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RESUMO

Este estudo relata os resultados obtidos com o desenvolvimento e validagdo de um
método analitico para a determinacdo e quantificacdo simultdnea de dezenove
micotoxinas em cervejas, comercializadas em mercados de Belo Horizonte. Foi
utilizado uma metodologia empregando QUEChERS, com acetonitrila como solvente,
sem acidificacdo da amostra. O equipamento utilizado para a analise do extrato foi um
cromatodgrafo liquido de ultra-alta performance acoplado com espectrémetro de
massas sequencial (UHPLC-MS/MS). O espectrometro de massas operou ho modo
positivo e negativo sendo escolhidas duas transicfes para cada analito. A validagéo
foi baseada no Manual de Garantia da Qualidade Analitica: Residuos e
Contaminantes em Alimentos, nas Diretivas CE 401/2006 e 2002/657/CE e nos
documentos SANTE 11813/2017 e 12089/2016, sendo avaliadas as seguintes figuras
de mérito: seletividade, efeito matriz, linearidade, veracidade e precisdo intermediaria,
limites de deteccao e quantificacdo e incerteza de medigdo. A metodologia mostrou-
se seletiva para dezessete das dezenove micotoxinas sob investigacdo. O efeito
matriz foi observado para 79% dos analitos. A linearidade e a recuperacdo foram
avaliadas utilizando extrato de matriz branco fortificado, sendo que a metodologia
escolhida se mostrou eficiente para os dezessete analitos, com recuperacdes que
variaram de 56 a 118%. A precisdo do método foi avaliada em termos de repetitividade
e precisdo intermediaria e os valores calculados utilizando a equacdo de Horwitz. Os
limites de deteccdo e quantificacdo foram determinados a partir dos valores de CCa e
CCpB, respectivamente para evitar que estes limites ficassem abaixo dos compreendidos
pela curva de calibracdo. As incertezas das medi¢coes foram baseadas na metodologia
bottom-up. Por fim, foram testadas dez amostras obtidas em comércio local das
cervejas dos tipos Pilsen, Lager, de trigo e sem alcool, ndo sendo observadas ocorréncias
de contaminacdo nas amostras. Avalia-se que a metodologia proposta para analise de
micotoxinas em cerveja apresentou-se adequada para determinacdo de dezessete
das dezenove micotoxinas em estudo, sendo promissora para ser utilizada em
andlises fiscais para o controle de qualidade e seguranca alimentar, seguindo as

principais normativas nacionais e internacionais de qualidade analitica.

PALAVRAS-CHAVE: Micotoxinas, validacdo, QUEChERS, Cerveja, Contaminacéo,

Seguranca Alimentar.
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ABSTRACT

This study reports the results obtained with the development and validation of an
analytical method for the simultaneous determination and quantification of nineteen
mycotoxins in beers marketed in Belo Horizonte markets. A methodology was
employed employing QUEChERS, with acetonitrile as solvent, without acidifying the
sample. The equipment used for extract analysis was an ultra-high performance liquid
chromatograph coupled with sequential mass spectrometer (UHPLC-MS / MS). The
mass spectrometer operated in positive and negative mode and two transitions were
chosen for each analyte. Validation was based on the Analytical Quality Assurance
Manual: Food Waste and Contaminants, EC Directives 401/2006 and 2002/657 / EC
and SANTE 11813/2017 and 12089/2016, and the following merit figures were
assessed: selectivity, matrix effect, linearity, intermediate truth and accuracy, detection
and quantification limits and measurement uncertainty. The methodology was selective
for seventeen of the nineteen mycotoxins under investigation. The matrix effect was
observed for 79% of the analytes. Linearity and recovery were evaluated using fortified
white matrix extract, and the chosen methodology was efficient for the seventeen
analytes, with recoveries ranging from 56 to 118%. The accuracy of the method was
evaluated in terms of repeatability and intermediate precision and the values calculated
using the Horwitz equation. The detection and quantification limits were determined
from the CCa and CCp values, respectively, to prevent these limits from falling below
the calibration curve. Measurement uncertainties were based on the bottom-up
methodology. Finally, ten samples obtained from local commerce of Pilsen, Lager,
wheat and non-alcoholic beers were tested, and no contamination occurred in the
samples. It is evaluated that the proposed methodology for mycotoxin analysis in beer
was adequate to determine seventeen of the nineteen mycotoxins under study,
promising to be used in fiscal analysis for quality control and food safety, following the

main national and international regulations. international quality standards.

KEYWORDS: Mycotoxins, Validation, QUEChERS, Beer, Contamination, Food Safety.
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1. INTRODUCAO

A cerveja € a bebida alcodlica mais popular do mundo (1). Tem como
principais ingredientes a cevada, o llpulo e a agua. As cervejas produzidas apenas
com estes ingredientes seguem a lei da pureza das cervejas, conhecida como
Reinheitsgebot, promulgada em 1516 pelo rei da Baviera. Ela foi instituida com o
intuito de adotar um conjunto de predefinicbes para a producdo da cerveja,

determinando suas matérias-primas (2).

Durante a fabricacdo da cerveja, a cevada é submetida ao processo de
maltagem, que é a hidratacdo por imersao dos gréos para germinacado e posterior
secagem destes grdos germinados (3). Apds esta etapa, a cevada passa a ser

denominada malte.

O malte é triturado, misturado com agua e aquecido. Neste processo sao
ativadas as enzimas a-amilase e B-amilase, responsaveis pela degradacdo do amido
(4), produzindo acucares fermentaveis. O resultado € um liquido denominado mosto.
O mosto € separado dos gréos através da filtracdo e o filtrado é misturado com o
lGpulo, que confere 0 amargor e o aroma caracteristicos da cerveja, além de cuidar da

estabilidade bacterioldgica, esterilizando a solucédo (5).

A levedura s6 foi incluida mais tarde na lei de pureza (2), sendo adicionada
para iniciar o processo de fermentacdo. Ela converte os aclcares em diéxido de

carbono e etanol, conferindo a cerveja sua carbonatacéo e teor alcodlico (4).

Embora hoje muitas indlstrias ainda sigam a lei da pureza das cervejas,
aumentando as tecnologias para se sobressair perante a competitividade do mercado,
outras cervejarias utilizam ingredientes diversos na producdo, seja para diminuir o
custo final do produto ou para contribuir no sabor, aroma, brilho e leveza dessa bebida
(6). Dentre os diferentes ingredientes, podemos citar o milho e o arroz, que podem ser
utilizados como cereais ndo maltados como fontes alternativas de aclcares para a
fermentacao, e o trigo, que confere maior densidade a cerveja e maior estabilidade e

durabilidade a espuma (7).

Segundo a SindCerv (8), em 2016 o Brasil foi terceiro maior fabricante
mundial, com 13,3 bilhdes de litros produzidos, atras, somente, da China (46 bilhdes)



e dos Estados Unidos (22,1 bilhdes). Esses dados mostram o importante papel da

cerveja na alimentacao e economia dos brasileiros.

Entretanto, embora seja um alimento popular no Brasil, os niveis de
contaminantes alimentares na cerveja, em especial as micotoxinas, ndo tém um
histérico de monitoramento, e pode-se estar subestimando a presenca dessas

substancias nessa bebida.

