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RESUMO: Em amostras de milho em grão, safra 1984, coletadas em diversas
localidades do Estado de Minas Gerais, foi verificada a incidência de aflatoxinas,
ocratoxina A e zearalenona. Foi utilizada a técnica de cromatografia em camada
delgada. Das 83 amostras analisadas, 15 apresentaram aflatoxinas e apenas uma
apresentou zearalenona. Não foi detectada ocratoxina A em nenhuma das amostras.

DESCRITORES: milho em grão, contaminação por micotoxinas; aflatoxina,
ocratoxina A, zearalenona, detecção em milho em grão.

INTRODUÇÃO

Micotoxinas são metabólitos produzidos por
fungos que infestam as culturas, no campo e
durante o armazenamento, e também os pro-
dutos alimentícios destinados ao consumo
humano 20.

As aflatoxinas pertencem a um grupo de
metabólitos secundários derivados do bis-fura-
no-isocumarina, produzidos por Aspergillus
flavus e Aspergillus parasiticus, com ativi-
dade carcinogênica, teratogênica e mutagê-
nica 10. No campo, fatores como danos por
insetos e condições climáticas influenciam a
produção de aflatoxina. Para formação desta
toxina, durante o armazenamento dos pro-
dutos, a temperatura deve estar acima de
250C e o teor de umidade, superior a 16% 22.

Zearalenona é um composto estrogênico que
causa problemas reprodutivos em animais,
principalmente em suínos 20, e é produzida
por espécies de Fusarium 25. O hiperestroge-
nismo, principal sinal de infecção por Fuso-

rium, tem sido relatado nos Estados Unidos,
Canadá, Inglaterra, URSS, Itália, Japão,
África do Sul, China, Austrália, Hungria. A
zearalenona é encontrada em milho, trigo,
cevada, sorgo 9. O milho é geralmente inva-
dido por Fusarium, durante o armazena-
mento 11, possibilitando a produção de zeara-
lenona, se a umidade do grão for superior a
14% e a temperatura entre 12 e 18 0C 18.

Ocratoxina A é uma micotoxina produzida
por várias espécies de Aspergillus e de Peni-
cillium 8, tendo pronunciada atividade nefro-
tóxica em todas as espécies de animais estu-
dadas 6. Os cereais são as principais fontes
de ocratoxina A na dieta humana, sendo o
trigo, o milho e a cevada os mais suscep-
tíveis 7.

No Brasil, a ocorrência de aflatoxinas é
alta 3. 4. 12. 14. 15. 16. 21, mas se desconhece a
incidência de zearalenona e ocratoxina A. O
objetivo desse trabalho, na sua Parte 1,
dentro da orientação do Programa Nacional
de Monitoração e Controle de Micotoxinas, é
o de fornecer dados sobre a presença de afla-
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toxinas, ocratoxina A e zearalenona em
milho.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram analisadas oitenta e três amostras
de milho em grão coletadas pela Empresa
Estadual de Assistência Técnica e Extensão
Rural, MG (EMATER), no período de de-
zembro de 1984 a janeiro de 1985, em fazen-
das e sítios do interior de Minas Gerais, em
quantidade nunca inferior a 2 kg. Após pulve-
rização das amostras em moinho apropriado,
seguiu-se tamização e quarteamento, onde
estas foram reduzidas a cerca de 200 g.

A metodologia empregada para análise da
zearalenona foi a da "Association of Official
Analytical Chemists'tê+, e para a afIa toxina
foi utilizado o método C.B. da "A.O.A.C." 24.

