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RESUMO GERAL
As micotoxinas sdao metabolitos secundarios toxicos produzidos por fungos
micotoxigénicos. A ingestdo destas substancias pode ter consequéncias prejudiciais para
a saude humana e animal. O consumo de alimentos contaminados por estas toxinas
representam um grave problema em todo o mundo, tornando-se essencial o controle
destes metabolitos para garantir a seguranca alimentar global. O presente estudo teve
como objetivo determinar um método de extragao que permita a detec¢ao simultanea de
multiplas toxinas legisladas (aflatoxinas - AFLA, deoxinivalenol - DON, fumonisinas -
FUMO, ocratoxina A - OTA e zearalenona - ZEA) em ingredientes destinados a produgao
de ragdes animal. Para tal, foi utilizado um procedimento de preparagao de amostras
simples e Unico para diferentes matrizes, recorrendo a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC/MS) como método analitico. A avaliacao da eficiéncia do
método foi realizada através da utilizagdo de parametros especificos, tais como: a curva
analitica, o limite de dete¢do e recuperagao. O método demonstrou ser eficiente, ao
reduzir os efeitos de matriz, e os componentes-alvo apresentaram boa linearidade nas
respectivas faixas lineares (R>> 0,99). Os limites de detec¢io do método apresentaram
uma variacdo entre 0,0653 e 1045,4634 ng/kg, demonstrando uma sensibilidade adequada
para a deteccdo. Verificou-se que as recuperagdes de todos os analitos foram superiores
a 70%, valor que se encontra dentro do esperado pelas normas regulamentares. Das sete
micotoxinas submetidas a andlise, apenas DON e FUMO estiveram presentes em quatro
dos cinco ingredientes. A OTA nao foi detectada em nenhum dos ingredientes. O método
demonstrou eficacia na detec¢do de sete micotoxinas em diversos ingredientes, mediante
a um processo unico e simplificado de preparagdo de amostras reais, com resultados
satisfatorios de sensibilidade e robustez via LC/MS. Este método disponibiliza uma
ferramenta poderosa e eficaz no monitoramento de ingredientes utilizados no
balanceamento de dietas para animais, permitindo avaliar com precisao a qualidade da
ragdo e auxiliar na tomada de decisdes mais assertivas no controle desses contaminantes,

visando garantir a sustentabilidade dos sistemas de produgado e a seguranga alimentar.

Palavras-chave: micotoxina; quechers; lc/ms.



ABSTRACT

Mycotoxins are toxic secondary metabolites produced by mycotoxigenic fungi. Ingestion
of these substances can have harmful consequences for human and animal health. The
consumption of food contaminated with these toxins is a serious problem worldwide,
making it essential to control these metabolites to ensure global food safety. The aim of
this study was to determine an extraction method that allows the simultaneous detection
of multiple regulated toxins (aflatoxins - AFLA, deoxynivalenol - DON, fumonisins -
FUMO, ochratoxin A - OTA and zearalenone - ZEA) in ingredients intended for animal
feed production. To this end, a simple and unique sample preparation procedure was used
for different matrices, using liquid chromatography coupled with mass spectrometry
(LC/MS) as the analytical method. The efficiency of the method was evaluated using
specific parameters, such as the analytical curve, detection limit and recovery. The
method proved to be efficient in reducing matrix effects, and the target components
showed good linearity in their respective linear ranges (R*> 0.99). The detection limits of
the method varied between 0.0653 and 1045.4634 png/kg, demonstrating adequate
sensitivity for detection. The recoveries of all analytes were found to be above 70%,
which is within the range expected by regulatory standards. Of the seven mycotoxins
analysed, only DON and FUMO were present in four of the five ingredients. OTA was
not detected in any of the ingredients. The method proved effective in detecting seven
mycotoxins in various ingredients through a single, simplified process of preparing real
samples, with satisfactory results in terms of sensitivity and robustness via LC/MS. This
method provides a powerful and effective tool for monitoring ingredients used in animal
feed balancing, allowing for accurate assessment of feed quality and assisting in more
assertive decision-making in the control of these contaminants, with a view to ensuring

the sustainability of production systems and food safety.