As micotoxinas sdo substancias naturais produzidas por fungos em
produtos agricolas durante a producédo, colheita e armazenamento (9). Conhecidas
como metabdlitos secundarios, as micotoxinas nao tém influéncia direta no
crescimento fangico, embora fornecam as culturas condi¢cdes necessarias para seu
crescimento frente aos organismos concorrentes como outros fungos, bactérias e

leveduras (1).

A contaminacédo de alimentos por micotoxinas tem sido relatada no mundo
todo, principalmente em alimentos susceptiveis ao crescimento fungico, como o0s
gréos e cereais (10). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por meio
da Resolucao de Diretoria Colegiada (RDC) n° 07 de 2011 (11), determina os limites
maximos de micotoxinas em alguns alimentos no Brasil. Dentre eles, encontra-se a
cevada, utilizada como principal fonte de aclUcares fermentaveis para producédo da

cerveja, o milho, o arroz, e o trigo.

Segundo a Food and Agriculture Organization (FAO), os gréos
contaminados com fungos geralmente sado descartados, mas em alguns casos, sédo
reservados para a fabricacdo de cerveja ou fornecido ao gado (1). Dessa forma,
embora exista uma norma brasileira a respeito da concentracdo maxima de
micotoxinas em alguns gréos utilizados na producdo da cerveja, essa norma nao
aborda o alimento cerveja, que pode conter o somatério de uma ou mais micotoxinas

presentes nos graos, potencializando seus efeitos toxicos e cancerigenos (12).

A diversidade quimica das micotoxinas e suas diferentes concentracdes em
uma ampla gama de matrizes de alimentos representa um grande desafio analitico
durante a elaboracdo de métodos de extracdo, deteccdo e quantificacdo desses
contaminantes alimentares. Para lidar com o crescente numero de matrizes de

amostras e micotoxinas de interesse, metodos analiticos rapidos e seletivos séo



necessarios. Este trabalho apresenta os resultados do desenvolvimento e validacao
do método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) para analise
de micotoxinas em cerveja utilizando cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia
acoplada a um detector de espectrometria de massas triplo quadrupolo (UHPLC-

MS/MS), para separacgao, identificacdo e quantificacdo dos analitos.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Desenvolver, otimizar e validar um método analitico para analise de

dezenove micotoxinas em cerveja.
2.2. Objetivos especificos

e Desenvolvimento e otimizacdo de método para extragdo e analise por
UHPLC-MS/MS das micotoxinas: aflatoxina B1 (AFB1), aflatoxina B2 (AFB2),
aflatoxina G1 (AFG1), aflatoxina G2 (AFGZ2), ocratoxina A (OTA), fumonisina B1 (FB1),
citreoviridina (CTV), toxina T-2, zearalenona (ZEA), deoxinivalenol (DON), citrinina,
acido penicilico, ergocristina, ergocristinina, dihidroergocristina, ergonovina
(ergometrina), ergosina, a-ergocriptina, ergocornina.

e Validacdo da metodologia desenvolvida, utilizando os critérios
estabelecidos no Manual de Garantia da Qualidade Analitica , MAPA (13).

e Avaliacdo qualitativa da ocorréncia de micotoxinas mascaradas de DON
na cerveja.

A selecdo das micotoxinas foi feita baseando-se na normativa CE
1881/2006 (14) e na Resolucao de Diretoria Colegiada RDC n° 07 de 18 de Fevereiro
de 2011 (11), que legislam sobre os limites maximos de micotoxinas em alimentos, na
Europa e no Brasil, respectivamente. Dentre esses alimentos, encontram-se a cevada,
principal gréo utilizado na fabricagéo da cerveja e também, o milho, o trigo e o arroz,

gue podem ser adicionados como adjuntos durante a producéo dessa bebida.

Os alcaloides de Ergot, embora ndo tenham legislacdo especifica, foram
incluidos no escopo analitico por estarem presentes nha Recomendagdo Européia
2012/154/UE (15), como uma orientacéo relativa a monitorizacdo da presenca de

alcaloides de cravagem nos alimentos para animais e nos géneros alimenticios. A



citrinina foi adicionada ao escopo analitico por ocorrer frequentemente com a
ocratoxina A (16), e o acido penicilico foi adicionado para verificar se as industrias
cervejeiras utilizam essa micotoxina como agente antimicrobiano durante a producao
da bebida.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Producéo de Cerveja

A legislacdo brasileira define cerveja como “bebida resultante da
fermentacado, a partir da levedura cervejeira, do mosto de cevada malteada ou de
extrato de malte, submetido previamente a um processo de coc¢ao adicionado de
lGpulo ou extrato de lupulo, hipétese em que uma parte da cevada malteada ou do

extrato de malte podera ser substituida parcialmente por adjunto cervejeiro” (17).

De modo geral para a obtencdo da cerveja, a cevada € primeiramente
submetida a etapa de selecdo dos graos, germinagcédo e secagem, para obtencéo do
malte de cevada que € moido com o objetivo de romper a casca, proporcionando o
acesso ao amido dos graos maltados. Nesta etapa, apenas uma parte das proteinas
e do amido dos graos ficam disponiveis, ja que sao parcialmente solUveis em agua
(18).

Para ativar a agdo das enzimas a - e  -amilases apds a moagem, 0s graos
passam pela etapa de maceracdo, onde sdo misturados a agua aquecida, em geral
em torno de 65° C. Estas enzimas tém o objetivo de quebrar as substancias complexas
e insoluveis em outras menores, mais simples e solGveis em &gua, originando
moléculas de glicose, maltose e dextrinas, assimilaveis pelas leveduras que realizardo

a fermentacéo posteriormente (18).

Ainda na etapa de maceragdo, os adjuntos (gritz) sdo aquecidos em agua
a aproximadamente 120 °C e adicionados ao malte em maceragédo, para que as
enzimas quebrem os amidos do adjunto (6). Os adjuntos mais comuns s&o o trigo,
milho e o arroz. Apds o término desta etapa obtém-se o mosto, solucdo de acucares
provenientes da sacarificacdo do amido presente no malte e no adjunto, por acdo das

enzimas do malte (18).



O mosto entéo é resfriado e filtrado para a retirada dos residuos do malte
e do adjunto. Logo apds essa etapa, o filtrado € aquecido até a fervura. Esse processo
inativa as enzimas, coagula e precipita as proteinas, concentra e esteriliza 0 mosto
(19). Nessa etapa da producdo sdo adicionados aditivos como caramelo, acglcar,
extratos vegetais e o lupulo, o qual confere o amargor da cerveja sendo também

responsavel por sua esterilizacdo bacteriologica.

Apos a fervura, o mosto passa pela etapa de clarificacdo, para a
decantacdo de particulas provenientes de proteinas coaguladas, residuos
remanescentes de bagacos e outros tipos de residuos que podem comprometer a
qualidade da fermentacéo, gerando ésteres, alcoois de cadeias moleculares longas
ou outras substancias indesejaveis para a maioria dos estilos de cervejas (18) (20).

Depois deste processo, 0 mosto € resfriado e fermentado.

Durante a fermentacdo do mosto, acontece tanto a fermentacéo aerobica,
quando as leveduras se reproduzem aumentando de quantidade, quanto a
fermentacdo anaerdbica, quando as leveduras realizam a fermentagéo convertendo

0s acucares do mosto em diéxido de carbono e alcool (21).