Agitaram-se 50 g da amostra por 30 mi-
nutos com 250 ml de clorofórmio, 25 ml de
água e 25 g de "Hyflo-Supercel". Em segui-
da, procedeu-se à filtração, recolhendo-se
duas porções de 50 ml do filtrado. Para aná-
lise de zearalenona passou-se uma parte do
filtrado em uma coluna de sílica gel 60, sendo
a coluna eluída com hexano e benzeno para,
eliminar lipídios e pigmentos, e com benzeno-
-acetona (95: 5), para extrair a toxina. Para
análise de aflatoxina, outra parte do filtrado
foi também fracionada por cromatografia em
coluna de sílica gel 60, usando-se hexano e
éter etílico como eluentes, sendo as afla to-
xinas eluídas com elorofórmio-metanol (97 :3).
As frações puras foram então concentradas
em banho-maria, sob atmosfera de nitrogênio.
O resíduo de aflatoxina foi guardado no
refrigerador até o momento da sua quantifi-
cação, O resíduo contendo zearalenona foi
purificado por partição com hexano e aceto-
nitrila. A camada de acetonitrila foi evapo-
rada e o resíduo guardado em refrigerador.

Para a determinação de aflatoxina, o resí-
duo foi dissolvido em 300 ,ul de benzeno-aceto-
nitrila (98:2). Em placa de sílica gel G
foram aplicados 5, 10 e 10 ,ul do extrato da
amostra, e 1, 3, 5 e 10 ,ul dos padrões de
B 1 e G 1 de concentrações conhecidas. Na
segunda mancha de 10 ,ul da amostra, foram
aplicados 5 ,ul de padrões de B 1 e G 1. O
cromatograma foi desenvolvido em tolueno-
acetato de etila-clorofórmio-ácido fórmico a
90% (70 :50 :50 :20), conforme recomendado
por GIMENO 5, sendo a visualizaçâo das
fluorescências das aflatoxinas feita sob luz
ultravioleta (366 nm) e, após comparação das
intensidades das manchas fluorescentes, foi
calculado o teor de aflatoxina presente na
amostra analisada.

Desde que a detecção de aflatoxina por cro-
matografia em camada delgada não é prova
conclusiva da identidade de aflatoxina, confir-
mação adicional foi efetuada usando o mé-
todo de PRZYBYLSKY 13, que consiste na
formação dos derivados hemiacetais B 2> e

66

G 20 em placa de sílica gel G na presença de
água e ácido trifluoracético, usando como
fase móvel clorofórmio-acetona (85 :15). Esses
derivados apresentam fluorescência em R f a
cerca de 0,15-0,30 sob luz ultravioleta (366
nm). Em todas as amostras foi confirmada
a positividade para aflatoxina.

Para quantificação de zearalenona, o resí-
duo foi dissolvido em 300 ,ul de benzeno. Em
duas placas A e B de sílíca gel 60 foram
aplicados 5, 10 e 10 ,ul do extrato da amostra
e 1, 3, 5 e 10 ,ul do padrão de zearalenona
de concentração conhecida. Na segunda
mancha de 10 ,ul da amostra foram aplicados
5 ,ul do padrão de zearalenona. O cromato-
grama A foi desenvolvido em etanol-cloro-
fórmio (5 :95). Quando presente, a zearale-
nona apresenta uma fluorescência azul em
R f 0,5-0,6 sob luz ultravioleta (254 nm).
Fez-se então a comparação entre a intensi-
dade de fluorescência das alíquotas das
amostras com a dos padrões e calculou-se a
quantidade de zearalenona presente.

Em seguida, pulverizou-se a placa com
tricloreto de alumínio e aqueceu-se a 130 °C,
por 5 minutos. O aparecimento de fluores-
cência azul a 366 nm comprova presença de
zearalenona causada pelo deslocamento bato-
crômico. Paralelamente, utilizou-se o método
descrito por SCOTT et alii 19 para a placa
B, cujo cromatograma foi desenvolvido em
clorofórmio-acetona (88: 12). Pulverizou-se a
seguir com solução de "Fast Violet B" e
tampão pH 9,0. Secou-se com ar quente e
observou-se mancha rosa sob luz visível. Pul-
verizou-se a placa com H 2S0., a 50% e
aqueceu-se a 120 DC, por 5 minutos. O apa-
recimento de mancha violeta comprova a
presença de zearalenona. A quantificação
pode ser feita também por comparação das
colorações dos derivados formados das alíquo-
tas das amostras e padrões.

