuicdo dos grupos
minerais nas cinzas da casca tratada.

O teor de alcalinidade das cinzas insoluveis em agua (11,1%), comprova que a
forma de acido silicico representa quase que a totalidade das cinzas insoluveis (13,7%).
Este teor de silica na casca de arroz apresentou-se acima daquele encontrado por
Carvalho (2011), que foi igual a 9,4% e muito préximo do encontrado por Sgaglioni e
Badiale Furlong (2016), na ordem de 14%. O teor de silica nas suas diferentes formas
quimicas pode ser representado pelos teores de cinzas insoluveis em acido, sendo
extremamente importante para o papel de adsorvente de compostos orgéanicos em

técnicas analiticas de purificagao ou de preparo de amostra.

Tabela 20. Composicao das cinzas da casca de arroz tratada.

Caracterizacao das cinzas Teores (%)*

Cinzas insoluveis em agua 13,7 = 0,11

Cinzas soluveis em agua 2,2+0,04
Alcalinidade das cinzas insoluveis em agua 11,1 £0,24
Alcalinidade das cinzas soluveis em agua 28,8 £ 0,31
Cinzas insoluveis em acido cloridrico 12,1 £ 0,11
Cinzas soluveis em acido cloridrico 2,1+0,09

*Resultados expressos como média (%) + desvio padréo.

A composigcao quimica média da casca, em base anidra, € de 50% de celulose,
30% de lignina e 20% de silica (SiO2), sendo que a lignina e a celulose podem ser
removidas através da combustao (PEDROZO, 2008). Se houver controle da temperatura
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na combustdo da casca obtém-se a silica, em um estado amorfo e microporoso,
altamente reativa (METHA, 1992).

De acordo com a Norma ASTM D1102, ensaios realizados na casca de arroz por
Rosa et al. (2017) resultaram em um teor médio de cinzas de 16,1%. A analise da lignina
insoluvel total segundo Norma TAPPI T 222 om-02, também chamada de lignina Klason,
foide 22,4 + 1% (Tabela 21). Esse valor condiz com o que é reportado em outros estudos
(BEVILAQUA, 2010; CHANDRASEKHAR et al., 2003; JOHAR, AHMAD, DUFRESNE,
2012; KUMAR et al., 2010) pois sendo a casca de arroz um composto de origem natural,
o percentual de compostos existentes pode variar de acordo com as condi¢des de cultivo.
Além disso, a perda de massa do processo de remocao dos extrativos foi de 2,0% e o

restante da composicdo do material foi avaliada como celulose e hemicelulose.

Tabela 21. Composicao quimica da casca de arroz.

Composto Composigéo (%)
Extrativos (ceras, lipideos, etc) 2,0+£0,04
Lignina 22,4+ 1
Silica 16,1+ 0,13
Celulose + Hemicelulose 59,6 +1

*Resultados expressos como média (%) + desvio padréo.

ApOs a verificagdao da promissora caracteristica da composi¢ao da casca visando
sua aplicagao como adsorvente, outros parametros foram analisados com o objetivo de
promover as caracteristicas biossorventes deste residuo da agroindustria, como a sua

morfologia de superficie e o seu espectro de infravermelho.

5.4.1 Morfologia por Microscopia Eletrénica de Varredura - MEV

A analise morfologica da casca de arroz tratada com tamanho de particula 0,5 mm
esta representada na Figura 15. Tipicamente, a casca de arroz apresenta uma estrutura
globular, os principais componentes interligam-se firmemente uns com os outros e estao

na forma de lema e palea, bainhas membranosas que constituem a casca (PARK et al.,
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2003). A epiderme externa apresenta um corrugado estrutural altamente sulcado, o qual
contém papilas e pélos de tamanhos variados com um perfil linear bem organizado
(cristas lineares e sulcos), enquanto seus cumes sao pontuados por proeminentes
protrusdes globulares (CHANDRASEKHAR et al., 2003). As imagens do MEV mostram
gue a capacidade de adsor¢ao da casca de arroz pode ser decorrente devido a presenca
de ranhuras na sua estrutura, as quais ja foram detectadas em outros estudos (FOO,
HAMEED, 2009; JOHAR et al., 2012; SCAGLIONI, BADIALE FURLONG, 2016).

Fatores como area de superficie, microporoestrutura e grupos de superficie do
adsorvente, geralmente possuem influéncia significativa na sua capacidade de adsorgéo
(SUN et al., 2005). Assim, a determinagao da presenga dos grupos funcionais nas suas
superficies pode estar correlacionada também com a capacidade adsortiva (LIU et al.,
2013).

Figura 15. Estrutura da casca de arroz tratada com granulometria de 0,5 mm.
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5.4.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourrier — FTIR

A Figura 16 apresenta uma comparagao entre os espectros de infravermelho da
casca de arroz tratada e da silica da casca de arroz, extraida e separada da casca de
acordo com procedimento descrito por Rosa et al. (2017). Pode-se observar através dos
espectros de FTIR similaridade das duas curvas quanto a presenca das bandas de
estiramento Si-OSi (1080 cm™) e Si-H (469 cm™'), bandas importantes relacionadas a
propriedade adsorvente da casca. Ja a banda O-H (3300 cm™), relacionada a presencga

de celulose é observada somente no espectro da casca de arroz.

Figura 16. Espectro de infravermelho da casca de arroz (a) e espectro de infravermelho
da silica extraida da casca de arroz (b).
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5.5 ENSAIO DO METODO PARA REDUCAO DOS NIVEIS DAS MICOTOXINAS EM
CERVEJA UTILIZANDO A CASCA DE ARROZ COMO ADSORVENTE

A quantidade de casca de arroz tratada mais promissora para a utilizagao no
processo de adsorgdo de DON foi 0,5 g, conforme dados da Tabela 22. A cerveja
utilizada nos testes foi contaminada artificialmente com 98 ug L' de DON, 37 ug L' de
ZEN e 5,8 ug L' de OTA.