Com o objetivo de precipitar as leveduras e proteinas presentes no
fermentado, inicia-se o processo de maturacdo, que consiste no armazenamento da
cerveja a baixa temperatura durante 15 a 60 dias (19). O produto obtido é filtrado, para
a retirada dos solidos precipitados e carbonatado de modo a aumentar a quantidade
de dioxido de carbono na cerveja e evitar a ocorréncia de oxidacbes que

comprometam sensorialmente a bebida (22).

A bebida obtida € envasada, podendo ou ndo passar pela etapa de
pasteurizacdo. Quando a bebida é pasteurizada, ela passa a ser denominada cerveja.
Caso contrario a bebida passa a ser denominada chope, com um menor tempo de

vida de prateleira, por ndo ser pasteurizada (18).

A Figura 1 ilustra as etapas de producao da cerveja:



Figura 1: Fluxograma de processo genérico da producéo de cerveja
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Fonte: Cervejas e Refrigerantes (CETESB, 2005).

Historicamente, a producao de cerveja no Brasil come¢cou em Outubro de

1640 quando Mauricio de Nassau, governador da Colénia holandesa no Recife,
decide montar, com a ajuda do mestre cervejeiro Dirck Dicx, a primeira cervejaria da
América chamada “La Fontaine”, fabricando uma cerveja fermentada com cevada e
acucar (23). Com a saida dos holandeses do Brasil Colbnia, a producao de cerveja
perde forca, ja que as bebidas alcodlicas mais populares eram o vinho e a cachaca.

Em 1785, a entdo rainha de Portugal Dona Maria |, proibe a existéncia de fabricas,

industrias e manufaturas na Col6nia (23).

Em Janeiro de 1808 a cerveja volta ao Brasil importada pela familia Real

Portuguesa. Neste mesmo ano Dom Joao VI, principe regente, revoga o tratado de

1785, abrindo as portas para o surgimento e crescimento da industria cervejeira no

Brasil (24).



Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
gue regula, inspeciona e fiscaliza estabelecimentos produtores e bebidas em territorio
brasileiro, desde 2010 iniciou-se um crescente aumento do niamero de registros de
cervejarias, chegando a 679 estabelecimentos legalmente registrados ao final de 2017
(25). Desse total, 287 estabelecimentos encontram-se na regiao Sul e 279 na regiao
Sudeste, sendo os estados do Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Minas Gerais, lideres

no ranking dos estados com o maior numero de estabelecimentos registrados (25).

O crescente consumo e producao de cerveja demonstram a importancia do
monitoramento de contaminantes alimentares nesta bebida, de modo a assegurar

salude do consumidor.
3.2. Micotoxinas

As micotoxinas sdo definidas como metabolitos secundarios de baixa
massa molecular (26) produzidos por fungos em produtos agricolas durante a
producao, colheita e armazenamento, que podem causar efeitos toxicos em animais
e seres humanos. A presenca de fungos nas plantas e graos ndo € uma evidéncia da
existéncia de micotoxinas, ja que a producdo dessas substancias depende de varios
fatores como a condicdo climatica, a umidade, a integridade dos gréos e os cuidados

durante o manuseio e armazenamento do produto (1).

Até o momento, mais de 500 micotoxinas diferentes foram identificadas e
as micotoxinas mais estudadas sdo as produzidas pelos fungos dos géneros
Aspergillus, Fusarium, Penicillium e Claviceps. As principais micotoxinas produzidas
por esses fungos séo aflatoxinas (AFBXx), ocratoxinas (OTA), deoxinivalenol (DON),

toxina T-2, zearalenona (ZEA), fumonisinas (FBx) e toxinas de Ergot (27).
3.2.1. Aflatoxinas

As aflatoxinas sdo compostos heterociclicos oxigenados derivados de
furanocumarinas (28). Produzidas principalmente pelas espécies Aspergillus flavus e
Aspergillus parasiticus, existem em torno de 14 tipos de aflatoxinas ja descobertas,
mas 4 delas sdo potencialmente perigosas para humanos e animais pois foram
encontradas nas principais culturas alimentares, séo elas aflatoxina B1, B2, G1, G2
(29). Essas micotoxinas sdo agentes cancerigenos potentes para todas as espécies

animais investigadas, sendo incluidas em substancias altamente cancerigenas para



seres humanos (grupo 1) pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer
(International Agency for Research on Cancer, IARC) em 2002 (30). As estruturas

quimicas das aflatoxinas B, B2, G1 e G2 estéo representadas na Figura 2.

Figura 2: Estruturas quimicas das micotoxinas: (A) aflatoxina B1; (B) aflatoxina B2; (C)
aflatoxina G1; (D) aflatoxina G2.

Fonte: adaptado de Fermentek (31) e ChemSpider (32)

3.2.2. Tricotecenos

Os tricotecenos sao derivados dos sesquiterpenos (26), tendo como
estrutura basica o 12,13-epoxitricoteceno , (33). Sao produzidos por fungos do género
Fusarium, sendo a toxina T-2 e o deoxinivalenol (34) os tricotecenos mais comumente

encontrados de forma natural nos alimentos.

A ocorréncia do deoxinivalenol € maior em culturas de milho, trigo, aveia e
cevada (35). Estudos apontam que o deoxinivalenol pode ser conjugado com outras
substancias durante a fabricacéo de alimentos que necessitam de catalise enzimatica,
como a producdo de cervejas e paes (36), (37). Estas novas substancias
denominadas de “mascaradas’, como o 15-acetil-deoxinivalenol, 3-acetil-
deoxinivalenol, deoxinivalenol-15-glucosideo e deoxinivalenol-3-glucosideo, podem
ser novamente transformadas em DON ap0s a quebra dessas ligagfes por bactérias

presentes no trato intestinal (36).



O deoxinivalenol ndo foi classificado como cancerigeno pela IARC,
entretanto, sua co-ocorréncia com aflatoxinas pode aumentar a carcinogenicidade da
aflatoxina (28). Os efeitos da ingestdo de DON em humanos sdo normalmente
associados a sintomas como diarreia, vomito e inflamag&o gastrointestinal (37). A

estrutura quimica de DON esta representada na Figura 3 (A).

A toxina T-2, outro tricoteceno tdo importante quanto DON, normalmente
encontrada em milho, trigo, cevada, aveia, arroz e centeio (34), pode causar a doenca
denominada aleucia toxica alimentar (ATA) (28), tendo como sintomas vomito,
diarreia, degeneracdo completa da medula éssea, podendo levar a morte (38). Além
disso, a toxina T-2 tem um efeito imunossupressor, que resulta em uma menor
resisténcia a doencas infeciosas (26). Na Figura 3 (B) observa-se a estrutura quimica

da micotoxina toxina T-2.

Figura 3: Estruturas quimicas das micotoxinas: (A) deoxinivalenol (B) toxina T-2

H H H H OH
HLC = L OH HaC : $
: a H,C o
o H : H ~ 0
E E e
ER- 0 CH,
oH S HC ol CH,
OH o] CH,
A B

Fonte: adaptado de Fermentek (31) e ChemSpider (32)

3.2.3. Fumonisinas

As fumonisinas sdo metabdlitos produzidos por varias espécies de
Fusarium, mas principalmente pela F. verticillioides e a F. proliferatum. Ocorrem
naturalmente pelo menos trés formas de fumonisina, a B1, B2 e B3, sendo a
fumonisina B1 (FB1) normalmente encontrada em concentragcdes maiores do que as
demais (28). Essas micotoxinas sao encontradas normalmente em milho (39) e foram
classificadas pela IARC como provaveis agentes cancerigenos (2B), estando
relacionadas ao aparecimento de cancer de es6fago em humanos (26, 40). A estrutura
quimica da FB1 (Fig. 4) é bem diferente das estruturas das micotoxinas apresentadas

acima, ja que sua cadeia carbonica é aberta e os grupos hidroxila dos carbonos 14 e
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15 encontram-se esterificados com o grupo carboxila terminal do acido tricarbalilico
(41).