Keywords: mycotoxin; quechers; lc/ms.
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Consideracoes Iniciais

A existéncia de micotoxinas nos alimentos ¢ uma ameaga a seguranga alimentar
global, afetando a saide humana e animal (Cinar, Onbasi., 2019; Gurikar., et al 2023).
As micotoxinas podem infectar quase todos os cereais, além do mais, pode ocorrer a
acumulagdo desses contaminantes entre o campo, colheita e a fase de armazenamento
(Moretti ef al., 2017). A contamina¢do de alimentos para animais com micotoxinas €
uma grande preocupacdo na producdo da pecudria mundial, por se tratar de um
contaminante de natureza imperecivel e toxica (Song et al., 2024).

Estudos realizados por Streit (2013), utilizando 17.300 amostras de ra¢ao de varias
parte do mundo no periodo de oito anos constatou que 72% das amostras continham
micotoxinas. Valor aproximado também foi encontrado por Kovalsky (2016), em 2.000
amostras de alimentos destinados a animais de 52 paises, na qual, 79% das amostras
estavam contaminadas. Ademais, pesquisas revelam que uma elevada porcentagem de
amostras de alimentos para animais esta contaminada com mais de uma micotoxina
(Kosicki et al., 2012; Streit et al., 2014).

Na maioria dos casos, as concentragdes encontradas eram suficientemente baixas
para garantir o cumprimento das normas de fiscalizagdo ou dos niveis méaximos
permitidos. No entanto, foi demostrado que os animais de producao apresentam sintomas
como micotoxicose cronicos quando exposto a alimentos contaminados mesmo que a
niveis baixos permitidos (Wielogorska et al., 2016). Além disso, produtores observam
frequentemente efeitos adversos agudos no desempenho dos animais, tais como: baixo
ganho de peso, disturbios reprodutivos e metabolicos, com as consequentes perdas
econdmicas (Vila-donat et al., 2018).

Relatérios da Organizacao das Nagdes Unidas para a Alimentacao e a Agricultura,
revelam que cerca de 25% dos cereais no mundo estdo infectados com
micotoxinas (Sankaranarayanan et al., 2021; LIU et al.,, 2024), gerando perdas
econdmicas expressivas alcancando o valor de US$ 932 milhdes por ano, além de
mortalidade humana e animal (Hamad ef al., 2023).

Diante dos vérios efeitos ocasionados por fungos micotoxigénicos, ¢ essencial
identificar a ocorréncia de multi-micotoxinas em alimentos destinados a dietas de animais
de produgao, com a finalidade de desenvolver metodologias analiticas precisas e solidas

para sua deteccdo, a fim de rastrear a presenga de micotoxinas em matérias-primas usadas
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Frisando que o estudo da ocorréncia de cada micotoxina isoladamente fornece
informacgdes incompletas sobre o risco associado ao alimento em questdo, uma vez que
os fungos micotoxicogénicos sdo geralmente capazes de produzir mais do que uma
micotoxina, tornando os alimentos para os animais vulneraveis a contamina¢ao multipla
(Streit et al., 2012; Vila-Donat et al., 2018).

Diante dos varios efeitos ocasionados por fungos micotoxigénicos, ¢ essencial
identificar a ocorréncia de multi-micotoxinas em alimentos destinados a dietas de
bovinos, com a finalidade de desenvolver metodologias analiticas precisas e solidas para
sua detecgdo, a fim de rastrear a presenca de micotoxinas em matérias-primas usadas na
fabricagao de ragdes e dessa forma reduzir os danos a saude dos animais (Gongalves et
al.,2015; Rosim et al., 2018; Gongalves et al., 2020).

2.3. Gestao do risco de contaminacio por micotoxinas em alimentos para animais

A garantia da seguranca dos alimentos destinados a animais est4 intrinsecamente
associada a seguranga e ao bom estado de saude humana (European Commissio,
2006). No entanto, o risco de contaminac¢ao por fungos pode ocorrer em varios estagios,
incluindo plantio, processamento, armazenamento, logistica etc. (Priesterjahn et al.,
2020).