Tabela 22. Estimativa da quantidade adsorvida de DON, ZEN e OTA sobre 0,5 g de
casca de arroz tratada.

Micotoxina  Micotoxina no Micotoxina no % Adsorvida na
extrato inicial (ug L")  extrato final (ug L")/ RSD(%) casca
DON 98 48,39 /6,3 51
ZEN 37 < LQm >90
OTA 5,8 0,73/6,3 88

RSD: desvio padréao relativo (%). n=3.
LQ m)ZEN: 10 ug L

Durante o experimento foi constatado que as quantidades mais elevadas de casca
testadas nao foram ideais, pois ocorreu um entumecimento da casca, o que tornou dificil
a homogeneizagao com a amostra liquida (cerveja), tanto que no teste que utilizou 1,5 g
de casca nao foi possivel realizar o procedimento de extragao pois o volume de amostra
de cerveja foi inadequado para aplicagdo do método de extracdo QUEChERS
padronizado. O mesmo ocorreu com ZEN e OTA, onde a quantidade de casca de arroz
que melhor apresentou resultados foi 0,5 g. Padronizada a proporgéo de casca de arroz
tratada e cerveja, a velocidade de agitagcdo avaliada entre 150 e 200 rpm possibilitou
concluir que maiores velocidades se tornaram impraticaveis pois a agitacdo mais elevada
fez com que a casca permanecesse na parede do erlenmayer, reduzindo a area de
contato entre o adsorvente e 0 meio, inviabilizando a completa homogeneizagao. Assim,
optou-se pela realizagdo dos ensaios da cinética com o uso da velocidade de 100 rpm.

Dessa forma, para a realizagao da cinética de adsor¢ao das micotoxinas sobre a
casca de arroz, os seguintes paramentros foram padronizados: homogeneizagao de 0,5
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g de casca de arroz tratada com 10 mL de cerveja, a uma velocidade de 100 rpm, durante
10 h. Nestes ensaios de cinética, a cerveja foi contaminada na concentragao de 98 ug L
"de DON, 80 ug L' de ZEN e 5,8 ug L' de OTA.

5.5.1 Cinética de Adsorcao

A Tabela 23 apresenta a quantidade de cada micotoxina adsorvida na massa de
casca de arroz (qt) apds transcorridos os respectivos tempos de contato entre a cerveja
e a casca, bem como o numero de amostragens realizadas.

A Figura 17 apresenta o comportamento da adsor¢gédo de DON sobre a casca de
arroz durante o tempo, podendo-se verificar que a saturagdo maxima foi atingida no
tempo de 420 minutos, definindo o equilibrio, sendo observada uma redugao da taxa de
adsorcao apos este tempo de interacdo. Para isso, a quantidade de micotoxina adsorvida
no equilibrio (qe) foi considerada igual a 0,8800 ug g™, este valor corresponde a
concentracdo maxima possivel de DON a ser encontrada na casca de arroz,

considerando a fortificagao inicial das amostras de cerveja.

Figura 17. Capacidade de adsorgdo de DON sobre a casca de arroz.
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Tabela 23. Capacidade adsortiva de DON, ZEN e OTA da casca de arroz em funcéo do
tempo.

Amostragens Tempo qt (Mg g”') at (Mg g™) at (Mg g™)
(min) DON ZEN OTA
1 30 0,1600 0,6294 0,0398
2 60 0,3000 0,6537 0,0478
3 90 0,4200 0,6580 0,0605
4 120 0,4800 0,6846 0,0691
5 150 0,5400 0,6947 0,0721
6 180 0,5800 0,7067 0,0789
7 210 0,6400 0,7028 0,0793
8 240 0,7200 0,7062 0,0825
9 270 0,8000 0,7083 0,0838
10 300 0,8400 0,7098 0,0838
11 360 0,8600 0,7096 0,0855
12 420 0,8800 0,7082 0,0858
13 480 0,8800 0,7107 0,0863
14 540 0,8740 0,7106 0,0861
15 600 0,8800 0,7112 0,0864

gt: quantidade de micotoxina adsorvida na casca de arroz ao longo do tempo.
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Através da Figura 18 pode-se observar que a adsor¢ao de ZEN sobre a casca de
arroz foi inicialmente rapida, pois cerca de 85% de saturagdo ocorreram nos primeiros
30 minutos. Apds, a taxa de adsorcao foi diminuindo, o equilibrio foi alcangado em 270
minutos e a quantidade de ZEN adsorvida neste equilibrio (qe) foi considerada igual a
0,7083 ug g™

Figura 18. Capacidade de adsorcéo de ZEN sobre a casca de arroz.
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Por fim, a Figura 19 apresenta o comportamento da adsor¢ao de OTA sobre a
casca de arroz durante o tempo e pode-se verificar que nos primeiros 180 minutos
ocorreu cerca de 90 % de saturagao e o equilibrio foi atingido no tempo de 360 minutos,
demonstrando que a interagdo entre adsorvente e adsorvato necessita de
aproximadamente 6 horas para ocorrer. A quantidade de OTA adsorvida no equilibrio

(ge) foi considerada igual a 0,0855 ug g
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Figura 19. Capacidade de adsorgdo de OTA sobre a casca de arroz.
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A porcentagem removida de cada micotoxina na cerveja ao longo do tempo
também foi determinada, de acordo com as Figura 20. Pode-se observar que nos
primeiros 30 minutos somente 8% da concentragao inicial de DON ficou adsorvida na
casca de arroz, 0 mesmo nao ocorreu com ZEN em que 85% da sua concentragao ja
ficaram aderidos sobre a casca de arroz. OTA apresentou nos primeiros 30 minutos uma
adsorcao de 41% da sua concentragdo sobre a casca de arroz. Para DON a maxima
quantidade adsorvida foi 44% no tempo de 420 minutos, ja a adsor¢ao de ZEN sobre a
casca de arroz atingiu um valor maximo de 95% no tempo de 270 minutos e OTA uma
adsorgcdo maxima de 90% no tempo de 360 minutos, conforme observado na Figura 20.