Para análise de ocratoxina A foi utilizado
o método descrito por SOARES & RODRI-
GUEZ-AMAYA 23, que envolve extração com
metanol-solução aquosa de cloreto de potássio,
a 4%, purificação com sulfato de amônio
a 30% e partição com clorofórmio. O extrato
assim obtido foi usado para triagem em
coluna de alumina-aílica gel e posterior con-
firmação e quantificação por cromatografia
em camada delgada.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados obtidos na análise das 83
amostras de milho em grão são apresentados
na tabela 1.

Verificando a tabela 2, observa-se que das
quinze amostras positivas para aflatoxina
somente duas apresentaram teor acima de
30 ,ug/kg, que é a tolerância máxima permi-
tida pela legislação brasileira 1, calculada
pela soma dos teores das aflatoxinasB 1

e G,.
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Observando a tabela 3, em que é mostrada
a relação de positividade de aflatoxina com
predominância de aflatoxina B 1 e/ou G "
nota-se uma correspondência nos resultados

encontrados em Minas Gerais com os da
monitoração de milho em grão realizada em
São Paulo, em 1981, ou seja, uma predomi-
nância de aflatoxina G 1.

TABELA 1

Incidência de aflaioeinae, ocratoxina, A e zearalenorui em milho em grão

Amostras
Amostras positivas para

analisadas aflatoxinas ocratoxina zearalenona

83 15 O 1

TABELA 2

Nioeie de aflatoxinas B1 e G1 em milho em grão

Amostras Procedência Aflatoxina B, Aflatoxina G,
positivas p.,g/kg (ppb) p.,g/kg (ppb)

1 Santa Rita de Caldas 6 ND
1 São João DeI Rey 2 19
1 Lagoa Dourada 6 ND
1 Elói Mendes 24 6

1 Muzambinho ND * 3
1 Cristais ND 3
1 Inconfidentes 355 ND
1 Estiva 710 75
3 Adrelândia ND 3
1 Alterosa 12 3
1 Monte Santo de Minas ND 3
1 Monsenhor Paulo ND 6

1 Boa Esperança 12 ND

15 * ND = não detectado.

TABELA 3

Relação positividade - presença de afla. toxina B 1 e/ ou G1 em amostras de milho em grão
de Minas Gerais, 1984, e de São Paulo, 1981

Localidade Amostras Amostras Amostras Amostras Amostras
analisadas positivas com B, com G, com B, e G,

Minas Gerais
(1984) 83 15 4 7 4

São Paulo
(1981) 198 18 3 13 2
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Trabalho realizado por FONSECA 4, com
torta e farelo de amendoim da safra de
1966/67 de São Paulo, relata predominância
da afIa toxina G na região de Araraquara-
-Fernandópolis. Explicação para esse fato
pode estar ligada à presença de metais no
solo, como o zinco, que leva o A. flavus a
produzir mais afla toxina G do que B, ou à
ocorrência de linhagens específicas de A.
flavus, produtoras de aflatoxina G em maior
escala '2, 4. Observando a tabela 2, nota-se que
três amostras provenientes da cidade de
Andrelândia apresentaram positividade para
aflatoxina G r-

Quanto à incidência de zearalenona, nesta
primeira fase do trabalho, verificou-se que
foi baixa, tendo sido detectada, em ape-
nas uma amostra, no teor de 126 fLg/kg.
Quanto à sensibilidade de revelação, nos pro-
cedimentos adotados, um melhor resultado

foi obtido através do método descrito por
SCOTT et aIii 19 do que pelo método de
STOLOFF & SCOTT 24. Isso pode ser verifi-
cado nas tabelas 4 a 7 onde, após contami-
nação do milho com quantidades que variaram
de 40 a 560 J.tg/kg de zearalenona, o limite
de detecção encontrado para "Fast Violet B",
que foi o revelador usado por SCOTT et
alii 19, está próximo de 10 ng, enquanto o
limite para cloreto de alumínio, recomendado
por STOLOFF & SCOTT 24 é cerca de 20 ng.
No milho contaminado com 110 e 60 J.tg/kg
de zearalenona, nas concentrações na placa
de 4 a 37 ng, esta não foi detectada pelo mé-
todo de STOLOFF 24 e pelo de SCOTT et
alii 19. Cumpre salientar que a amostra que
deu positividade para zearalenona não apre-
sentou fluorescência a 254 nm e a 366 nm,
após reação com cloreto de alumínio, o que
demonstra a melhor sensibilidade do primeiro
método.