Figura 4: Estrutura quimica da micotoxina fumonisina B1.

HO

Fonte: adaptado de Fermentek (31) e ChemSpider (32)

3.2.4. Ocratoxina

A ocratoxina é um metabdlito produzido por diferentes espécies de
Aspergillus e pelo Penicillium verrucosum sendo a ocratoxina A a forma mais
abundante e mais toxica deste grupo. Normalmente, € encontrada em cevada, aveia,
centeio, trigo, café e outros produtos vegetais, sendo a cevada o grdo com maior
probabilidade de contaminacgéo (26). A eliminac&o da ocratoxina A do corpo humano
é lenta, podendo se acumular no organismo ocasionando danos aos rins e,
dependendo da concentracdo ingerida, pode causar também danos ao figado (35).
Assim como as fumonisinas, a ocratoxina A foi classificada pela IARC como um
possivel agente cancerigeno (2A) (28). A estrutura quimica da ocratoxina A esta

representada na Figura 5.

Figura 5: Estrutura quimica da ocratoxina A.

o} OH

Yy, ff]

'ty »
7 CH,

Cl

Fonte: adaptado de Fermentek (31) e ChemSpider (32)
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3.25. Zearalenona

A zearalenona € uma micotoxina que imita os efeitos do horménio
reprodutivo estrogénio, sendo produzida principalmente pelo fungo Fusarium
graminearium (16) e encontrada em culturas de milho, trigo, cevada e centeio. Os
efeitos da ingestao de alimentos contaminados por essa micotoxina s&o normalmente
efeitos estrogénicos como reducdo do nivel de testosterona, reducdo da
espermatogénese, feminizacdo e reducdo da libido para homens e dilatacéo,
vermelhiddo vulvar, vulvovaginite, retencdo ou auséncia de leite em mulheres (16).
Entretanto, a ZEA também pode ter efeitos de genotoxicidade, toxicidade reprodutiva
e pode até ser responséavel pelo cancer de mama humano (42). A estrutura quimica

da zearalenona esta representada na Figura 6.

Figura 6: Estrutura quimica da zearalenona.

H, o)

HO.

OH

Fonte: adaptado de Fermentek (31) e ChemSpider (32)

3.2.6. Citrinina e Citreoviridina

Embora seu nome seja derivado do Penicillium Citrinum, espécie em que
foi originalmente isolada, a citrinina € um metabdlito que pode ser produzido por outras
espécies de Penicillum e Aspergillus, ocorrendo frequentemente com a ocratoxina A
(16). Normalmente encontrada em gréos de trigo, aveia, cevada e arroz, a citrinina
tem como principal caracteristica sua toxicidade nefrologica e em altos niveis pode
afetar o figado, assim como acontece com a ocratoxina (35). A estrutura quimica da

citrinina esta representada na Figura 7(A).

J& a citreoviridina tem sua estrutura basica formada por um anel de lactona
conjugado com um anel de furano (43). E produzida por inimeras espécies de
Penicillium, sendo isolada primeiramente na espécie Penicillium Citreonigrum. Sua
ocorréncia acontece principalmente em culturas de arroz, milho e trigo, sendo a

ingestao toxica para seres humanos e animais associada a sintomas como vomito,
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convulsdes, paralisia ascendente, sintomas neuroldgicos e respostas sensoriais
deprimidas (43), além de estar relacionada com a doenca de beribéri (44). Na Figura

7 (B) observa-se a estrutura quimica da micotoxina citrioviridina.

Figura 7: Estrutura quimica da (A) citrinina e (B) citrioviridina.

Fonte: adaptado de Fermentek (31) e ChemSpider (32)

3.2.7. Alcaléides de Ergot

Os alcaldides de Ergot sdo substancias derivadas do triptofano e
produzidas por todas as espécies de fungos do género Claviceps (45). Tém como
estrutura comum a ergolina tetraciclica (Fig. 8a) e, dependendo dos substituintes
ligados ao anel ergolina, os alcaloides de Ergot podem ser divididos em trés grupos
principais: as clavinas, que consistem simplesmente no sistema de anéis ergolina
tetraciclicos (Fig. 8b), amidas do acido lisérgico, que consistem na estrutura basica do
acido D-lisérgico com uma ligacdo de uma amida na forma de alquilamida (Fig. 8c) e
ergopeptideos, que apresentam a estrutura do acido D-lisérgico e um substituinte
tripeptidico ciclico (Fig. 8d) (46-48).

Figura 8: Representacgao da classificacdo dos alcaléides de Ergot. (A) ergolina tetraciclica, (B)
agroclavina, (C) ergonovina e (D) ergocornina.

Fonte: adaptado de Fermentek (31) e ChemSpider (32)
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Sob a influéncia de um éacido ou uma base, os alcaléides de Ergot que
possuem uma ligacdo dupla entre os carbonos C9 e C10 passam por epimerizacao
com relacdo ao centro de simetria C8, resultando em isdmeros rotativos. Os alcalbides
de Ergot com configuracdo C8-(R) giram para a esquerda e possuem a terminacao -
ina (exemplo ergocristina) enquanto os epimeros que possuem configuracdo C8-(S)

tém terminacédo -nina (exemplo ergocristinina) (Fig. 9) (48, 49).

Figura 9: Epimeros (A) ergocristina e (B) ergocristinina.

o4 5

u] o

Fonte: adaptado de Fermentek (31) e ChemSpider (32)

As espécies de Claviceps normalmente colonizam as culturas de cereais
como milho, sorgo, cana-de-acucar, centeio e ocasionalmente infecta culturas de
aveia e cevada (48). Os principais e mais toxicos alcaldides de Ergot produzidos pelas
espécies de Claviceps séo a ergonovina (ergometrina) (Fig. 10A), ergotamina (Fig.
10B), ergosina (Fig. 10C), ergocristina (Fig. 10D), ergocornina (Fig. 10E) e ergocriptina
(Fig. 10F) (48).

Figura 10: Estruturas quimicas dos alcaloides de ergot: (A) ergonovina, (B) ergotamina, (C)
ergosina, (D) ergocristina, (E) ergocornina e (F) a-ergocriptina.

HO

IR

H.C NH
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Fonte: adaptado de Fermentek (31) e ChemSpider (32)

Os efeitos dos alcaldides de Ergot sobre o organismo sdo bastante
diversificados. Na idade média, a contaminacao por alcaldides de Ergot foi relacionada
a causa de uma intoxicacao descrita como Fogo de Santo Antdnio, onde os sintomas
eram dores intensas resultantes da vasoconstricdo e seguida de gangrena e perda de
membros do corpo. A ingestao de doses mais baixas dessas toxinas induz sintomas
como dores abdominais, vOmito, sensacdo de queimacdo na pele, insbnia e

alucinacoes (48).
3.2.8. Acido Penicilico

O acido penicilico (Fig.11) é produzido por fungos do género Penicillum (P.
puberulum e P. cyclopium) (50). Foi originalmente descoberto em culturas de milho
(51), sendo também observado em culturas de feijdo e produzido experimentalmente
no queijo suico (50). Esta micotoxina apresenta propriedades antimicrobianas (51)

apesar de ser um comprovado agente cancerigeno (50) (52).

