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RESUMO

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios téxicos produzidos por algumas espécies de
fungos filamentosos. Zearalenona (ZEA), ocratoxina A (OTA) e aflatoxina B1 (AFB1) séo as
micotoxinas mais importantes encontradas em trigo e derivados. Elas se destacam por seus
efeitos estrogénico, nefrotdxico e hepatotdxico, respectivamente. O objetivo deste estudo foi
estimar a exposicdo a estes compostos toxicos através do consumo de bolo, biscoitos e
massas alimenticias considerando o efeito de processamento desses alimentos sobre os
niveis de micotoxinas. O bolo apresentou a maior porcentagem de reducdo dos niveis de
micotoxinas (95, 90 e 50% para ZEA, OTA e AFB1, respectivamente), seguido do biscoito (90,
85 e 40% para ZEA, OTA e AFB1, respectivamente) e massa (75, 65 e 10% para ZEA, OTA
e AFB1, respectivamente). O consumo desses produtos poderia representar 8,8% do valor
maximo da ingestao toleravel diaria de ZEA e 19,5% da dose toleravel semanal de OTA. A
margem de exposicao relacionada a AFB1 foi de 41,5, valor inferior ao parametro considerado
seguro pelo Comité de Especialistas da FAO/WHO em Aditivos Alimentares (JECFA). A
exposicdo a ZEA e OTA através do consumo de bolos, biscoitos e massas ndo representa
risco para a saude do consumidor, porém, outros alimentos podem ser fonte de exposi¢do a
ZEA, tais como milho e seus derivados ou contribuir para a ingestdo de OTA, incluindo café,
produtos de outros cereais e vinho. No entanto, a exposi¢cao a AFB1 representa risco, 0 que
€ preocupante pois esta toxina € comprovadamente carcinogénica para humanos.

Palavras-chave: Micotoxinas, farinha de trigo, bolo, biscoito, massas e avaliagcéo de risco.
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1 INTRODUCAO

O trigo € uma graminea do género Triticum, cuja producdo mundial, na safra
2015/2016, foi de aproximadamente 735 milhdes de toneladas e o consumo mundial
foi em torno de 710 milhdes de toneladas (ABIMAPI, 2016; DEPEC, 2016).
Atualmente, o Brasil produz mais de 6 milhdes de toneladas de trigo e importa mais
de 4 milh&es para atender ao consumo do pais (ABITRIGO, 2016; EMBRAPA, 2016).
Cerca de 75% da producéo de trigo nacional é utilizado para fabricacdo de farinha
(ABIMAPI, 2016).

A farinha de trigo é destinada ao uso doméstico, fabricagdo industrial e
artesanal de paes, bolos, massas, biscoitos e outros produtos. As farinhas
comercializadas nacionalmente atuam em diversos setores, que sdo distribuidos da
seguinte forma: 56% panificacdo, 15% macarrdo, 10% biscoitos, 10% uso doméstico
e 9% em outros segmentos (ABITRIGO, 2016).

No ano de 2015, o Brasil foi 0 5° maior consumidor de biscoito do mundo, com
consumo per capita de aproximadamente 6 kg/ano, enquanto que a Argentina, em 1°
lugar, obteve um consumo em torno de 12 kg/ano. O biscoito do tipo agua e sal, por
exemplo, representou 14,7% dos biscoitos vendidos. Para massas alimenticias, o
Brasil foi o 9° maior consumidor, com consumo de 4,35 kg/ano, em 1° lugar ficou a
Itdlia com consumo em torno de 26 kg/ano. Para o consumo de bolos industrializados,
o Brasil foi 0 8° maior consumidor, com consumo de 0,74 kg/ano e os Estados Unidos,

em 1° lugar, obtiveram um consumo em torno de 2 kg/ano (ABIMAPI, 2016).



Em diversas partes do mundo, estudos mostram a ocorréncia de micotoxinas,
através da contaminacgao por fungos em trigo (RIBA et al., 2010; EFSA, 2011; LIAO et
al., 2011; KUMAR et al., 2012; SOLEIMANY etal., 2012; ALEXA et al., 2013; ALKADRI
et al., 2014; STANCIU et al.,, 2016; TRALAMAZZA et al., 2016), farinha de trigo
(SKRBIC et al.,, 2012; TAHERI et al.,, 2012; GHASEMI-KEBRIA et al., 2013;
ARMORINI et al., 2015; STANCIU et al., 2016), farelo de trigo (VIDAL et al., 2013) e
produto derivado de trigo (IQBAL et al., 2014). Sua ocorréncia representa um risco
importante para a saude humana e animal e pode provocar perdas econdémicas
(SMITH et al., 2016).

As micotoxinas sao metabdlitos secundarios produzidos por fungos,
principalmente pelas espécies dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium. Essas
toxinas tém sido detectadas em diversos produtos de origem vegetal, principalmente
em graos de cereais. A producdo de micotoxinas depende de fatores ambientais pré
e pos-colheita, tais como, clima, temperatura e umidade. Além disso, outros fatores
como a disponibilidade de nutrientes e os danos mecéanicos ou causados por pragas
durante cultivo, transporte, colheita também influenciam no crescimento do fungo
(SMITH et al., 2016).

As micotoxinas mais importantes encontradas no trigo e seus derivados sao
zearalenona (ZEA), ocratoxina A (OTA) e aflatoxina B1 (AFB1) (VIDAL et al., 2013).
Diversos efeitos cronicos e agudos podem ocorrer em seres humanos e outros
animais devido a exposicdo as micotoxinas, tais como, efeito hepatotdxico,
genotdxico, imunossupressor, estrogénico, nefrotdxico, teratogénico e/ou efeitos
cancerigenos (SMITH et al., 2016). Em virtude dos efeitos toxicos, a legislacdo
brasileira estabeleceu limites maximos para a presenca de AFB1 (5 ug/kg) e OTA (10
Mag/kg) em cereais e produtos a base de cereais e ZEA (100 ug/kg) em farinha de trigo,
massas, crackers e produtos de panificagao (BRASIL, 2011).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27023609
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27023609
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27023609
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A exposicdo humana as micotoxinas, através de alimentos consumidos pela
populacdo, € um problema de mundial. Considerando o trigo um alimento importante
na dieta, consumido na forma de bolos, biscoitos e massas alimenticias, e a possivel
ocorréncia de ZEA, OTA e AFB1 nestes produtos, faz-se importante a avaliacdo do
risco da exposicdo a essas micotoxinas e também, a verificacdo dos efeitos dos
processamentos desses alimentos nos niveis de ZEA, OTA e AFBL1.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estimar a exposicdo a ZEA, OTA e AFB1 através do consumo de bolo, biscoito
e massa considerando o efeito do processamento desses alimentos elaborados com

farinha de trigo contendo essas micotoxinas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Aplicar um método cromatografico para determinacao simultdnea dos niveis
de ZEA, OTA e AFBL1 presentes na farinha de trigo, bolo, biscoito e massa;

— Verificar o efeito da preparacéo do bolo, biscoito e massa nos niveis de ZEA,
OTA e AFBL1 presentes na farinha de trigo;

— Auvaliar o risco de exposicdo as micotoxinas ZEA, OTA e AFB1 através do

consumo de bolo, biscoito e massa.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 MICOTOXINAS — CARACTERISTICAS E EFEITOS TOXICOS

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por algumas espécies
de fungos filamentosos, elas sdo capazes de causar doencas e morte em animais,
plantas e microrganismos (BENNETT & KLICH, 2003; GONCALEZ, 2013). Os
metabdlitos primarios sdo fundamentais para o desenvolvimento dos fungos, e 0s
secundarios sdo produzidos durante o final da fase exponencial de crescimento e ndo

sdo essenciais para a sobrevivéncia do fungo (STEFANELLO et al., 2012).