Dados de adsorcao de DON, ZEN e OTA presentes em cerveja sobre a casca de
arroz em outros trabalhos nao existem, sobretudo de micotoxinas em geral. Somente um
estudo foi publicado por Scaglioni e Badiale-Furlong (2016) em que determinaram
condi¢des operacionais para a adsor¢cao de outros grupos de micotoxinas, aflatoxinas
B1 e M1, presentes em leite. Os autores utilizaram 0,5 g de casca de arroz na
granulometria de 42 mesh e 10 mL de leite. Em tais condi¢gdes se atingiram niveis de
adsorgcédo em torno de 100% para as AFLAB1 e AFLAM1 sobre a casca de arroz,

inicialmente presentes em leite.
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Figura 20. Remogao de DON (%), ZEN (%) e OTA (%) presentes na cerveja ao longo do
tempo utilizando a casca de arroz como adsorvente.
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Com o objetivo de conhecer o tipo de adsor¢gao que ocorreu em cada operagao
foram utilizadas as Equagdes (8, 10 e 11) dos modelos de pseudo-primeira ordem,
pseudo-segunda ordem e Elovich. Os parametros de ajuste dos modelos cinéticos de
pseudo-segunda ordem e Elovich estdo apresentados na Tabela 24. O modelo cinético
de pseudo-primeira ordem apresentou valores de coeficiente de determinacdo muito
baixos (R?< 0,000) e erro médio relativo acima de 20% (EMR > 20%) para a adsorgéo
das trés micotoxinas sobre a casca de arroz. Apos realizar o procedimento de ajuste dos
modelos, o fendbmeno de adsorgdo para todas as micotoxinas foi melhor representado
pelo modelo de pseudo-segunda ordem (Figura 21), por apresentar valores de R?
maiores que os do modelo de Elovich e EMR < 10% para a adsor¢do de DON, ZEN e
OTA sobre a casca de arroz.

Tem-se por definigdo que o modelo cinético de pseudo-segunda ordem é baseado
no pressuposto de que a etapa determinante da velocidade envolve o mecanismo de
interagao do analito com o biossorvente, ou seja, depende das interagdes fisico-quimicas
entre o sorvato e os grupos da superficie (MIMURA et al., 2010). Este modelo também
acopla na mesma equacéao os efeitos interno e externo de transferéncia de massa, e

geralmente é adequado em processos de quimissor¢cao (SKODRAS et al., 2008).
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Tabela 24. Parédmetros de ajuste dos modelos cinéticos para adsorgdo de DON, ZEN e
OTA por casca de arroz.

Modelo cinético Micotoxinas
DON ZEN OTA

Pseudo-segunda ordem

92 (W9 g7) 1,20 0,72 0,087
k2 (g.ug min’) 0,010 0,076 0,000023
R? 0,99 0,95 0,94
EMR (%) 4,58 0,74 5,99
Elovich
a (ug.g min") 3,014 35,54 59,29
b (g Hg") 0,0096 6944614 0,0069
R2 0,98 0,93 0,93
EMR (%) 6,39 1,09 4,78

Até o presente momento, somente o estudo desenvolvido por Sgaglioni e Badiale-
Furlong (2016) descreve os parametros cinéticos referentes a aplicagdo da casca de
arroz na adsorg¢ao de micotoxinas. Neste estudo os autores verificaram a adsorgao de
aflatoxinas B1 e M1 em leite, utilizando a casca de arroz como adsorvente, descrevendo
um modelo de pseudo-primeira ordem, distinto ao verificado neste estudo. No entanto,
deve-se considerar que o valor da constante de velocidade de adsor¢ao depende de
fatores como o meio reacional e composto a ser adsorvido € ndo apenas da natureza do
biossorvente (LESMANA et al, 2009). Nestes casos, como foram utilizadas matrizes
alimenticias com grande variagao na composi¢ao quimica (leite e cerveja), o controle do
meio reacional torna-se limitado, principalmente quanto a variagbes de pH, o qual € o
fator principal quando deseja-se atingir o equilibrio de adsor¢gdo maxima para outros tipos

de solutos e matrizes.
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Figura 21. Graficos de ajuste do modelo cinético de pseudo-segunda ordem para DON
(a), ZEN (b) e OTA (c) adsorvidas sobre a casca de arroz.
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5.5.2 Aplicacao da casca de arroz como um potencial adsorvente de micotoxinas

durante o processo cervejeiro

Durante o processo cervejeiro os niveis de micotoxinas podem diminuir devido a
varios fatores ja citados anteriormente como a limpeza e classificagdo da matéria-prima,
processos de maltagem, torrefagéo, maceragao e por fim a fermentagéo, no entanto, tais
contaminantes nédo sdo totalmente eliminados. Frente a este fato, tem-se como
possibilidade a inclusdo da casca de arroz como um potencial adsorvente destes
compostos apos o processo de fermentacdo da cerveja, visto que um processo de
homogeneizagao do fermentado com a casca de arroz possibilitaria a adsorgéo destes
compostos seguido da etapa de maturacédo e clarificagdo que ja ocorre durante o
processamento cervejeiro. Esta etapa de clarificacdo, através de um processo de
filtracdo ou decantacédo, retiraria qualquer residuo de casca de arroz que pudesse
permanecer no fermentado. Durante o processo de homogeneizagao da cerveja com a
casca ocorre a liberagdo do CO2 formado durante o processo fermentativo, por isso o
biossorvente deve ser incluido apds o processo fermentativo e antes da nova etapa de
maturagao, com o objetivo de possibilitar a manutengao das caracteristicas sensoriais
do produto final.