Considerando a extrema dificuldade em remover micotoxinas de alimentos/ragoes
contaminadas, a estratégia mais eficaz de mitigagdo do acumulo de micotoxinas em
commodities agricolas consiste na implementacdo de medidas de carater preventivo
(Schatzmayr; Streit, 2013; Xu ef al., 2021; Stoev, 2024).

Embora intimeras publicacdes tenham abordado o tema das micotoxinas na
alimenta¢@o animal, apenas um nimero reduzido se refere a um sistema integrado para o
seu manejo (Fumagalli er al., 2021). A mitigacdo de micotoxinas ¢ um processo que deve
ser implementado ao longo de toda a cadeia de suprimentos, de modo a assegurar que os
niveis de micotoxinas na racdo estejam em conformidade com os niveis méaximos
tolerados ou de tolerancia, de acordo com a legislagdo em vigor (Xu et al., 2022).

Desta forma, € necessario controlar uma série de parametros nos produtos sujeitos
a processamento € suscetiveis de contaminacdo por micotoxinas. O manejo de
micotoxinas apresenta um carater sistémico, abrangendo todas as etapas da cadeia de
fornecimento de ragdes. Esta abordagem integra a producdo de matérias-primas e a

alimentag@o no campo, bem como todas as fases do processo (Fumagalli et al., 2021).
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niveis considerados seguros, pode desencadear micotoxicoses e afetar significativamente
a saude e a produtividade dos bovinos (Vila-Donat et al., 2018).

O monitoramento de multi-toxinas em ingredientes utilizados na producdo de
racdo animal permite uma andlise abrangente e simultdnea de multiplas micotoxinas.
Deste modo, ¢ possivel obter uma visdo mais completa do risco associado aos alimentos,
uma vez que, os fungos micotoxicogénicos geralmente produzem mais de uma toxina,
tornando os ingredientes vulneraveis a contaminagao multipla.

Além disso, o controle regular permite a deteccdo precoce de contaminagdes,
possibilitando a implementacdo de estratégias de mitiga¢do antes que ocorram impactos
negativos na saude e produtividade dos animais. E por fim, a tomada de decisao ¢ baseada
em dados e informacdes precisas sobre os niveis de contaminacao, permitindo assim
decisdes mais assertivas no controle desses contaminantes, auxiliando na formulacao de
dietas mais seguras e na selecdo de ingredientes de melhor qualidade.

Conforme demostrado nos cromatogramas acima, o método demostrou uma
sensibilidade satisfatoria na analise de micotoxinas por LC/MS, atingindo limites baixos
de detecgdo, sem a necessidade de um processo de preparacdo de amostra extenso. O
método em questdo apresenta as seguintes vantagens: simplicidade na extracdo com
adaptagdo do QuEChERS, com uma preparacdo de amostra simples e rapida; alta
sensibilidade, com limites de deteccdo muito inferiores aos exigidos pelas normas
regulatdrias; método sustentavel, com um uso reduzido de solventes e reagentes e
abrangéncia, detec¢do simultanea de multi-micotoxinas em diferentes matrizes com um

unico método de preparagdo de amostras.

Em termos praticos, esta possibilidade pode ser aplicada em laboratdrios de
controle de qualidade de fabricas de racdo, em instalacdes de criagdo de animais de
producdo e em instituicdes de pesquisa. A sua simplicidade e eficiéncia permitem
monitorar regularmente dos ingredientes utilizados na alimentagdo animal, contribuindo
para a producdo de alimentos mais seguros e para a melhoria do desempenho produtivo
animal.

4. Conclusao

Pode-se concluir que o método apresenta sensibilidade, exatiddo e precisdo
adequadas para a triagem didria de multi-micotoxinas em ingredientes utilizados na
alimentagdo animal. Sua aplicacdo amplia a capacidade de deteccao de fatores de risco,

possibilita a implementagdo de medidas preventivas e promove maior qualidade e
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seguranga dos ingredientes das racdes, contribuindo para uma maior seguranga alimentar
na nutri¢ao animal. Além disso, o presente método de extracdo e quantificagdo pode ser
utilizado em diferentes ingredientes usados na producao de ragao independente da espécie

animal.
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