As micotoxinas mais relevantes em alimentos s&o as aflatoxinas, a ocratoxina
A, a patulina, as fumonisinas, a zearalenona e o desoxinivalenol. Estas micotoxinas
sdo produzidas principalmente por espécies fungicas que pertencem aos géneros
Aspergillus, Penicillium e Fusarium (SOARES et al., 2013), que podem contaminar os
alimentos no campo, no armazenamento ou apés a fabricacdo de um produto
(GONCALEZ, 2013). Aproximadamente 25% dos produtos agricolas do mundo estéao
contaminados por micotoxinas (BENNETT & KLICH, 2003).

Para o desenvolvimento dos fungos e producdo das micotoxinas sao
necessarias condicdes favoraveis de umidade, temperatura, pH e composi¢cdo do
substrato (PEREIRA et al., 2002; SMITH et al., 2016). O crescimento do fungo e a
contaminagdo por micotoxinas depende da localizacdo geogréfica, das condicdes

ambientais, da colheita e do armazenamento dos cereais (AL-TAHER et al., 2017).

O processamento de alimentos, incluindo o tratamento térmico, pode reduzir 0s
niveis de micotoxinas em produtos agricolas, porém, pode nédo ser capaz de elimina-
las completamente (AL-TAHER et al., 2017). Apesar da dificuldade para eliminar as
micotoxinas nos alimentos, o seu nivel deve ser reduzido ao menor nivel possivel,

para que nao representem risco para a saude (SOARES et al., 2013).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27023609
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As micotoxinas podem estar relacionadas a efeitos estrogénicos, mutagénicos,
teratogénicos, imunotoxicos e carcinogénicos. A exposi¢cdo as micotoxinas pelos
seres humanos ocorre principalmente através do consumo de cereais e produtos
derivados de cereais (SMITH, et al.,, 2016; SALADINO et al., 2017). A Agéncia
Internacional de Pesquisa em Céancer (IARC) classificou a AFB1 no grupo 1, como um
carcindégeno para os humanos (IARC, 2012). A OTA foi classificada como um possivel
carcindgeno para os seres humanos (grupo 2B) e a ZEA e seus derivados séo
classificados no grupo 3 (ndo classificavel quanto a sua carcinogenicidade em seres

humanos devido a necessidade de mais estudos) (IARC, 1993).

3.1.1 Aflatoxina B1

As principais aflatoxinas sdo Bl1l, B2, Gl e G2, sendo que a mais
frequentemente detectada em alimentos e mais toxica € a aflatoxina B1 (AFB1), que
possui estrutura quimica representada na Figura 1. Esta toxina é considerada o
composto natural com maior carcinogénicidade que se conhece até o momento. A
AFB1 é encontrada em amendoim, milho, oleaginosas, cereais, especiarias e frutas.
As espécies de fungos produtores de aflatoxinas pertencem na sua maioria ao género
Aspergillus e as mais importantes sdo Aspergillus parasiticus, Aspergillus flavus e
Aspergillus nomius (SOARES et al., 2013).

Figura 1. Estrutura quimica da aflatoxina B1 (AFB1).
0 0
I
Al
|
:f_'l S '"~‘~tJ;:L|:u:u:l

Aflatoxin B

A umidade relativa do ar acima de 85% e uma temperatura ambiente acima de
27 °C favorecem o desenvolvimento de fungos e a producdo de micotoxinas em
alimentos, incluindo as aflatoxinas (MALLMANN et al., 2003). A atividade de agua dos

cereais, concentracdo de oxigénio no ambiente e secagem inadequada sao


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27023609
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determinantes para producdo de aflatoxinas em silos durante o armazenamento
(GHASEMI-KEBRIA et al., 2013).

As aflatoxinas apresentam fluorescéncia quando expostas a luz ultravioleta. As
letras B e G se referem a fluorescéncia azul e verde, respectivamente, quando estes
compostos sdo observados sob a luz ultravioleta. Esta propriedade é conveniente para
a identificacdo e quantificacdo destes compostos em alimentos (MIDIO & MARTINS,
2000; LANG, 2005).

As aflatoxinas sdo pouco soliveis em &gua (10-30 pg/mL) e sollveis em
gorduras e solventes orgéanicos polares tais como cloroférmio e metanol. Sao
destruidas na presenca de amonia, hipoclorito ou solucdes fortemente alcalinas. Além
disso, sao instaveis a agentes oxidantes ou valores de pH extremos (<3 ou >10)
(CANCIAMANI et al., 2007; TESSARI & CARDOSO, 2012).

O figado é o principal 6rgdo afetado pela exposicdo as aflatoxinas (LANG,
2005). Além disso, estas micotoxinas podem causar distarbios neurologicos,
imunolégicos e o aparecimento de cancer renal (FASSBINDER, 2010). As aflatoxinas
tém sido relacionadas com a elevada incidéncia de cancer primario no figado em
Mocambique, Uganda, Tailandia, Quénia e Swazilandia (LANG, 2005). Exposicoes
agudas as aflatoxinas estdo sendo associadas com epidemias de hepatite em areas
da China e Africa com taxas de mortalidade entre 10 e 60% (HUSSEIN & BRASEL,
2001).

3.1.2 Ocratoxina A

A ocratoxina A (OTA) é a mais abundante e relevante ocratoxina . Os principais
fungos produtores de OTA sdo das espécies Aspergillus ochraceus, que ocorre
principalmente em lugares quentes e tropicais e Penicillium verrucosum, em climas
temperados. Esses fungos crescem em uma grande variedade de produtos agricolas.
A OTA ocorre naturalmente em diversos produtos, entre eles: cereais, café, cerveja,

vinho, cacau, frutas secas, queijo, suco de uva e condimentos (LINO et al., 2006;
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FAPOHUNDA et al., 2014). Sua estrutura quimica apresenta uma molécula de cloro
(Figura 2).

Figura 2. Estrutura quimica da ocratoxina A (OTA).
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A OTA apresenta fluorescéncia azul quando exposta a luz ultravioleta e é
soluvel em solventes organicos polares e ligeiramente soluvel em agua (MIDIO &
MARTINS, 2000; OGA et al., 2008).