Na inclusdo da casca de arroz como adsorvente durante o processo cervejeiro
deve-se ainda levar em consideragao a condi¢do microbiolégica da casca de arroz;
manutencgao das caracteristicas organolépticas do produto final visando a permanéncia
do sabor e odor caracteristico de cada cerveja.

Verificando-se a capacidade promissora da casca de arroz de adsorver
micotoxinas em diferentes matrizes alimenticias sugere-se também a aplicacéo deste
residuo em métodos analiticos de preparo de amostra, como a MSPD, o qual utiliza

normalmente adsorventes comerciais € com maior custo como suportes solidos.

5.6 ESTUDO DA TECNICA DE PREPARO DE AMOSTRA MSPD UTILIZANDO
DIFERENTES SUPORTES SOLIDOS

Os resultados obtidos para as recuperagdoes dos tricotecenos, ZEN e OTA
utilizando os quatro suportes sdlidos testados comparados ao controle (sem o uso do
suporte solido) na técnica de extragao MSPD estao descritos na Tabela 25.



113

A fortificagdo das amostras de grdos de cevada foi de 100 ug kg' de cada
tricoteceno e ZEN e 10 ug kg™ de OTA correspondendo a valores que estdo proximos ao
LMT descrito pela legislagédo brasileira (ANVISA, 2017).

Os compostos adjacentes 15-ADON e 3-ADON, quando extraidos da matriz,
apresentaram picos cromatograficos que co-eluiram, dificultando a quantificagao isolada.
Dessa forma, foi considerado um unico pico para representar os ADONS em todos os
estudos de extracdo. Este mesmo sistema de quantificagdo ja foi utilizado por Krska et
al., 2007 e Arraché et al., 2018.

As maiores recuperag¢des das micotoxinas em estudo foram obtidas utilizando o
suporte sélido C18, considerado como padrao nas técnicas de extracdo. Quando
agentes lipofilicos, como C18, séo utilizados em MSPD, além de atuarem como suportes
sélidos abrasivos, agem também como solventes, aumentando a capacidade de
extragdo (CAPRIOTTI et al., 2013). Além disso, este suporte sdlido é constituido a base
de silica com fase ligada do tipo C18 e a casca de arroz tratada e o adsorvente silico-
celulésico foram os que apresentaram valores de recuperagao mais proximos ao suporte
solido padrao C18, confirmando assim a capacidade abrasiva da silica. A casca de arroz
tratada e o adsorvente silico-celuldsico também apresentaram recuperacdes para
algumas micotoxinas como DON, ADONS, ZEN e OTA com valores que se aproximaram
da faixa entre 70 e 120%, valores estes aceitos quando se avalia contaminagdo em
matrizes complexas (SANTE, 2016). Estes dados confirmam que o potencial abrasivo da
casca de arroz esta na silica e na celulose presentes em sua composigao, ja que o
adsorvente silico-celulésico produzido apresentou resultados semelhantes a casca de
arroz quando utilizada como suporte solido para a recuperagdo das micotoxinas. A
substituicdo do uso de C18 como suporte solido por materiais obtidos de fontes
renovaveis torna-se uma grande vantagem na técnica MSPD, diminuindo ainda mais o
custo da técnica e utilizando os recursos disponiveis de forma aplicada e diferenciada.

Assim, tendo em vista valores de recuperagao promissores da utilizacdo da casca
de arroz tratada como suporte sélido na técnica MSPD e suas vantagens em relacéo a
geracao de residuos, economia de reagentes de alto valor e producdo do adsorvente
silico-celuldsico, a casca de arroz tratada foi escolhida para realizar a avaliacdo da
técnica MSPD.
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Tabela 25. Recuperacgdes dos tricotecenos, ZEN e OTA utilizando diferentes suportes
sélidos na técnica MSPD.

Suporte sélido Recuperacgdes (%) (RSD %)
NIV DON ADONS T2 ZEN OTA
C18 72(12,5) 83(7,5) 81(4,5) 82(8,5) 82(3,8) 78(3,0)

Cascadearroz  41(9,87  60(7,6)  63(52)F 41482 734,17  72(3,8)

tratada
Silico-celulésico  38(7,8)? 62(7,2)? 59(6,3)2 40(9,6)? 68(3,5)? 70(3,2)?
Areia 20(10,5) 33(8,8) 37(5,6) 35(6,3) 40(4,1) 42(3,5)

Semsuporte  24(8,3)  30(7,6)  29(7,2)  31(5,4) 40(52)  31(6,4)

RSD% = desvio padrao relativo. n = 3. Letras diferentes entre as colunas indicam diferenca significativa
entre os resultados para casca de arroz e o adsorvente silico-celuldsico (p < 0,05).

5.6.1 Padronizagao da técnica de extragdo MSPD utilizando casca de arroz tratada

como suporte sélido

Visando um aumento da recuperagao das concentragbes das micotoxinas
estudadas pela técnica de extragdo MSPD utilizando a casca de arroz como suporte
sélido, o estudo do método foi direcionado as variagdes do tempo de maceragao, do
volume de solvente extrator e do tempo de agitagao utilizados na técnica MSPD proposta
por Rubert et al. (2011). Os valores de recuperacao das micotoxinas obtidas no DCC 23
estdo apresentados na Tabela 26. A fortificagdo das amostras de cevada para esta
avaliagdo foi de 100 ug kg™’ de cada tricoteceno e ZEN e 10 ug kg™' de OTA.

Os resultados obtidos das recuperagdes de cada tricoteceno, ZEN e OTA foram
tratados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA), utilizando um intervalo de
confianga de 95 %. A ANOVA foi utilizada para determinar a adequacidade do modelo
gerado pelas variaveis significativas, ou seja, para descobrir os efeitos principais e as
interagdes das variaveis independentes em relacdo a variavel dependente (variavel

resposta) de acordo com a Tabela 27.
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Tabela 26. Matriz do DCC 23, com variaveis e niveis avaliados em fungéo da recuperagéo
(%) dos tricotecenos, ZEN e OTA utilizando a técnica MSPD com casca de arroz tratada.