Embora o milho seja o Unico aditivo da cerveja em que ha relatos da
literatura sobre a ocorréncia de acido penicilico, a elaboracdo de um método para a
deteccdo desta toxina na cerveja € relevante para determinar se as industrias
cervejeiras utilizam essa toxina como um agente antimicrobiano durante a producao

da bebida.
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Figura 11: Estrutura quimica do acido penicilico.

OH

H,C CHy

Fonte: adaptado de Fermentek (31) e ChemSpider (32)

3.3. Legislacbes e métodos analiticos empregados para analise

de micotoxinas

O controle dos limites méaximos de micotoxinas em alimentos €
regulamentado na Europa pela normativa CE 1881/2006 (14) e no Brasil pela
Resolucédo de Diretoria Colegiada RDC n° 07 de 18 de Fevereiro de 2011 (11). Varios
tipos de alimentos encontram-se nestas legislacdes, incluindo a cevada, principal gréo
utilizado na producéo da cerveja, e outros cereais que sao utilizados como adjunto

cervejeiro: milho, trigo e arroz.

Embora a CE 1881/2006 (14) determine limites maximos de algumas
micotoxinas para produtos derivados de cereais e da transformacdo de cereais,
encaixam-se nesta categoria cereais em flocos, farinha de trigo, barras de cereais
(53), ndo fazendo parte a cerveja. A legislacdo brasileira, também ndo menciona
cerveja em seu texto. Desta forma, ndo existem limites legislados de micotoxinas
nessa bebida (54). Entretanto, pesquisas apontam a ocorréncia micotoxinas em
diversos tipos de cerveja em varios paises do mundo (55).

A determinacao de micotoxinas em alimentos necessita de um preparo de
amostra cuidadoso, principalmente quando a analise envolve multiplas micotoxinas.
O preparo a ser adotado no método depende normalmente do tipo de matriz analisada,
da complexidade dos analitos, além da capacidade de resposta instrumental do
meétodo (56). Alguns métodos utilizam etapas de clean-up, de maneira a obter um
extrato que seja o0 mais livre de interferentes possivel e enriquecido com os analitos

desejados.

Existem diferentes técnicas para o clean-up da amostra objetivando extrair

0s analitos de interesse. Dentre essas técnicas podemos destacar extracdo soélido-
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liquido (sdlid-liquid extraction, SLE), extracao liquido-liquido (liquid-liquid extraction,
LLE), extracéo de fluido supercritico (supercritical fluid extraction, SFE), extracdo em
fase solida (solid-phase extraction, SPE) e colunas de imunoafinidade (immuno affinity
columns, IACs) (57).

O método QUEChERS seguido da etapa de clean up (Dispersive Solid
Phase Extraction, D-SPE) e o Dilute and Shoot também tém sido relatados na
literatura para extracdo de contaminantes alimentares (58—-60), sendo que o Dilute and
Shoot nao utiliza a etapa de clean up, apenas uma diluicdo da amostra com o intuito
de diluir os interferentes, aumentando porém os limites de detec¢do e quantificacéo,
ja que o preparo de amostras exige menos etapas. Em contrapartida, o0 método
QUEChERS utiliza a adicdo de sais de modo a favorecer uma particdo bifasica e
diminuir a quantidade de agua da amostra, aumentando a eficiéncia de extracdo dos

analitos polares para a fase organica a ser analisada.

O tratamento da amostra € seguido pelo método de separacéo e deteccao.
Os métodos cromatogréaficos sdo amplamente explorados ha mais de 50 anos para
analise e separacdo de micotoxinas (56). Desta forma, as técnicas de separacdo mais
utilizadas sdo cromatografia em camada fina (Thin-layer Chromatography, TLC),
cromatografia gasosa (Gas Chromatography, GC), cromatografia liquida (Liquid
Chromatography, LC), Cromatografia de alto desempenho (High-Performance Liquid
Chromatography, HPLC), cromatografia liquida de ultra eficiéncia (Ultra high
performance liquid chromatography, UHPLC), eletroforese capilar (Capillary
Electrophoresis, CE) (56).

O fato de a maioria das micotoxinas ser toxica ou cancerigena em baixas
concentragfes requer métodos sensiveis e confiaveis para sua detec¢do. Um método
de deteccdo bem sucedido deve ser robusto, sensivel e versatil para uma ampla gama
de compostos, mas que pode ser muito especifico quando necessario (57). Embora
muitos detectores como os de fluorescéncia e ultravioleta ainda sejam utilizados (54,
61, 62), o uso da espectrometria de massas sequencial (MS/MS) acoplada a
cromatografos liquidos, tem a vantagem de detectar multiplos analitos, aumentando
assim a capacidade do método em andlises de multirresiduos (63). Gracas a

seletividade inerente a técnica de MS / MS no modo de monitoramento de reacao
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multipla (MRM), consegue-se elaborar métodos rapidos e faceis, sem ou com limpeza

minima da amostra (63).

Desta forma, para a elaboracdo do método de analise de dezenove
micotoxinas em cerveja, utilizamos uma modificacdo do método QUEChERS, sem
etapas de clean up e D-SPE, como técnica para extragdo das micotoxinas, sendo a

separacao e deteccdo dos analitos realizada por um UHPLC-MS/MS no modo MRM.

A Tabela 1 descreve diferentes métodos de preparo de amostra, deteccéo

e confirmac&o, encontrados na literatura para analise de micotoxinas em cerveja.



Tabela 1: Revisao da literatura sobre anélise de micotoxinas em cerveja
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Fumonisin B1 and ochratoxin Coluna extragcdo em fase HPLC- Fumosina B1 98 + 10% 0,26 -
A in beers made in Brazil (62) sélida (SPE) de troca Fluorescéncia
anidnica seguida de
derivatizacéo por
ftaldialdeido e 2-
mercaptoetanol.
Coluna de imunoafinidade Ocratoxina A 87% - 93% 0,1 0,5
Investigations on the Imunoensaio enzimatico Absorvancia de ZEA, alcaloides de Ergot, AOH e DON 50% -104% 2,1- -
occurrence of mycotoxins in (EIA) microplacas 0,06
beer (64)
Rapid Method for the Diluic&o na propor¢éo 1 UPLC-MS/MS Aflatoxin (AF) G1/ AFG2/ AFB1/ AFB2/ 24%-125% 10-0,1 50a0,5

Determination of Multiple
Mycotoxins in Wines and
Beers by LC-MS/MS Using a
Stable Isotope Dilution Assay
(65)

para 5 com acetonitrila /
agua 30:70 (v / v).Dilute &
shoot

ochratoxin A (OTA)/ zearalenone (ZEN)/
deoxynivalenol (DON)/ T-2 toxin/ HT-2
toxin/ Fumonisin B1/ Fumonisin B2/
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Quantification of Fusarium
mycotoxins in Nigerian
traditional beers and spices
using a multi-mycotoxin LC-
MS/MS method (66)

QUEChHERS utilizando
sulfato de magnésio como
agente secante e
acetonitrila:acido acético
99:1 (v/v) como solvente