Os efeitos toxicos mais importantes associados ao consumo de alimentos
contaminados com OTA incluem imunossupressdo e danos nos rins e figado. Em
1972, essa micotoxina foi associada a Nefropatia Endémica dos Balcds que ocorreu
em familias de agricultores da regido da Bulgaria, Roménia e antiga lugoslavia, em
meados de 1950. A doenca é degenerativa e causa faléncia renal. Este episddio
ocorreu porque a populacao foi exposta a altas doses da micotoxina através de
alimentos produzidos na regidao dos Balcas (DEVRIES et al., 2002).

3.1.3 Zearalenona

A zearalenona (ZEA) é produzida por género Fusarium, especialmente por F.
graminearum e F. culmorum que ocorrem em trigo, milho, sorgo, cevada, aveia e
centeio. A presenca desse fungo ocorre principalmente em regides temperadas
(SOARES et al., 2013). A ZEA possui propriedade fluorescente de cor azul-
esverdeada, quando exposta a luz ultravioleta (BOEIRA, 2012).

A ZEA possui atividade estrogénica por apresentar uma estrutura (Figura 3)

semelhante ao 7-B-estradiol, principal hormbénio feminino produzido nos ovarios
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(BENNET & KLICH, 2003). ZEA e seus congéneres (a- e [3- zearalenol), sdo capazes
de se ligar a receptores de estrogénio na superficie celular. Apés a exposi¢ao oral, a
ZEA € metabolizada em varios tecidos, especialmente no figado. O sistema
reprodutivo € o principal alvo de toxicidade da ZEA, provocando alteracdes no trato
reprodutivo de animais (MARIN et al., 2010).

Figura 3. Estrutura quimica da zearalenona (ZEA).
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Os principais sintomas relacionados a exposicao a esta micotoxina nos suinos
incluem inchaco da vulva, desenvolvimento exacerbado do utero e glandulas
mamarias, prolapsos da vagina e reto. Em gado os efeitos reprodutivos sdo menos
pronunciados do que em suinos, mas essa toxina afeta a fertilidade desses animais e
diminui a producao de leite (IAMANAKA et al., 2010). Em humanos, a ZEA tem sido
relacionada a alguns casos de puberdade precoce em adolescentes, devido a sua
atividade estrogénica (MARROQUIN-CARDONA et al, 2014).
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3.2 OCORRENCIA DE MICOTOXINAS EM TRIGO, FARINHA, BOLO, BISCOITO E
MASSA.

Os cereais, incluindo o trigo, podem ser contaminados com micotoxinas (VIDAL
et al.,, 2014). Entre as micotoxinas que ocorrem no trigo destaca-se a ZEA, OTA e
AFB1 (Tabela 1). No Brasil, a ZEA foi detectada em 84 e 12% das amostras de graos
de trigo cultivados nos estados do Rio Grande do Sul e Séo Paulo, respectivamente
(TRALAMAZZA et al., 2016). Na Siria e Italia, esta toxina foi encontrada em 25 e 30%
das amostras de trigo avaliadas, respectivamente (ALKADRI et al., 2014). A ZEA
também foi detectada em amostras de trigo e farinha de trigo em paises europeus
(EFSA, 2011), Roménia (ALEXA et al., 2013; STANCIU et al., 2016) e Sérvia (SKRBIC
et al., 2012), assim como, OTA em Taiwan (LIAO et al., 2011), Roménia (ALEXA et
al., 2013) e india (KUMAR et al., 2012), e AFB1 na Argélia (RIBA et al., 2010) e Ira
(TAHERI et al., 2012; GHASEMI-KEBRIA et al., 2013).

A presenca destas toxinas em produtos elaborados a partir da farinha de trigo
tem sido pouco estudada. A ocorréncia de ZEA e AFB1 em 30,9 e 35% das amostras
de massas alimenticias foi relata no Paquistdo (IQBAL et al., 2014). Para bolos e

biscoitos ndo foram encontrados estudos com ocorréncia de ZEA, OTA e AFB1.
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Tabela 1 - Ocorréncia de zearalenona (ZEA), ocratoxina A (OTA) e aflatoxina B1 (AFB1) em trigo,

farinha de trigo, bolo, biscoito e massas.

Amostras
Micotoxina Alimento Local positivas/Total Referéncia
de amostras
Trigo Brasil 48/150 Tralamazza et al (2016)
Trigo ﬁ;rl'lz 12;23 Alkadri et al (2014)
Trigo Paises europeus  432/3008 EFSA (2011)
Trigo Malasia 6/20 Soleimany et al (2012)
ZEA Trigo Roménia 38/52 Alexa et al (2013)
-Ilz—gfjizhea de trigo Roménia ggé Stanciu et al (2016)
Farinha de trigo  Sérvia 5/15 Skrbic et al (2012)
Farelo de trigo Espanha 10/67 Vidal et al (2013)
Massas Paquistao 34/110 Igbal et al (2014)
Trigo Roménia 33/52 Alexa et al (2013)
Trigo Taiwan 3/13 Liao et al (2011)
Trigo Malasia 7120 Soleimany et al (2012)
OTA Trigo india 29/50 Kumar et al (2012)
Trigo I‘:f;rl'lz é}%o Alkadri et al (2014)
Farelo de trigo Espanha 17/67 Vidal et al (2013)
. . ~ Ghasemi-Kebria et al
Farinha de trigo  Ir& - (2013)
Farinha de trigo  Ird 110/200 Taheri et al (2012)
AFB1 Farinha de trigo  Italia 0/40 Armorini et al (2015)
Trigo Argélia 30/53 Riba et al (2010)
Trigo Malasia 15/20 Soleimany et al (2012)
Massas Paquistéao 35/110 Igbal et al (2014)
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3.3 LEGISLACAO

Os niveis maximos de micotoxinas nos alimentos para consumo humano tém
sido legislados em muitos paises, variando de 1 a 20 mg/kg para AFB1, 0,2 a 50 mg/kg
para OTA e 20 a 1000 mg/kg para ZEA, dependendo do tipo de alimento.

A legislacédo brasileira, através da Resolucédo da Diretoria Colegiada (RDC) n°
07 de 18 de fevereiro de 2011 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria (ANVISA),
estabeleceu limites para a presenca de micotoxinas em diversos tipos de alimentos.
Limites maximos foram estabelecidos, por exemplo, para OTA (10 pg/kg) e AFB1 (5
pg/kg) em cereais e produtos de cereais, e ZEA (200 pg/kg) para farinha de trigo,
massas, crackers e produtos de panificagdo (BRASIL, 2011).

A legislacao europeia, estabeleceu limites maximos para micotoxinas através
do Regulamento n°® 1881 de 19 de Dezembro de 2006. A AFB1 tem limite maximo
toleravel de 2 e 0,1 pg/kg para cereais e alimentos a base de cereais, respectivamente.
A OTA tem um limite maximo de 3 e 0,5 ug/kg para cereais e alimentos a base de
cereais, respectivamente. A ZEA tem um limite maximo de 75 e 20 pg/kg para cereais

e alimentos a base de cereais, respectivamente (EUR-Lex, 2006).