Ensaio Recuperacdes (%)

Tempo de Volume de Tempo de

Ma(cri'iri;?éo SO('r‘;eL’;te AQ(’:::‘E?O NIV DON ADONS T2 ZEN OTA
X1 X2 X3

1 107) 1(5) (1) 356 332 398 37,4 821 502
2 1(5) -1(5) (1) 61,3 652 683 62,6 494 333
3 1(1) 1(15) (1) 36,9 421 448 412 363 452
4 1(5) 1(15) (1) 387 47,3 532 452 346 298
5 -1(1) -1(5) 15) 30,3 41,3 361 360 441 61,9
6 1(5) -1(5) 15) 2841 337 30,5 282 41,3 295
7 1(1) 1(15) 15) 737 782 805 856 77,3 793
8 1(5) 1(15) 15) 40,1 527 51,2 501 47,3 434
9 0(3) 0(10) 03) 369 561 602 418 737 785
10 0(3) 0(10) 03) 351 559 57,8 41,9 710 772
11 0(3) 0(10) 03) 352 548 597 418 741 767

*Fortificag&o para tricotecenos e ZEN: 100 ug kg™'; **Fortificagio para OTA: 10 ug kg™

ApoOs a analise estatistica dos efeitos das variaveis independentes em relagao
as variaveis respostas recuperagao de NIV (%), DON (%), ADONS (%), T2 (%), ZEN (%)
e OTA (%) separadamente, pode-se concluir que as variaveis apresentaram efeitos
positivos e negativos para as recuperagbes de todas as micotoxinas. O tempo de
maceracao apresentou efeitos negativos para a recuperagao de T2, ZEN e OTA e nao
apresentou efeitos para NIV, DON e ADONS, ou seja, um aumento no tempo de
maceragao ocasionou menor recuperagcao de T2, ZEN e OTA como observado nos
ensaios 4 e 6. O volume de solvente apresentou efeitos positivos nos resultados das
recuperacgdes de todas as micotoxinas, com excec¢ao de ZEN, o qual apresentou um
efeito negativo, relativamente baixo, podendo ser observado nos ensaios 3 e 4.
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Tabela 27. Efeitos, desvio padréo e coeficientes de regressdo do DCC 22 em relagéo as
variaveis significativas para a recuperagdo de NIV, DON, ADONS, T2, ZEN e OTA
utilizando a técnica MSPD com casca de arroz tratada.

DCC 23 Variaveis Efeitos  Desvio (p) Coeficientes de
Significativas Padrao Regresséao
Mean 41,08 0,31 0,0000 41,08
Recuperacao X2 8,53 0,72 0,0069 4,26
NIV X1 x X2 -13,83 0,72 0,0027 -6,91
X1 x X3 -15,83 0,72 0,0020 -7,91
X2 x X3 19,18 0,72 0,0014 9,59
Mean 50,95 0,21 0,0000 50,95
X2 11,73 0,49 0,0018 5,86
Recuperacao X3 4,53 0,49 0,0117 2,26
DON X1 x X2 -11,18 0,49 0,0020 -5,59
X1 x X3 -17,58 0,49 0,0008 -8,79
X2 x X3 16,23 0,49 0,0009 8,11
Mean 59,92 0,38 0,0000 59,92
Recuperacao X2 11,73 0,90 0,0042 6,88
ADONS X1 x X2 -10,95 0,90 0,0066 -5,48
X1 x X3 -17,95 0,90 0,0025 -8,98
X2 x X3 18,8 0,90 0,0023 9,4
Mean 46,53 0,02 0,0000 46,53
X1 -3,53 0,04 0,0001 -1,76
X2 14,48 0,04 0,0000 7,24
Recuperacao X3 3,38 0,04 0,0001 1,69
T2 X1 x X2 -12,23 0,04 0,0000 -6,11
X1 x X3 -18,13 0,04 0,0000 -9,06
X2 x X3 21,28 0,04 0,0000 10,64
Mean 57,38 0,51 0,0000 57,38
Recuperacao X1 -16,8 1,19 0,0050 -8,4
ZEN X2 -5,35 1,19 0,0463 -2,68
X2 x X3 24,95 1,19 0,0023 12,48
Mean 55,0 0,28 0,0000 55,0
X1 -25,15 0,66 0,0007 -12,58
X2 5,7 0,66 0,0130 2,85
Recuperacao X3 13,9 0,66 0,0022 6,95
OTA X1 x X3 -9,0 0,66 0,0053 -4.5
X2 x X3 9,95 0,66 0,0043 4,98

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05).

X1: tempo de maceragao (min); X2: volume de solvente (mL); X3: tempo de agitagao (min).
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O tempo de agitagao apresentou efeitos positivos para a recuperagado de DON, T2

e OTA, ou seja, um aumento do tempo de agitagdo ocasionou um aumento de

recuperagdo dessas micotoxinas. Com o objetivo de determinar se as equagdes de
regressao, representativas do modelo, sdo estatisticamente significativas, foi realizado o
teste F (Fischer) através da ANOVA para cada variavel resposta. A recuperagao de NIV
apresentou um coeficiente de correlagdo (R) igual a 0,96, indicando que o modelo é
considerado significativo. O valor do teste F calculado foi de 9,30, sendo maior que o
valor de F tabelado (6,16), influenciada pela quantidade de volume de solvente e pelas
interagdes de todas as variaveis. Assim, estes dados resultaram em um modelo preditivo
e significativo, o qual pode ser representado pela Equagéo 15. A Figura 22 apresenta as

superficies de resposta geradas pelo modelo preditivo e significativo para NIV.