LC-MS/MS

FB1/ FB2/ FB3/ HFB1/ DON/ 3-ADON/ 15-
ADON/ DON-3G/ ZEN/ a-ZEL/ b-ZEL/
ZEN-14G/ T-2/ HT-2/ FUS-X/ NIV/ DAS/
NEO/ ZAN/ DOM

70% - 108%

1,4-85

1,2-170

The study of deoxynivalenol
and its masked metabolites
fate during the brewing
process realised by UPLC—
TOF-MS method (67)

Coluna de imunoafinidade

UPLC-TOF-MS

DON, DON-3-Glc e 3- e 15-acetyl-
deoxynivalenol (ADONS)

97% - 95%

1,0

Application of hybrid linear ion
trap-high resolution mass
spectrometry to the analysis
of mycotoxins in beer (68)

Coluna SPE (C18)

LC/MS-LIT-FT

aflatoxinas, fumonisinas, tricotecenos,
ocratoxina A, esterogmatocistina,
beauvaricina, zearalenona, zearalenol,
enniatinas (A, Al, B e B1) e fusaproliferina

65% -108%

3,0-
50,0

Analysis of multiple
mycotoxins in beer employing
(ultra)-high esolution mass
spectrometry (69)

Diluic&o na proporcéo 1
para 5 com acetonitrila.
Dilute & shoot.

Sistema UPLC-
MS- Orbitrap

32 micotoxinas (toxinas de Fusarium e
Alternaria, aflatoxinas, alcal6ides de Ergot,
ocratoxinas e esterigmatocistina)

86 - 124%

0,5-65
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A rapid and sensitive method QUEChERS seguido de HPLC-qTOF- Aflatoxin B1/ Dexynivalenol/ Enniatin A1/ 81-119% 0,01 - 0,04- 0,99
for the control of selected extracdo em fase sélida MS Enniatin B/ Enniatin B1/ HT-2 toxin/ 0,3
regulated and emerging (59) dispersiva (d-SPE) Ochratoxin A/ Sterigmatocystin/ T-2 toxin/
Zearalenone
Multi-mycotoxin stable isotope Cartucho SPE-C18 LC-MS/MS desoxinivalenol, desoxinivalenol-3- 72-117% 0,05a 0,15a
dilution LC-MS/MS method glucésido, 3-acetildeoxinivaleneol, 6,9 20,0
for Fusarium toxins in beer enniatina B, 15-acetildeoxinivalenol, toxina
(70) HT2 e T2, zearalenona, eniatia B1, Al, A e
beauvericina.
A Rapid Screening Method for  Imunoensaio Enzimatico Leitor de paxilina tremorgénica 88-97% 5,0 -
the Tremorgenic Indole- (EIA) microplaca de
Diterpene Alkaloid Mycotoxin absorbancia
Paxilline in Beer (71)
A QUEChERS based
extraction procedure coupled QUEChERS seguido de UPLC-MS/MS Dezoxinivalenol (DON), Zearalenona 70-110% 0,012 - 0,038 —
9,22 30,43

to UPLC-MS/MS detection for
mycotoxins analysis in beer
(72)

extragdo em fase sélida
dispersiva (d-SPE)

(ZEA), Fumonisina B1 e B2 (FB1, FB2)),
Aflatoxinas B1, B2, G1, G2 ( AFB1, AFB2,
AFG1, AFG2), Enniatinas A, Al, B, B1
(ENNA, ENNA1, ENNB, ENNB1), Toxina
T-2 ,Toxina HT-2 , neossolaniol (NEO),
moniliformina (MON), a- zearalenol ( a-



https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814616314959
https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814616314959
https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814616314959
https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814618317485
https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814618317485
https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814618317485
https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814618317485
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ZEA), B -zearalenol ( B- ZEA), 3-
acetildeoxinivaleol (3-Ac-DON), 15-
acetildeoxinivaleol (15) -Ac-DON) e

desoxinivalenol-3-glucésido (DON-3-Gluc),
Ocratoxina A (OTA) e Beauvericina (BEA)

Mycotoxin analysis of Coluna de Imunoafinidade =~ HPLC-UV-FLD Desoxinivalenol (DON) e FumonisinaBl1  89.6%-93.3% 20-28 6,3-94
industrial beers from Brazil: (FB1)
The influence of fumonisin B1
and deoxynivalenol in beer
quality (61)
Quality and occurrence of Coluna SPE troca anidnica HPLC-UV Desoxinivalenol (DON) e Fumonisina B1 96-99% 6,6 - 21,0 -
deoxynivalenol and (FB1) 67,0 119,0

fumonisins in craft beer (54) e HPLC-FLD
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3.4. Método QUEChERS

O método QUEChERS (73), proposto para a analise de pesticidas em
alimentos, tem como objetivo ser rapido, facil, barato, efetivo, robusto e seguro.
Originalmente foi proposto a extragcao da amostra com acetonitrila, seguida de particdo
através da adicao de sais (como cloreto de sodio, NaCl e sulfato de magnésio, MgSOa4)
e clean up do extrato utilizando Extracdo em Fase Solida Dispersiva (D-SPE),

conforme representado no Figura 12.

Figura 12: Representacdo esquematica sobre o método QUEChERS
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Fonte: préprio autor

A escolha do solvente a ser utilizado na extracdo dos multirresiduos
alimentares € de extrema relevancia para o método de analise, uma vez que o
solvente escolhido deve atender alguns requisitos, como a capacidade de extrair uma
gama de substancias com diferentes polaridades, seletividade de extracéo frente aos
interferentes da matriz, particdo e clean-up, compatibilidade com diferentes técnicas

cromatograficas, baixo custo, facilidade de evaporacéo e seguranca ambiental (73).

O método QUEChERS utiliza principalmente a acetonitrila como solvente
de extracdo e este apresenta uma série de vantagens em relagdo a acetona e ao
acetato de etila, solventes normalmente utilizados na analise de multirresiduos. Dentre
as vantagens, ressalta-se a dispensa da utilizacdo de co-solvente ndo polar para
induzir uma separacao de fase com a agua, extragdo em menor escala de substancias
lipofilicas, formacéo de fases distintas de particionamento com solventes ndo polares,

facilidade em remocdo da agua residual (apos etapa de particionamento) com a
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utilizacao de agentes secantes e, por fim, a acetonitrila € um solvente mais adequado

as aplicacBes cromatograficas do que a acetona ou o acetato de etila (73).

A utilizacdo do cloreto de sédio na extracdo de multirresiduos com
acetonitrila promove o efeito salting out, o que melhora os resultados de recuperacao
de analitos polares, como as fumonisinas, por exemplo, uma vez que o aumento da
forca i6nica diminui a solubilidades dos compostos polares na fase aquosa. Além
disso, a presenca de cloreto de sodio auxilia na particdo de fases, diminuindo a

guantidade de agua na fase organica (74).

O método QUEChERS utiliza o sulfato de magnésio como agente secante
devido a sua maior capacidade em remover 4gua quando comparado a outros sais,
como o sulfato de sodio (74). Outra vantagem da utilizacdo do MgSOa4 € que a remocao
de agua torna os extratos finais de acetonitrila menos polares e causa precipitacao de
certos co-extrativos polares (73). Além disso, sua reacdo exotérmica de hidratacao,
gue aquece o sistema entre 40 e 45 °C, favorece a extracdo especialmente de
compostos polares (74).