Comparando a legislacdo brasileira e europeia, pode-se observar uma
diferenga em relacdo aos limites maximos permitidos de AFB1, OTA e ZEA. Para estas
micotoxinas, estes valores sdo menores na legislacdo da Europa do que na brasileira.
Também pode-se verificar que existe uma diferenca entre limites maximos
estabelecidos para cereais e para alimentos a base de cereais na legislacdo europeia,
0 que ndo é visto na legislacdo do Brasil. Isso pode indicar que o efeito do
processamento sobre os niveis de micotoxinas ndo foi considerado na legislacao

brasileira.



20

3.4 AVALIACAO DO RISCO DA EXPOSICAO AS MICOTOXINAS

A avaliacdo do risco da exposi¢cao a compostos toxicos € um processo de base
cientifica e o gerenciamento do risco envolve tomada de decisdes pelas agéncias
reguladoras que levam em conta as principais informacdes técnicas relacionadas ao
dano a saude e ao risco, os fatores politicos e socioeconémicos. No Brasil, a avaliacao
do risco da exposicdo humana a contaminantes de alimentos € conduzida pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Internacionalmente, a avaliacao
do risco é conduzida pelos comités cientificos da Organizacdo Mundial de Saude
(WHO, do inglés: World Health Organization) e Organizacdo para Alimentagcéo e
Agricultura (FAO, do inglés: Food and Agriculture Organization of the United Nations)
para subsidiar o estabelecimento de padrbes alimentares pelo Codex Alimentarius. O
Comité de Especialistas da FAO/WHO em Aditivos Alimentares (JECFA, do inglés
Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) avalia questdes relativas a
aditivos alimentares, contaminantes e drogas veterinarias (JARDIM & CALDAS,
2009).

O “perigo” é a capacidade da micotoxina causar um efeito adverso. O “risco” é
a probabilidade de um efeito adverso ocorrer devido a exposicdo da micotoxina. A
avaliacao do risco € um processo sistematico pelo qual o perigo, a exposi¢ao e o risco
sao identificados e quantificados (JARDIM & CALDAS, 2009).

A avaliacdo do risco da exposicdo humana a uma substancia na dieta &
fundamental para o desenvolvimento de padrBes alimentares seguros (JARDIM &
CALDAS, 2009). Uma avaliacdo de risco correta é essencial para evitar medidas
desnecessarias, que incluem o recolhimento de produtos do mercado, medidas de
restricdo e para evitar preocupacdes, sem justificativa, pelo publico em geral
(GERAETS et al., 2016).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PRODUTOS QUIMICOS, REAGENTES E PREPARO DAS SOLUCOES-
PADRAO

As solucdes-padrdo de ZEA, OTA e AFB1 foram adquiridas da Sigma (Sigma
Aldrich, Steinheim, Alemanha). Tolueno, cloroférmio, hexano, acetonitrila, acetato de
etila, acido férmico, 4cido acético e sulfato de aménio,com grau de pureza analitica
(P.A.), foram adquiridos da Nuclear (S&o Paulo, Brasil). Metanol grau HPLC (do inglés:
High Performace Liquid Chromatography), o acetato de amonia P.A. foi fornecido pela
Merck (Darmstadt, Alemanha). Os papéis filtro (Whatman n°® 4) foram adquiridos da
Whatman (Maidstone, Reino Unido). A &gua ultrapura foi obtida a partir de um
aparelho Milli-Q (Millipore, Billerica, MA, EUA).

As solugbes estoque de OTA e AFB1 foram preparadas dissolvendo 1 mg de
padrdo de cada micotoxina em tolueno-acido acético (99:1, v/v) para atingir a
concentracédo de 40 e 80 mg/mL, respectivamente. A solucéo de ZEA foi preparada
dissolvendo 5 mg de padrdo da toxina em metanol para obter a concentracéo de 100
mg/mL. As solu¢des-padrao foram mantidas congeladas (-18 °C) em recipientes

escuros e vedados até sua utilizacéo.

4.2 FORTIFICACAO DA FARINHA DE TRIGO COM AFB1, ZEA E OTA

O lote de farinha de trigo utilizado nos experimentos foi obtido em um
supermercado da cidade de Porto Alegre, Rio Grande de Sul, Brasil. A farinha foi
previamente analisada para verificar os niveis de ZEA, OTA e AFB1. No lote analisado
nao foram encontradas estas micotoxinas (niveis abaixo dos limites de deteccao do
método mencionados no item 4.5). Na farinha de trigo foi adicionada a concentragéo
de solucdo padrdo que corresponde ao limite méaximo de cada micotoxina
estabelecido pela ANVISA: OTA (10 pg/kg), AFB1 (5 pg/kg) e ZEA (200 pg/kg) (Brasil,
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2011). Estas micotoxinas foram adicionadas simultaneamente em 100 g de farinha de
trigo e mudancas na textura de farinha ndo foram observadas apds a adi¢cdo das
toxinas. Apos 30 minutos (tempo esperado para a evaporacao do solvente organico
no qual as micotoxinas estavam solubilizadas) da adicdo dos padrdes AFB1, OTA e

ZEA, a farinha fortificada foi usada para preparar os produtos.

4.3 ELABORACAO DE BISCOITO, BOLO E MASSA

A preparacdo do bolo foi feita com 100 g de farinha de trigo, 4,2 g de
bicarbonato em pd, 15 g de sacarose, 4,7 g de 0Oleo vegetal e 25 mL de agua. Os
biscoitos foram preparados com 100 g de farinha de trigo, 1 g de sal, 4 g de
bicarbonato em p6 e 64 mL de &gua. Apés todos os ingredientes serem misturados, a
massa do biscoito foi dividida e moldada em porcdes de 8 g, para simular a influéncia
do tratamento térmico em pequenos pedacos, como ocorre tanto na industria quanto

na elaboracao caseira desse alimento.

A massa foi preparada com 100 g de farinha de trigo, 0,9 g de sal, 2 mL de éleo
e 14 mL de 4gua. ApdOs a mistura dos ingredientes, um rolo foi usado para deixar a
massa com uma espessura de aproximadamente 3 cm. A massa foi cortada

manualmente em formato fettuccine.