Figura 22. Superficies de resposta do modelo preditivo e significativo para variavel
recuperacao de NIV (%) na técnica MSPD.
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Recuperagéo de NIV (%) = 41,08 + 4,26 X2 - 6,91X71.X2 — 7,91X1.X3 + 9,59X2.X3

Equacéo (15)

A recuperacédo de DON apresentou um coeficiente de correlagao (R) igual a 0,97,
o0 que também indicou que o modelo € considerado significativo. O valor do teste F
calculado foi de 11,42, sendo maior que o valor de F tabelado (6,16), influenciada
individualmente pela quantidade de volume de solvente e tempo de extracédo e pelas
interagdes de todas as variaveis. Assim, estes dados resultaram em um modelo preditivo

e significativo, o qual pode ser representado pela Equagéo 16. A Figura 23 apresenta as
superficies de resposta para a variavel recuperagao de DON (%).

Figura 23. Superficies de resposta do modelo preditivo e significativo para a variavel
resposta recuperagdo DON (%) na técnica MSPD.
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Recuperagdao de DON (%) = 50,95 + 4,26X2 + 2,26X3 — 5,59X1.X2 — 8,79X1.X3 +
8,11X2.X3

Equacéao (16)
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O coeficiente de correlagédo (R) para a recuperagdo de ADONS foi de 0,96,
indicando que o modelo é considerado significativo. O valor do teste F calculado foi de
7,78, sendo maior que o valor de F tabelado (6,16), influenciada individualmente pela
guantidade de volume de solvente e pelas interacdes de todas as variaveis. Estes dados
resultaram em um modelo preditivo e significativo, o qual pode ser representado pela

Equacéo 17. A Figura 24 apresenta um diagrama de superficie de resposta gerado pelo
modelo preditivo e significativo em relagéo a recuperagcao de ADONS.

Figura 24. Superficies de resposta do modelo preditivo e significativo para a variavel
recuperagdo de ADONS (%) na técnica MSPD.
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Recuperagao de ADONS (%) = 59,92 + 6,88X2 — 5,48X71.X2 — 8,98X71.X3 + 9,40X2.X3

Equacéo (17)
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A recuperacgao de T2 apresentou um coeficiente de correlacao (R) igual a 0,98, o
que também indicou que o modelo & considerado significativo. O valor do teste F
calculado foi de 16,13, sendo maior que o valor de F tabelado (6,16), influenciada
individualmente por todas as variaveis e suas interagdes. Assim, estes dados resultaram
em um modelo preditivo e significativo, o qual pode ser representado pela Equagéo 18.

A Figura 25 apresenta um diagrama de superficie de resposta gerado pelo modelo
preditivo e significativo em relagéo a recuperagao de T2.

Figura 25. Superficies de resposta do modelo preditivo e significativo para a variavel
recuperacgao de T2 (%) na técnica MSPD.

Lo T dtmetinusd

Loy T DERetin el

W T efiRyannn ey

Recuperacéo de T2 (%) = 46,53 — 1,76X1 + 7,24X2 + 1,69X3 — 6,11X71.X2 — 9,06X7.X3
+10,64X2.X3

Equacéao (18)
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As recuperacdes de ZEN e OTA, embora tenham apresentado efeitos para as
variaveis independentes, geraram modelos que n&o foram preditivos e significativos, com
valores de F calculado (ZEN = 0,88, OTA = 0,66) bem abaixo do valor tabelado (6,16).
Dessa forma, foram considerados somente os modelos preditivos e significativos
gerados para os tricotecenos. Assim, considerando os efeitos das variaveis significativas
para a eficiéncia da extragao dos tricotecenos optou-se por utilizar no método o tempo
de maceragao de 1 minuto com um volume de solvente de extragdo de 15 mL e com um
tempo de agitagdo de 5 minutos no método modificado padronizado com o objetivo de
aumentar o percentual das recuperagdes, conforme o ensaio 7.

O procedimento MSPD padronizado neste estudo apresentou as seguintes
condigdes: 1 g de amostra de cevada em homogeneizagdo com 1 g de suporte sdlido
casca de arroz (32 mesh) durante 1 minuto utilizando gral e pistilo. Em seguida, a adigédo
de 15 mL da mistura de solventes (MeCN: MeOH; 1:1 v/v), agitagdo em vortex por 5 min
e centrifugacdo a 2800 xg durante 10 min. A separagao de um volume de 10 mL do
sobrenadante e evaporacao até a secura em banho maria a 45 °C. Os valores obtidos
para a recuperacao e para o RSD através das determinacdes por MSPD padronizado
em amostras de cevada estdo demonstrados na Tabela 28. Pode-se observar que os
resultados foram adequados para a determinacdo dos tricotecenos, ZEN e OTA em

cevada, pois apresentaram valores de recuperagao dentro da faixa de 60 — 120%.

Tabela 28. Resultados das recuperagdes para as micotoxinas em estudo utilizando o
método MSPD padronizado com casca de arroz tratada.

Niveis de Recuperacgdes (%) Niveis de Recuperacgdes (%)
Contaminacgao (RSD%) Contaminagéo (RSD%)
Hg kg Hg kg

NIV DON ADONS T2 ZEN OTA

50 67,9 78,5 77,7 734 73 5 82,4
(8,2) 6,5) (6.7) (58) (9.8) (6,8)

100 74,2 80,2 79,3 776 76,8 10 78
(5,8) @35 (7.9) (42) (4.2) (5.4)

200 72,6 81,3 80,3 814 751 20 80
(6,5) 6.1  (52) (338) (33) (4.3)

RSD% = desvio padrao relativo. n = 3.
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A validagao da técnica MSPD utilizando a casca de arroz tratada como suporte
sélido foi realizada. Os coeficientes de correlagéo linear (R) obtidos através de todas as
curvas analiticas foram maiores que 0,99, estando de acordo com as orientacdes dos
orgaos reguladores SANTE (2016) e INMETRO (2016). A Tabela 29 apresenta os limites
de deteccédo e quantificagéo, efeito matriz (%), exatidao através das recuperagdes (%) e
precisdo do método (% RSD) para os testes realizados para o estudo dos tricotecenos,

ZEA e OTA em amostra de cevada malteada.