O método QUEChERS tem como ultima etapa um clean up utilizando D-
SPE. Nesta etapa, onde ocorre a adicdo de sulfato de magnésio e uma amina
primaria-secundaria (primary secondary amine, PSA), ha a remocéo de agua residual
e um clean-up simultaneamente. Estes sorventes retém outros interferentes da matriz
gue ainda nao haviam sido retirados, possibilitando assim a obtencdo de um extrato

mais limpo para ser injetado no sistema cromatogréfico.

A utilizacdo do método QUEChERS vem sendo largamente empregada na
analise de pesticidas, medicamentos veterinarios, produtos farmacéuticos,
micotoxinas, dentre outros (75), (76) analisados por cromatografia liquida (LC) ou

cromatografia gasosa (GC) geralmente acoplados a sistemas de detec¢cdo MS.

Embora tenha apresentado bons resultados, algumas alteracdes no
método QUEChERS como modificagbes do solvente de extracdo (77), sais (78), pH
de meio (79), mudancgas de adsorventes (58) na etapa de clean up tém sido testados
para andlises de multirresiduos com a intencdo de melhorar a recuperacdo dos

analitos.
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3.5. Técnicas de analise
3.5.1. Cromatografia Liquida de Ultra-Alta Eficiéncia

A cromatografia € uma técnica empregada na separacdo de substancias
de uma mistura, normalmente obtida com base na diferenca de afinidade de um
constituinte da amostra em relacdo a uma fase moével, em comparacdo com uma fase

estacionéria (80).

Desde 1906 quando a cromatografia foi definida pela primeira vez,
crescentes buscas por melhorias no sistema cromatogréafico foram feitas para obter
separacOes de alto rendimento e eficiéncia. A reducdo do tamanho das particulas e
da coluna cromatogréafica eram desafiadores, entretanto, também era uma maneira

eficiente de melhorar a resolucdo dos picos e aumentar a velocidade da corrida (81).

O sistema de cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia (UHPLC) tornou
o desafio realidade, permitindo a utilizacdo de colunas cromatograficas menores com
menor tamanho de particula, 0 que aumenta a resisténcia ao fluxo sendo, portanto,

um sistema capaz de suportar altas pressoes (82).

Essas caracteristicas do sistema de UHPLC fazem com que ele seja capaz
de separar, identificar e quantificar compostos de maneira rapida e eficaz. O menor
tempo de andlise em relacéo ao sistema de HPLC, pode facilitar a separacéo e analise
de misturas complexas, ao mesmo tempo que reduz o consumo de solvente, além de
possibilitar uma melhor relacéo sinal/ruido jA que particulas menores geram picos
mais estreitos e altos (82). Desta forma, a sensibilidade dos sistemas cromatogréaficos

€ acentuada com a utilizagdo do UHPLC.

Entretanto, como as particulas sdo muito pequenas (normalmente abaixo
de 2 ym), a largura do pico a meia altura € menor do que um segundo, o que significa
que o sistema de deteccdo dos analitos deve ter uma alta taxa de amostragem,
dispersdo minima e alta taxa de aquisi¢cao (pelo menos 20 - 40 pontos/s) (82) (83). O

espectrometro de massas € um detector adequado para os sistemas de UHPLC,

atendendo todas as caracteristicas para uma analise precisa e reprodutivel.
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3.5.2. Espectrometria de massas

A espectrometria de massas € uma técnica empregada para identificar e
qguantificar compostos além de elucidar estruturas de moléculas, utilizando para isso

suas relacdes de massa/ carga (m/z).

Para uma amostra ser analisada por um espectrometro de massas, ela
deve ser introduzida por um dispositivo (“inlet”) e direcionada para a fonte de
ionizacdo. Quando o cromatografo € utilizado como fonte de introdugdo de amostra
ao MS, os compostos correspondentes a cada pico cromatografico gerados apos a
separacao da amostras sdo individualmente introduzidos na fonte de ionizacéo para
serem ionizados e posteriormente separados no analisador e transportados para

detecgéo e quantificagéo (84).

As fontes de ionizacdo para um sistema de cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas diferem de sistemas acoplados a cromatografos gasosos,
ja que os GC utilizam da injecédo direta de uma amostra gasosa no espectrometro
sendo, portanto, compativeis com a necessidade de alto vacuo do espectrémetro de
massas. Alguns problemas como a incompatibilidade do bombeamento de solventes
liquidos para o interior da fonte do espectrébmetro, compostos pouco volateis ou
sensiveis a temperaturas, impedem que as técnicas de ionizacao utilizadas em GC

sejam aplicadas a cromatografia liquida (85).

Trés fontes de ionizacdo a pressao atmosférica, permitem o acoplamento
de cromatoégrafos liquidos ao espectrobmetro de massas, facilitando a transferéncia da
amostra que sai da coluna para a fase gasosa e a ionizacao dos analitos (84), sendo
elas a ionizacdo por eletronebulizacdo (Electrospray lonization, ESI), ionizacéo
guimica a pressao atmosférica (Atmospheric Pressure Chemical lonization, APCI) e a
ionizacao por fotons a pressao atmosférica (Atmospheric Pressure Photon lonization,
APPI).

A ESI é a forma de ionizacdo mais empregada no acoplamento LC-MS, por
ser compativel com amostras muito polares ou idnicas, de baixa estabilidade térmica

e massa molecular elevada (84).

Em ESI, a fase movel na qual o analito encontra-se dissolvido passa

através de um capilar, a pressédo atmosférica, mantido sob alta voltagem, onde séo



26

formadas pequenas gotas. Um fluxo de gas, geralmente nitrogénio, passa
perpendicularmente a gota, reduzindo seu tamanho por dessolvatacdo. O acumulo de
cargas de mesmo sinal em um pequeno espago acarreta a repulsdo, ocasionando a
“‘explosdo couldbmbica”, transferindo os ions para a fase gasosa os quais sao
encaminhados para o analisador (85). Como em ESI a ionizagcao ocorre diretamente
na solucdo, compostos sensiveis a temperatura podem ser ionizados sem sofrer

degradacéo (85).

No analisador os ions sdo separados de acordo com a sua relacao
massa/carga (m/z). Existem cinco principais analisadores, sendo eles o de Setor
Magnético (B), Quadrupolo (Q), o lon Trap (IT), Tempo de Véo (Time-of-Flight
Analiser, TOF) e o Orbitrap. Frequentemente os analisadores sédo acoplados de modo
a aumentar a seletividade, sensibilidade ou rapidez da analise. As caracteristicas de
construcdo e operacdo diferem de um analisador para outro, assim como seus
beneficios e limitacbes. Desta forma, ndo existe um analisador de massas que seja

ideal para todas as aplicacdes (84).

Um acoplamento muito utilizado em analises quimicas € do analisador
triploquadrupolo (QgQ), onde ha a juncéo de trés quadrupolos seguidos aumentando
a seletividade do detector. Embora seja formado por trés analisadores em série, nem
todos eles sao utilizados na separacdo dos ions de mesma razdo m/z. O segundo
guadrupolo funciona como uma cela de colisdo, em que ocorre a fragmentacao dos
ions selecionados no primeiro quadrupolo além de também ser empregado como
direcionador dos ions produzidos ao terceiro quadrupolo (85). O triploquadrupolo é um
dos analisadores hibridos que permite o monitoramento da fragmentacdo de varios
ions precursores simultaneamente, sendo este modo de varredura denominado

monitoramento de reac¢des multiplas (multiple-reaction monitoring, MRM) (85).