4.4 EFEITO DO PROCESSAMENTO DO BOLO, BISCOITO E MASSA SOBRE OS
NIVEIS DE ZEA, OTA E AFB1

O efeito do processamento do bolo, biscoito e massa foi avaliado através da
analise de amostras de farinha e dos produtos apoés tratamento térmico em relacao
aos niveis de ZEA, OTA e AFB1. As condi¢cdes de tempo e temperatura foram
previamente definidas de modo a se obter um produto com grau de assamento (bolo
e biscoito) ou cozimento (massa) adequados. O bolo e o biscoito foram assados a 220

°C por 20 minutos. A massa foi cozida por 15 min em 800 mL de agua fervente.
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4.5 DETERMINACAO DAS MICOTOXINAS

A extracdo de ZEA, OTA e AFB1 foi feita seguindo o método desenvolvido por
Soares e Rodriguez-Amaya (1989), com pequenas modificagdes. A amostra (25 g) foi
homogeneizada durante 5 minutos em um liquidificador juntamente com 135 mL de
metanol e 15 mL de solucdo aquosa de cloreto de potassio (4%). A mistura foi filtrada
em filtro de papel e 75 mL do filtrado foi transferido para um béquer, no qual foi
adicionado 75 mL de solugcédo aquosa de sulfato de amdnio (30%) e 12 g de terra
diatomacea. Ap6s uma segunda filtracéo, 75 mL do filtrado foi transferido para um funil
de separacdo que continha 75 mL de agua destilada e 25 mL de hexano. O hexano
foi utilizado para remover os compostos lipidicos que podem interferir na determinacéo
das micotoxinas (esta etapa ndo foi necessaria na andlise da farinha). As micotoxinas
foram extraidas através de duas particdes com 5 mL de cloroférmio cada. O extrato
organico obtido nestas duas particbes (10 mL) foi evaporado e dissolvido em 100 pL

de tolueno-acetonitrila (9:1 v/v). Todas as analises foram feitas em triplicata.

As andlises quantitativas de micotoxinas na farinha e nos produtos apés o
processamento térmico (bolo, biscoitos e massa) e na dgua usada para cozinhar a
massa foram feitas através da cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao
por arranjo de diodos (HPLC-DAD). A confirmac¢éo das micotoxinas foi realizada por
cromatografia liquida com deteccao por espectrometria de massa em sequéncia (LC-
MS/MS, micrOTOF-Q Ill, Agilent, EUA). A Coluna C18 (XBridge TM Shield RP 18; 5
um; 4.6 mm x 150 mm, Waters, Irlanda) foi utilizada tanto no HPLC-DAD quanto no
LC-MS/MS.

As condi¢des utilizadas na anélise por HPLC-DAD foram: fase movel composta
de acetonitrila: agua (50:50, v/v) com pH ajustado para 3 com acido acético (1:1, v/v),
fluxo constante de 0,7 mL/min; 20 pL de volume de inje¢cao; comprimento de onda de
254 nm e tempo de anélise de 10 min. Nas analiseS por LC-MS/MS, as seguinteS
condi¢cbes foram usadas: fase moével composta por metanol: 5 mM de acetato de
amonio em agua e 0,5% de acido acético (90:10, v/v); fluxo de 0,2 mL/min; 10 pL de
volume de injecdo e 5 min de andlise. No espectrometro de massas (MS), a voltagem

capilar foi de 3,5 kV, a temperatura da fonte foi de 120 °C, e a temperatura de



24

dessolvatacao foi de 400 °C. A ionizacéo por electrospray (ESI) foi utilizada para a
determinacdo da OTA e AFB1 no modo positivo e ZEA no modo negativo. O MS foi
operado no modo de monitoramento de reac6es multiplas (MRM). Os ions precursores
(P) e produtos (Q) de cada micotoxina foram: ZEA (P: 317; Q: 131 e 175), OTA (P:
404; Q: 239 e 358) e AFB1 (P: 313; Q: 241 e 285).

A validacdo do método usado para a quantificacdo das micotoxinas foi realizada
para as quatro matrizes alimentares (farinha de trigo, bolo, biscoitos e massas) em
dois diferentes niveis de cada micotoxina que incluiu a menor e a maior concentracéo
das curvas de calibragéo (0,16 e 25 pg/kg para AFB1, 0,25 e 40 pg/kg para OTA, 1,50
e 500 pg/kg para ZEA). Os seguintes parametros analiticos foram avaliados:
linearidade, limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ), precisao
(repetitibilidade e precisdo intermediaria) e exatiddo (recuperacdo). Estes
procedimentos foram realizados de acordo com a Conferéncia Internacional de
Harmonizacéo (ICH, 1996).

Os niveis de micotoxinas foram expressos em matéria seca, para facilitar a
comparacao dos resultados das diferentes amostras avaliadas neste estudo. Nesta
proposta, o teor de umidade foi determinado através da secagem das amostras em
estufa durante 2 horas a 131 + 3 °C (ISO, 2009).

4.6 ESTIMATIVA DE EXPOSICAO A ZEA, OTA E AFB1 ATRAVES DO CONSUMO
DE BOLO, BISCOITO E MASSA

A simulacdo da exposicdo tedrica estimada a ZEA, OTA e AFBL1 através do
consumo de massas, bolo e biscoito foi calculada de acordo com a equacéao (1). Para
este calculo foram utilizados, a concentracdo da micotoxina no alimento (ng/g), a
guantidade de alimento consumido (g) por dia e o peso corpéreo (kg), assumindo 60
kg conforme recomendado pelo Codex Alimentarius (2014). A exposicdo as

micotoxinas é dada por ng/kg de peso corpéreo por dia.
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Exposicao = Concentracdo da micotoxina X Consumo do alimento (1)
Peso corporeo

As concentracgdes de ZEA, OTA e AFB1 foram obtidas considerando-se que o0s
produtos (massa, bolo e biscoito) foram produzidos com farinha de trigo contendo o
limite maximo permitido pela legislacéo brasileira para cada micotoxina. Os efeitos do
processamento sobre 0s niveis de micotoxinas foram considerados para cada produto

conforme descrito no item 4.4.

Os dados sobre o consumo dos alimentos foram obtidos a partir da Pesquisa
de Orcamentos Familiares (POF) realizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2011). A POF foi feita com 34.003 pessoas com idade igual ou
superior a 10 anos. Cada pessoa informou os alimentos consumidos durante dois dias
nao consecutivos. No total, os participantes mencionaram 1.121 itens alimentares,
incluindo massas, bolo e biscoitos (IBGE, 2011). Os dados de consumo alimentar
(Tabela 2) foram dispostos em subgrupos de acordo com o sexo (masculino e
feminino), a idade (adolescentes, adultos e idosos) e a regido do Brasil (Norte,

Nordeste, Sul, Sudeste e Centro-Oeste).

Tabela 2 - Consumo médio per capita de massa, bolo e biscoito de acordo com sexo, regido do Brasil
e faixa etaria da populagéo brasileira relatado através da Analise de Consumo Alimentar
Pessoal feita pela Pesquisa de Or¢camentos Familiares (POF) do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE).