Tabela 29. Validacao do método MSPD adaptado para uso com a casca de arroz tratada
como suporte sdlido: limite de detec¢gdo do método (LOD) e limite de quantificagdo do
método (LOQ), efeito matriz (%), porcentagem de recuperagédo (média dos trés niveis),
precisdo avaliada através da repetibilidade e precisdo intermediaria (% RSD) em nivel
baixo (50 ug kg™') e em nivel alto (200 ug kg™') para os tricotecenos e ZEN e nivel baixo
(5 ug kg™ e nivel alto (20 ug kg™') para OTA.

Micotoxina LOD (m) LOQ (m) EM? (%) Rec (%) Repetibilidade® Precisdo

(g kg")  (ug kg™ (%) Intermediaria®
(%)

Nivel Nivel Nivel Nivel
baixo alto baixo alto
NIV 15,2 50 60,5 71,6 5,4 3,9 7,2 6,6
DON 13,8 455 7.5 80,3 5,5 52 7.9 7.5
ADONS 13,8 455 79,5 81,1 5,8 45 6,8 7,0
T2 13,8 455 3,5 85,8 6,3 5,9 6,6 5,8
ZEA 12,2 40,2 4.8 75,4 6,9 6,2 5,3 5,0
OTA 1,5 5 42 80,3 7,6 6,5 7,9 7,2

2EM (%): (inclinagéo da curva preparada no extrato da matriz - inclinagao da curva preparada no solvente
/ inclinagéo da curva preparada no solvente) x 100

® Repetibilidade (numero de replicatas: 10)

¢ Precisao intermediaria (dias diferentes: 5)

O efeito matriz apresentou enriquecimento de sinal para todas as micotoxinas em
estudo. Estes efeitos foram considerados baixos para DON, toxina T2, ZEA e OTA,
valores encontrados ficaram entre -20 e +20 %. Para NIV e ADONS estes efeitos foram
altos, pois os valores ficaram acima de +50% (ECONOMOU, 2009). Dessa forma, para
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compensar todos esses efeitos, foi realizada a calibragdo com o extrato branco da matriz
correspondente para cada uma das micotoxinas.

A exatiddo do método, através dos testes de recuperagao, apresentou valores
adequados para compostos tragcos, como as micotoxinas, dentro da faixa aceitavel que
€ de 70 — 120% (SANTE, 2016).

5.6.2 Ocorréncia de micotoxinas em cevada malteada

A validacao possibilitou a aplicacdo em amostras de cevada malteada, adquiridas
nos mercados do sul do Rio Grande do Sul (Brasil, RS) com o objetivo de verificar ou
nao a presencga das micotoxinas. A Tabela 30 apresenta a ocorréncia das micotoxinas
em cevada malteada e pode-se observar que DON foi detectado em quatro das dez
amostras de cevada analisadas e sua concentragdo variou de 75,5 a 180,6 ug kg™'. A
ocorréncia de ADONS também foi observada em quatro amostras, variando de 60,8 a
110,8 ug kg™', e a ocorréncia de NIV foi observada em trés amostras em uma
concentragéo que variou de 58,2 a 88,9 ug kg™'. Ja a ocorréncia de T2 foi observada em
uma Unica amostra na concentragéo de 55,7 ug kg™'. ZEN variou de 70,2 a 80,6 ug kg™
em trés amostras e a presenca de OTA foi verificada em 2 amostras variando de 9,4 a
12,5 ug kg™'. Estes dados indicam que a contaminag&o presente em duas amostras (1 e
3) pode ter ocorrido tanto no campo quanto no armazenamento, pois estao presentes as
micotoxinas produzidas pelo Fusarium (tricotecenos e ZEN) e a OTA, uma micotoxina
que pode ser produzida durante o armazenamento por fungos dos géneros Aspergillus
e Penicillium.

No sul do Brasil, onde as amostras foram coletadas, as condi¢des climaticas
(temperatura e umidade alta) tendem a contribuir com a proliferagcdo fungica,
principalemtne do género Fusarium e, consequentemente, maximizar a produgao de
DON e demais tricotecenos. Em outro estudo que investigopu DON em amostras de
cevada malteada produzidas no Brasil, Piacentini et al., 2015 detectaram 9 amostras de

um total de 50 contaminadas com DON na média de concentracdo de 340 ug kg".
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Tabela 30. Ocorréncia de micotoxinas em cevada malteada aplicando a técnica MSPD
com casca de arroz tratada como suporte solido.

Amostras NIV DON ADONS T2 ZEN OTA
(Wg kg™)* (g kg™ (Mgkg™)*  (Mgkg")*  (ugkg™)* (Mg kg™)*
1 58,2+0,04 755038 <LOQ 55,7+ 0,24 <LOQ 12,5+ 0,04
2 101,3+0,04 90,4 +0,11 857+0,04 <LOQ 70,2+ 0,18 <LOQ
3 <LOQ 956+0,2 110,8£0,13 <LOQ 80,6+ 0,44 9,4+ 0,06
4 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
5 <LOQ <LOQ 60,8+ 0,04 <LOQ <LOQ <LOQ
6 88,9+0,22  <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
7 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
8 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
9 <LOQ 180,6£0,14 <LOQ <LOQ 78,9+02 <LOQ
10 <LOQ <LOQ 70,2+ 0,03 <LOQ <LOQ <LOQ

*Resultados expressos como média (ug kg™') + desvio padrao.