TABELA 4

Milho contaminado com 560 p.g/kg de zearalenona

Detecção pelos métodos de
Concentração de

zearalenona Stoloff & Scott 24 Scott et alii 19
na placa

ng Luz visível após
254 nm 366 nm após AICI. "Fast Violet B"

5,0 - - -
11,0 - - +
22,0 - + +
56,0 + + +
112,0 + + +

(+) positivo para zea ralenona.
(-) negativo para zearalenona.

TABELA 5

Milho contaminado com 450 J.tg/kg de zearalenona

Detecção pelos métodos de
Concentração de

zearalenona Stoloff & Scott 24 Scott et alii 19
na placa

ng
254 nm 366 nm após AICI.

Luz visível após
"Fast Violet B"

7,0 - - -
15,0 - - +
30,0 - + +
75,0 + + +

150,0 + + +
(+) positivo para zearalenona.
(-) negativo para zearalenona.
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TABELA 6

Milho contaminado com 11;0 fLU/kU de zearalenona

Detecção pelos métodos de
Concentração de

zearalenona Stoloff & Scott 24 Scott et alii 19
na placa

ng Luz visível após
254 nm 366 nm após AICI. "Fast Violet B"

10,0 - - -
15,0 - - -
19,0 - - +
24,0 - + +
47,0 + + +

(+) positivo para zearalenona.
(-) negativo para zearalenona.

TABELA 7

Recuperação de zearalenono. adicionada ao milho em diferentes níveis

Níveis de zearalenona Resultado encontrado Percentagem de
fLg/kg fLg/kg recuperação

560 535 96,0
450 534 118,0
340 320 94,0
225 214 95,0
170 171 100,6
140 143 102,0

Foi realizada, também, para os diferentes
níveis de contaminação citados a quantifi-
cação de zearalenona, utilizando Fast Violet
B como revelador, o que demonstrou que o
procedimento adotado neste trabalho foi cor-
reto (tabela 7).
Outra vantagem que pode ser citada é a da

maior especificidade da revelação descrita por
SCOTT et alii 19. Alternariol e metil éter
alternariol, dois metabólitos fenólicos da
Alternaria, já detectados em sorgo 17, apre-
sentaram as mesmas características, a 254 e
a 366 nm, após pulverização com cIoreto de
alumínio, que a zearalenona, podendo então
ser confundidos com esta; entretanto, não
reagem com Fast Violet B. Uma das amos-
tras, após tratamento segundo STOLOFF &
SCOTT 24, apresentou cromatograma típico
da presença de zearalenona, Contudo, a posi-
tividade não se confirmou após reação com
Fast Violet B.

Quanto à incidência de ocratoxina A, obser-
va-se pela tabela 1 que esta não foi detectada
em nenhuma das amostras analisadas. O
limite de detecção do método utilizado é de
10 fLg/kg, não sendo citado na literatura
nenhum outro procedimento cromatográfico
com sensibilidade menor.

CONCLUSÃO

Os dados obtidos nesta primeira parte do
trabalho indicam que a incidência de aflato-
xinas, zearalenona e ocratoxina A em milho
de Minas Gerais não reflete uma preocupação
mais séria como a que ocorre com aflatoxina
em amendoim. Entretanto, teremos uma visão
real quando avaliarmos a safra de milho de
1985/86, e que constituirá a parte 2 do nosso
trabalho.
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ABSTRACT: The occurrence of aflatoxins, ochratoxin A and zearalenone was
shown by thin-Iayer chromatography, in samples of corn grain from the 1984
crop in various placas of Minas Gerais state. Of eighty three samples analyzed,
fifteen had aflatoxin and only one zearalenone. Ochratoxin A was not detected
in any sample,

DESCRIPTORS: corn (grain), contamination by micotoxins; aflatoxin, oehra-
toxin A, zearalenone, detection in corn grain.
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