Consumo médio de alimento per capita (g/dia)
Produto Média Sexo 2 ‘ Regido do Brasil Idade ¢
coniimo M F N NE SE S CO | Adolescentes Adultos Idosos
Massa 46,7 50,7 42,8 41,4 40,1 453 69,3 385 49,5 48,8 31,1
Bolo 13,9 13,7 14,1 11,2 10,5 146 17,3 18,6 13,8 14,0 13,6
Biscoito 6,8 6,7 6,9 74 88 6,8 3,9 4.4 9,1 6,2 6,6

2 sexo - M: Masculino; F: Feminino
b Regido do Brasil - N: Norte; NE: Nordeste; SE: Sudeste; S: Sul; CO: Centro-Oeste.
€ Faixa etaria: Adolescentes: 10 a 18 anos; Adultos: 19 a 59 anos; Idosos: + 60 anos.
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A ZEA e a OTA sao consideradas substancias carcinogénicas ndo genotoxicas,
logo, existe uma dose limiar abaixo da qual ndo se observam efeitos adversos a saude
(JECFA, 2007). A comparacao da estimativa de exposicdo a ZEA e OTA através do
consumo de bolo, biscoito e massa com o parametro de ingestédo segura estabelecido
pelo JECFA foi utilizada para avaliar os riscos potenciais para a satde humana:
0] ZEA - Ingestdo Diaria Mé&xima Toleravel Provisoria (do inglés:
Provisional Maximum Tolerable Daily Intake, PMTDI) que corresponde a
0,5 ug/kg de peso corporeo;

(i) OTA - Ingestdo Semanal Toleravel Provisoéria (do inglés: Provisional
Tolerable Weekly Intake, PTWI) para OTA, que corresponde a 0,112
Mg/kg de peso corpéreo.

O risco pode existir se 0 consumo estimado ultrapassa os limites toleraveis
estabelecidos pelo JECFA (2007).

Em relacdo a AFB1 ndo existe limite seguro de exposicao, devido ao potencial
genotoxico e carcinogénico dessa toxina (JECFA, 2007). A caracterizacao do risco da
exposicao a esta toxina foi feito através do célculo da margem de exposic¢éo (do inglés:
Margin of Exposure, MOE), que € calculada através da razdo entre a dose que
produziu um efeito especifico (dose de referéncia, do inglés: benchmark dose, BMD)
e da ingestdo estimada de AFB1 através do consumo de alimentos. A BMD € uma
referéncia a partir dos dados obtidos em experimentos com animais e modelagem
matematica. Neste trabalho foi utilizada o limite inferior da dose em que se observou
um aumento de 10% na incidéncia de um efeito toxico em um grupo de animais
(BMDL10 =170 ng/kg de peso corporal por dia). O risco para humanos ocorre quando
MOE é menor que 10.000 (EFSA, 2007).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Foram realizadas as analises de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (P < 0,05)
utilizando o programa Statistica 7.1 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK) para verificar se ha

diferenca entre os niveis de exposicdo as micotoxinas pelos diferentes grupos
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avaliados de acordo com o com o sexo (masculino e feminino), a idade (adolescentes,

adultos e idosos) e a regiao do Brasil (Norte, Nordeste, Sul, Sudeste e Centro-Oeste).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 VALIDACAO DO METODO CROMATOFRAFICO PARA QUANTIFICACAO DE
MICOTOXINAS EM BOLO, BISCOITO E MASSA

A média de recuperacao do método cromatografico foi de 97,3% (ZEA), 98,1%
(OTA) e 98,3% (AFB1) (Tabela 3). Estes valores de recuperacao correspondem a
média para cada micotoxina estudada nas quatro matrizes e duas concentracfes de
micotoxinas avaliadas no procedimento de validacdo. A repetibilidade e precisao
intermediéaria variaram de 2,5 a 9,0% e 3,4 a 9,8%, respectivamente, para todas as
micotoxinas. LOD foi 0,76, 0,12 e 0,04 ug/kg para ZEA, OTA e AFB1, respectivamente,
e LOQ foi de 1,50, 0,25 e 0,16 ug/kg para ZEA, OTA e AFB1, respectivamente. Estes
resultados qualificam o método de quantificacdo utilizado para determinar estas

micotoxinas.
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Tabela 3 - Valores médios (n = 6) para a recuperacdo (%), repetibilidade e precisao intermédia do
método utilizado para a determinacdo simultdnea de zearalenona (ZEA), ocratoxina A
(OTA) e aflatoxina B1 (AFB1) em farinha, biscoito, bolo e massa.

. - o Precisao

Micotoxina Concenlzragao Alimento Recurgeragao Repetlb:)hdaade Intermediéria
Farinha 98,3 3,7 4,0
150 Biscoito 97,3 6,8 7,3
' Bolo 97,0 9,0 9,8
Massa 96,5 8,8 9,7
ZEA Farinha 97.9 4.0 45
500 Biscoito 96,0 8,9 9,4
Bolo 97,5 7,5 8,9
Massa 98,0 55 6,3
Farinha 99,0 3,9 4,2
0.25 Biscoito 97,8 8,0 8,5
' Bolo 98,0 4,9 7,8
Massa 96,4 7,0 8,8
OTA Farinha 98,7 2,9 4.4
40 Biscoito 97,4 6,7 7,6
Bolo 97,8 45 8,8
Massa 98,9 5,7 7,8
Farinha 99,6 2,5 4,8
016 Biscoito 97,3 6,7 7,1
' Bolo 98,1 5,9 6,9
Massa 97,4 7,7 8,2
AFB1 Farinha 98.6 3.2 3.4
o5 Biscoito 97,9 7,1 7,6
Bolo 98,6 8,4 8,9
Massa 99,6 4,5 7,7

& Coeficiente de variacdo do ensaio realizado no mesmo dia; ? Coeficiente de variacdo do ensaio realizado em
dois dias diferentes.

5.2 EFEITO DO PROCESSAMENTO DE BOLO, BISCOITO E MASSAS SOBRE OS
NIVEIS DE MICOTOXINAS

Os niveis de ZEA, OTA e AFB1 ap6s o processamento térmico sdo mostrados
na Figura 1. Os niveis de micotoxinas foram expressos em matéria seca, considerando
as umidades médias de 39,7, 23,3 e 41% para o bolo, biscoito e massa,

respectivamente.
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Figura 4 - Reducao da concentracao de zearalenona (ZEA; A), ocratoxina A (OTA, B) e aflatoxina B1
(AFB1; C) apds a elaboracéo de bolo, biscoito e massa com farinha de trigo contendo o
limite maximo permitido pela legislacéo brasileira para estas micotoxinas (ZEA: 200 mg/kg,
OTA: 10 mg/kg e AFB1: 5 mg/kg). O desvio padrao das medidas de concentracdo de
micotoxinas é representado pelas barras de erro. A porcentagem de reducao de micotoxinas
observada para cada um dos produtos em relacéo a concentracao de micotoxinas de farinha
de trigo esta indicada acima das barras. Valores de porcentagem de reducédo seguida pela
mesma letra ndo séo significativamente diferentes (P <0,05) pelo teste de Tukey.
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A maior porcentagem de reducdo dos niveis de micotoxinas foi observada na
producdo do bolo (95, 90 e 50% para ZEA, OTA e AFB1, respectivamente). No
biscoito, a redugéo nos niveis de micotoxinas foi de 90%, 85% e 40% pra ZEA, OTA
e AFB1, respectivamente. Scudamore et al. (2009) avaliaram o efeito do
processamento sobre os niveis de ZEA em biscoitos preparados com farinha
adicionada de gordura e acucar, sendo que as propor¢des de cada ingrediente ndo
foram mencionadas. Os autores demonstraram que a reducéo de ZEA foi de 27,5%.