Entre as dez amostras analisadas de cevada malteada, pode-se verificar que a
concentragdo de DON esta abaixo dos limites toleraveis da legislagao brasileira, limite
maximo toleravel de 750 ug kg™' para cevada malteada, segundo a ANVISA (2017). Para
os outros tricotecenos nao ha descri¢ao dos LMT na legislagao brasileira permitidos para
a cevada malteada. Entre as trés amostras que apresentaram contaminacéo de ZEN,
todas ficaram abaixo do limite maximo permitido que é de 100 ug kg™'. Ja para a OTA
existe legilslagao vigente no Brasil e esta apresenta como limite maximo toleravel em
cevada malteada de 20 ug kg™'. De acordo com a Tabela 30, as duas amostras de cevada
malteada onde os niveis de OTA foram quantificados ainda estdo abaixo do limite
maximo. No entanto, de acordo com os regulamentos da Comissao Europeia (CE, 2006),
estas amostras estdo acima do nivel maximo de OTA em cereais crus sendo, pela
legislagdo em vigor, 5 ug kg™, ndo podendo ser exportadas ou consumidas em paises
europeus regidos pela CE. A co-ocorréncia de micotoxinas foi verificada em quatro
amostras, ou seja, quatro amostras apresentaram niveis quantificaveis de NIV, DON,
ADONS, T2, ZEA e OTA. Trés amostras estavam isentas de qualquer uma das

micotoxinas em estudo.
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O estudo atual, apesar de apresentar niveis de micotoxinas na cevada malteada
abaixo dos limites da legislagdo, € importante pois evidencia que estes niveis podem ser
difundidos da matéria-prima para o produto final no caso da produgao cervejeira. Estudos
que relacionam a ocorréncia de micotoxinas na cevada e na cerveja tornam-se
importante devido ao fato de que o consumo de cerveja e a produgcdo da bebida,
principalmente por microcervejeiros, cresce ano apos ano. A cevada utilizada para a
producdo de cerveja deve ser armazenada adequadamente e também monitorada
durante as etapas entre o cultivo e a industria, pois a qualidade da matéria-prima € um
parametro importante que deve ser avaliado pela industria como a garantia de consumo

de um alimento seguro.
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6. CONCLUSOES

O presente estudo conseguiu avaliar o emprego da casca de arroz tratada como
suporte solido de um grupo de tricotecenos, zearalenona e ocratoxina A na técnica de
extragdo MSPD em amostras da matéria-prima cevada e, de maneira inovadora, como
adsorvente na reducao dos niveis de DON, ZEN e OTA do produto final cerveja.

Um método analitico para determinacao e separacgao dos tricotecenos A e B, ZEN
e OTA em HPLC-UV/FL foi validado e conseguiu-se padronizar a técnica QUEChERS de
preparo de amostra e aplica-la em um estudo de ocorréncia dessas micotoxinas em 85
amostras de cerveja tipo lager das principais marcas consumidas no Brasil. Entre as
amostras, 74 apresentaram niveis quantificaveis de micotoxinas, possivelmente devido
a adicao de cevada contaminada e outros adjuntos passiveis de contaminagao.

Desde a validagdo do método e sua aplicabilidade a amostras de cerveja
comercializadas na regiao sul, foi possivel também avaliar a ingestao diaria (ID) toleravel,
onde verificou-se que as IDs estimadas foram inferiores a ID toleravel maxima proviséria
de 1 pug / kg de peso corporal / dia para DON. No entanto, os resultados do estudo de
ocorréncia indicaram a necessidade de estratégias para reduzir a contaminagéo por
micotoxinas na matéria-prima utilizada na fabricacdo de cervejas, sendo que niveis
maximos destes contaminantes na cerveja do Brasil e de outros paises precisam ser
estabelecidos pelas agéncias reguladoras.

A caracterizacao da cinética de adsorcdo de DON, ZEN e OTA sobre a casca de
arroz tratada em amostras de cerveja foi realizada e ficou demonstrado que este estudo
segue um modelo de pseudo-segunda ordem. As quantidades de DON, ZEN e OTA
adsorvidas no equilibrio (qe) pela casca de arroz tratada foram de 0,8800 ug g', 0,7083
ug g' e 0,0855 ug g, respectivamente, concluindo-se que um tempo de
homogeneizacdo de 420 minutos (7 horas) a 100 rpom entre 10 mL de cerveja
contaminada e 0,5 g de casca de arroz pode diminuir quase a metade da concentragao
de DON, praticamente 100% da concentracdo de ZEN e em torno de 90% da
concentragao de OTA presentes na bebida.

A técnica MSPD foi avaliada utilizando a casca de arroz tratada, sendo que as
etapas padronizadas foram o tempo de maceracdo, volume de solvente e tempo de
extragcdo. Com este estudo também pode-se comprovar que a maior parte do potencial



127

abrasivo da casca de arroz esta na silica e na celulose presentes em sua composicao,
ja que o adsorvente silico-celulosico produzido a partir da casca de arroz apresentou
resultados semelhantes a casca de arroz para a recuperacdo das micotoxinas. A
avaliacao da amostra de cevada malteada possibilitou a verificacdo da contaminacgao por
micotoxinas em sete das dez amostras analisadas e a co-ocorréncia foi observada em
quatro amostras. Somente trés amostras analisadas de cevada malteada estavam
isentas de qualquer quantidade de micotoxinas.

Finalmente, a potencial utilizagdo da casca de arroz tratada como adsorvente de
micotoxinas apos a etapa de fermentagéo do processo cervejeiro, visando a redugéo dos
niveis de DON, ZEN e OTA no produto final ficou demonstrada através de todas as

determinagdes obtidas neste trabalho.
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7. SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

Este estudo abre caminho para o desenvolvimento de outras investigagdes sobre

o assunto e, para dar continuidade a esse trabalho, propde-se:

» Estudar o emprego da casca de arroz tratada como adsorvente de micotoxinas na

etapa de fermentacéao alcodlica ou como aditivo no processamento cervejeiro;

» Avaliar as caracteristicas fisicas, quimicas e sensoriais da cerveja apdés a

aplicacao da casca de arroz tratada como adsorvente;

» Avaliar o emprego do bagag¢o de malte como adsorvente no processo cervejeiro;

» Avaliar o potencial de adsor¢cado da casca de arroz no tratamento de residuos e

efluentes.
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