As diferencas nas taxas de reducdo encontradas neste estudo comparando com o
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resultado obtido por Scudamore et al. (2009) pode ser devido a discrepancia de
dimensédo do produto (o tamanho dos biscoitos elaborados por Scudamore né&o foi
mencionado), que influencia no tempo do tratamento térmico necessario para o
assamento. Além disso, as diferencas de temperatura e tempo de cozimento utilizados
neste trabalho (220 °C durante 20 minutos) e no do estudo citado (SCUDAMORE et
al., 2009) (280 °C durante 3 minutos) também podem influenciar na estabilidade das

micotoxinas.

No bolo, embora a quantidade de farinha (67%) utilizada na formulacéo seja
maior do que no biscoito (59%), uma maior reducdo dos niveis de micotoxinas foi
observada (Figura 1). A maior quantidade de 6leo e menor quantidade de agua usada
na formulacdo do bolo, e a caracteristica lipossolavel das micotoxinas (MAGAN &
OLSEN, 2004) pode explicar esse fato. A hipotese € de que as toxinas sdo facilmente
solubilizadas na fraccéo de gordura do bolo, o que pode facilitar a degradacédo das

micotoxinas pela acéo de calor usado durante o cozimento.

Na elaboracdo da massa foi observada menor reducdo dos niveis de
micotoxinas do que nos produtos de padaria. Reducdes de 75, 65 e 10% foram
verificadas ap0s a preparacdo de massa para ZEA, OTA e AFB1, respectivamente.
Na agua em que a massa foi fervida foram encontrados 10,3, 8,1 e 5,0% de ZEA, OTA
e AFB1, respectivamente. A mesma porcentagem de reducao de OTA foi relatada por
Sakuma et al. (2013) que encontraram niveis 65,4% menores dessa toxina na massa

apos o cozimento.

A menor reducdo dos niveis de micotoxinas ha massa em compara¢cao com o
bolo e biscoito pode ser atribuida a forma de calor usada durante a preparacao dos
alimentos, que incluiu o cozimento em agua fervente para massas e 0 assamento no
forno para o bolo e biscoito. Além disso, a temperatura mais baixa utilizada no
cozimento da massa, em compara¢ado com 0s outros produtos, pode ter contribuido
para as diferencas observadas nos niveis de toxinas depois do tratamento térmico. A
temperatura de cozimento das massas variou entre 85 a 98 °C (98 °C era a
temperatura da agua no momento da adicdo da massa e no final do cozimento da
massa; 85 °C foi a temperatura da agua ap6s a massa ter entrado em contato com

agua de cozimento). O bolo e o biscoito foram assados a 220 °C.
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A extensdo da reducdo dos niveis de micotoxinas em produtos de padaria e
massa depende da proporcdo de farinha em relacdo aos demais ingredientes (6leo,
acucar e agua) utilizados na formulacdo e das condi¢cdes de processamento térmico
(temperatura e tempo), os quais estéo relacionados com a estabilidade da micotoxina.
A ZEA provou ser a micotoxina mais termossensivel e a AFB1 foi a mais resistente ao
calor empregado na elaboragdo dos produtos de panificagcdo e massas. A maior
reducdo nos niveis de ZEA e OTA quando comparada com a AFB1 (Figura 1) pode
ser relacionada com a sensibilidade individual de cada micotoxina ao aquecimento
(BULLERMAN & BIANCHINI, 2007).

5.3 ESTIMATIVA DE EXPOSICAO AS MICOTOXINAS ATRAVES DO CONSUMO
DE BOLO, BISCOITO E MASSA

Os dados de consumo de bolo, biscoito e massas obtidos pela POF (IBGE,
2011) sado mostrados na Tabela 2. O produto consumido em maior quantidade pela
populacdo brasileira € a massa (46,7 g/dia). O consumo deste produto € maior pelos
homens (50,7 g/dia), adolescentes (49,5 g/dia) e para aquelas pessoas que vivem na

regiao sul do Brasil (69,3 g/dia).

A simulacdo de exposicdo diaria as micotoxinas nos diferentes grupos de
acordo com sexo, idade e regido do Brasil foi realizada para verificar quais grupos

estdo mais expostos ao risco a saude e os resultados estdo resumidos na Tabela 4.
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Tabela 4 - Exposicédo diaria estimada para zearalenona (ZEA), ocratoxina A (OTA) e aflatoxina B1
(AFB1) através do consumo de massa, bolo e biscoito considerando o consumo médio per
capita e os niveis de micotoxinas encontradas apds o processamento destes alimentos
elaborados com farinha contendo os niveis maximos de micotoxinas estabelecidos pela
legislacéo brasileira.

Exposicédo (ng/kg de peso corporal por dia)
© Sexo P Regido do Brasil © Idade
c
s | 2 | % g
3 2 g S 8 g
L IS o o = 2
s = = M F N NE SE S CO @ S 4
< 9o ° o
[S) < =
©
<
Massa 38,8a 42,3a 357a 345a 334a 37,8a 578b 32,1la 41,3a 40,7a 259a
ZEA  Bolo 2,3c 23c 24c 1,9¢c 1,8¢c 24c 29d 3,1d 2,3c 2,3c 2,3c

Biscoito 2,3e 22e 23e 25e 29 23e 1,3f 15f 3,0e 21le 22e
Massa 2,79 3,09 2,59 2,49 2,39 2,69 4,0h 2,29 2,99 2,89 1,8i
OTA  Bolo 0,2j 0,2j 0,2 0,2j 0,2 0,2j 0,3j 0,3j 0,2j 0,2j 0,2j
Biscoito 0,2L 02L 02L 02L O0O2L 0O2L O0O1L O/AL 02L 0,2L 0,2L
Massa 35m 38m 32m 3,1m 3,0m 3,4m 52n 29m 3,7m 3,7m 2,3m
AFB1 Bolo 0,30 0,30 0,40 0,30 0,30 0,40 0,40 0,50 0,30 0,40 0,30
Biscoito 0,3p 0,3p 0,3p 04p 0,4p 0,3p 0,2p 0,2p 0,5p 0,3p 0,3p

8 Média de consumo masculino e feminino; b Sexo - M: Masculino; F: Feminino; ¢ Regido do Brasil - N: Norte; NE:

Nordeste; SE: Sudeste; S: Sul; CO: Centro-Oeste; d Faixa etaria: Adolescentes: 10 a 18 anos; Adultos: 19 a 59
anos; Idosos: + 60 anos. As letras foram usadas para mensurar os resultados do teste de Tukey. Nas linhas, a
mesma letra indica que os valores ndo séo significativamente diferentes em P < 0,05 de acordo com o teste de
Tukey.

A massa foi a mais importante fonte de micotoxinas na dieta em todos 0s grupos
avaliados (Tabela 4). A maior exposicdo as micotoxinas através do consumo de
massas ocorreu devido a menor reducdo nos niveis de micotoxinas durante a
preparacdo da massa (75, 65 e 10% para ZEA, OTA e AFB1, respectivamente) em
comparacao com o0s outros produtos e também por ser o produto consumido em maior
guantidade pelos brasileiros. Outra informacao interessante é que na regido Sul do
Brasil, a exposicdo a micotoxinas através do consumo de massas foi
significativamente diferente dos outros grupos avaliados (sexo: feminino e masculino;
regiao do Brasil: Norte, Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste; faixa etaria: adolescentes,
adultos e idosos). Na regido Sul, a ingestédo diaria tedrica estimada da ZEA, OTA e
AFBL1 foi 57,8; 4,0 e 5,2 ng/kg de peso corporal por dia, enquanto os valores médios
de consumo pela populacéo brasileira foram menores: 38,8; 2,7 e 3,5 ng/kg de peso
corporal, respectivamente (Tabela 4). O elevado niumero de descendentes italianos
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na regido Sul do Brasil, que frequentemente consomem massas, poderia explicar o
consumo consideravel deste produto nessa regido. Poucos estudos publicados na
literatura estdo focados na avaliacdo da exposicdo a estas toxinas através do
consumo de produtos derivados do trigo, incluindo massas. Sakuma et al. (2013)
avaliaram a exposicdo a OTA atravées do consumo de massas naturalmente
contaminadas com esta toxina (niveis médios de OTA de 2,2 ng/g) e a exposicao
meédia (0,11 ng/kg de peso corporal por dia) foi menor do que no presente estudo em

que a exposicao da populacéo brasileira foi de 2,7 ng/kg de peso corporal por dia.

A exposicdo média as micotoxinas através do consumo de bolo e biscoito foi
menor do que a observada para massas. Em relacédo a exposicdo a ZEA através do
consumo de bolo, as regides Centro-Oeste e Sul apresentaram os maiores niveis de
exposicao (3,1 e 2,9 ng/kg de peso corporal por dia, respectivamente). Em relacéo ao
consumo de biscoitos, a exposi¢ao foi maior para os adolescentes (3,0 ng/kg de peso
corporal por dia) e para a populacédo do Nordeste (2,9 ng/kg de peso corporal por dia).
Para OTA e AFB1 em bolo e biscoito, ndo houve diferenca significativa relacionada a
média de exposi¢cao a essas micotoxinas através do consumo desses produtos para

todos os grupos avaliados.

5.4 CARACTERIZACAO DO RISCO

A exposicdo as micotoxinas através da soma do consumo de biscoito, bolo e
massas representou 8,8% da PMTDI da ZEA e 19,5% da PTWI da OTA. Nestes casos,
0 consumo desses alimentos ndo caracteriza risco para a saude do consumidor. No
entanto, outros alimentos podem ser uma fonte de exposicao a ZEA, tais como milho
e seus derivados ou podem contribuir para a ingestao de OTA, incluindo café, produtos
de outros cereais e vinho (WASEEM et al., 2014).

A exposicdo a ZEA e OTA através do consumo de massas representou a maior
porcentagem da ingestdo toleravel destas micotoxinas estabelecida pelo JECFA
(7,8% da PMTDI para ZEA e 17% da PTWI para OTA). O biscoito e o bolo tiveram
porcentagem semelhante de contribuicdo para a PMTDI da ZEA (0,5% tanto para
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biscoito e bolo) e PTWI da OTA (de 1,1% e 1,4% para biscoito e bolo,
respectivamente). Esta abordagem confirma que o consumo de biscoito e bolo, nas
condicbes testadas, podem ser menos preocupantes em relacdo as micotoxinas

avaliadas do que a massa.

A exposicao total estimada tedrica para AFB1 através do consumo de massas,
bolo e biscoito foi de 4,1 ng/kg de peso corporal por dia. O valor MOE estimado foi de
41,5, logo, o valor da MOE representa risco pois € menor do que 10.000 (parametro
recomendado pelo JECFA (JECFA 2007).

Outros estudos tém demostrado que o amendoim € a maior fonte de exposi¢cao
a AFB1 (SHEPHARD, 2008; DING, 2012 e ANDRADE, 2013). Na China, a exposicao
da populagdo a AFB1 através do consumo de amendoim resultou em um valor de
MOE de 1273 (DING et al., 2012). Um estudo semelhante realizado na Africa e
relacionado com o consumo de amendoim apresentou um valor de MOE de 121,4
(SHEPHARD, 2008). No Brasil, a avaliacéo de risco da populagéo relacionada com a
exposicdo a soma de aflatoxinas (AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2), em que 0 consumo
de amendoim, produtos de amendoins, castanhas, produtos de milho e arroz foram
considerados, a MOE foi de 25 (ANDRADE et al., 2013).
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6 CONCLUSAO

Neste estudo foi possivel observar um consideravel efeito sobre os niveis de
ZEA, OTA e AFB1 durante o processamento de bolo, biscoito e massa utilizando
farinha de trigo contendo os limites maximos de cada micotoxina estabelecidos pela
legislacdo brasileira. A maior porcentagem de reducdo de micotoxinas na producao
de bolo (95, 90 e 50% para ZEA, OTA e AFB1, respectivamente), comparada ao
biscoito, que obteve reducéo nos niveis de micotoxinas de 90%, 85% e 40% pra ZEA,
OTA e AFB1, respectivamente, e a massa, com redugdes de 75, 65 e 10% para ZEA,
OTA e AFB1, respectivamente.

Embora a porcentagem de farinha do bolo seja de 67%, a do biscoito 59% e a
da massa 85,5%, o bolo foi o produto em que ocorreu maior reducdo nos niveis das
toxinas. A maior quantidade de 6éleo e menor quantidade de agua usada na formulagéo
do bolo aliada a caracteristica lipossoluvel das micotoxinas pode ser sugerida como
um fator que contribuiu para a reducdo mais pronunciada dos niveis de micotoxinas

no produto que apresentou maior proporcao de gordura.

A massa foi o produto em que obteve menor redugdo nos niveis de micotoxina.
Esse fato pode ter ocorrido, pois o cozimento desse alimento se faz em uma grande
guantidade de 4gua, e as micotoxinas sao pouco solluveis em agua. Além disso, outro
fator importante a ser considerado € a temperatura e o tempo de processamento do
alimento, sendo que o bolo e o biscoito foram assados a temperatura de 220 °C
durante 20 minutos, e a massa foi cozida a temperatura em menor tempo e

temperatura (85 e 98 °C por 15 minutos).

A ZEA provou ser a micotoxina mais termossensivel e a AFB1 foi a mais
resistente ao calor empregado na elaboracdo dos produtos. Além disso, a exposi¢ao
a AFB1 é preocupante, pois pode representar risco para o consumidor, uma vez que,
essa toxina é comprovadamente carcinogénica para humanos e possui estabilidade
ao tratamento térmico aplicado nos alimentos. Ainda que, a exposi¢ao a ZEA e OTA
nao represente risco para a saude do consumidor, deve-se considerar que a
populacdo consome diariamente outros alimentos que também podem conter estas

micotoxinas, como milho, cevada, centeio, aveia, pao e frutas secas, entre outros.
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