O emprego da espectrometria de massas acoplado a cromatografia liquida
utilizando o modo de varredura MRM possibilita a detec¢cdo de compostos presentes
em baixas concentracbes em matrizes complexas, uma vez que a detectabilidade &
aumentada com consecutiva diminuicdo da interferéncia espectral de compostos
presentes na matriz, além de aumentar a quantidade de informacao estrutural que se
pode obter (85).
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Apos sairem do analisador, os ions formados sdo encaminhados ao
detector, ultimo modulo de um espectrometro de massas, que registra a carga
induzida ou a corrente produzida quando um ion atravessa uma superficie ou atinge

sua superficie (84).
3.6. Validacao

A validacdo de meétodos analiticos é definida pelo VIM (Vocabulario
Internacional de Metrologia) como verificagdo na qual os requisitos especificados sao
adequados para um uso pretendido (86). De modo geral, a validacdo € necessaria
para verificar se 0 método analitico proposto € aplicavel a um tipo especifico de matriz
numa taxa de concentracdo definida do analito, garantindo que os resultados
analiticos expressem o contetdo das amostras com um padréo aceitavel de precisdo
(87).

Para afirmar a qualidade e a comparabilidade dos resultados analiticos
produzidos por laboratérios aprovados para o controle oficial de residuos, devem-se
aplicar métodos validados que assegurem a conformidade dos procedimentos e
critérios de desempenho, garantindo a rastreabilidade dos métodos frente as normas

comuns aos laboratérios (88).

Para métodos analiticos de controle dos teores de micotoxinas em matrizes
alimentares, os critérios de desempenho estdo descritos no Regulamento (CE) N°
401/2006 da Comissao de 23 de Fevereiro de 2006 (89), bem como em critérios
especificos da Diretiva 2002/657/CE (88) e dos documentos SANTE/11813/2017 (90)
de pesticidas e SANTE/12089/2016 de micotoxinas (91).

Os indicadores de desempenho sdo definidos pelo manual de garantia da

qualidade como (13) :

Linearidade: capacidade de o método produzir resultados diretamente proporcionais

a concentragdo do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado.

Seletividade: capacidade do procedimento analitico de discriminar entre a substancia
a analisar e substancias analogas (isbmeros, metabdlitos, produtos de degradacéo,
substancias endogenas, componentes da matriz, isGbaros e componentes que

possam gerar interferéncia poliatbmica, entre outras).
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Efeito Matriz: objetiva averiguar possiveis interferéncias causadas pelas diversas
substancias que compdem a matriz amostral, gerando, basicamente, fenémenos de

diminuicdo ou ampliagao do sinal instrumental ou resposta instrumental.

Veracidade/Recuperagdo: concordancia entre a média de um numero
suficientemente grande de resultados de um ensaio e o valor de referéncia aceito

convencionalmente como verdadeiro.

Precisdo: estimativa da dispersdo de resultados entre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, em condicdes

definidas.

Limites de Deteccédo (LD): valor medido, obtido por um dado procedimento de
medicdo, para o qual a probabilidade de declarar falsamente a auséncia de um
componente em um material € 3, sendo a a probabilidade de declarar falsamente a

sua presenca.

Limites de Quantificacdo (LQ): menor concentracdo ou teor que pode ser

quantificado com a maior incerteza aceitavel ou incerteza maxima aceitavel.

Robustez: avalia o quao sensivel o resultado analitico € frente as variacdes nas
condi¢cbes experimentais do procedimento analitico. Esta pode ser avaliada durante
as etapas de otimizacdo do método, na qual sao feitas variagcbes nas condicbes de
extracdo e de andlise instrumental. Dispensando, muitas vezes, a necessidade da

realizacdo de experimentos adicionais.

Limite de Decisao (CCa) e Capacidade de Detecgdo (CC): parametros que
medem o desempenho do procedimento analitico, levando em consideracdo a

incerteza da medicdo no nivel de concentracao trabalhado.

4. MATERIAIS E METODOS

A identificacdo e quantificacdo das micotoxinas foram realizadas no
Laboratorio de Controle de Qualidade e Segurancga Alimentar (LACQSA), que é um
dos laboratérios oficiais do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA). Referéncia em analises de micotoxinas em produtos de origem vegetal e
animal, o LACQSA pertence ao Laboratoério Federal de Defesa Agropecuaria de Minas
Gerais (LFDA-MG).
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4.1. Amostras

Para o desenvolvimento, otimizacdo e validacdo do método de analise,

foram utilizadas cervejas do tipo Pilsen, adquiridas em comércio local.

Cinco amostras foram combinadas para a obtencdo de um pool e
posteriormente desgaseificadas, sendo armazenadas em um frasco de vidro e
mantidas em geladeira sob-resfriamento a (2-8°C) durante os estudos de otimizagao

e validagdo do método.

Para o estudo da ocorréncia de micotoxinas, foram adquiridas dez
amostras em comércio local das cervejas dos tipos Pilsen, Lager, de trigo e sem

alcool, conforme demonstra Tabela 2.

Tabela 2: Identificagdo das amostras obtidas em comércio local

Identificacao (Lote) Tipo Ingredientes
TM 20:52 B Pilsen Agua, malte e lupulo
T™M A 14:10 Lager Aguas, malte, cereais ndo maltados e
lGpulo
JA13:282 A Sem alcool Agua, malte, cereais ndo maltados,

carboidratos e lapulo

L9090076CC 21:44 Pilsen Agua, malte, cereais ndo maltados e
lGpulo
P100:552 A Lager Agua, malte e lapulo
L9119076F0931 Pilsen Agua, malte, milho e lipulo
JC15:534 Lager Agua, malte de cevada, lGpulo e extrato

de casca de laranja

MG02:231 Pilsen Agua, malte, cereais ndo maltados e
lGpulo
L82 Cerveja de trigo (weiss) Agua, maltes (cevada e trigo), ltpulo,

levedura e antioxidante INS316

1763 Cerveja de trigo (Hefe Agua, maltes de cevada, malte de trigo e
weizen) [Gpulo.

Fonte: préprio autor
Todas as amostras também passaram pelo processo de desgaseificacdo e
foram armazenadas individualmente em frascos de vidro e mantidas em geladeira

sob-resfriamento a (2-8°C) durante a realizacdo do experimento.
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4.2. Sistema UHPLC-MS/MS

Para separacdo, identificacdo e quantificacdo das micotoxinas foi
empregado um cromatografo liquido de ultra-alta eficiéncia da Agilent, modelo 1290
(Santa Clara, USA) acoplado a um espectrometro de massas sequencial da Sciex,
modelo QTRAP 6500 (Toronto, Canada).

4.3. Padrodes

Os padrdes de aflatoxina B1, G1 e G2, citrinina, ergonovina, zearalenona,
citreoviridina A, a-ergocriptina, deoxinivalenol e toxina T-2 foram adquiridos junto a
Sigma Aldrich (Saint Louis, USA). Os padrées de acido penicilico, aflatoxina B2,
dihidroergocristina, ergocristina, ergocristinina, ergocornina, ocratoxina A e
fumonisina B1, foram obtidos junto a empresa Biopure (Getzersdorf, Austria). E a
micotoxina ergosina foi adquirido junto a empresa LGC Standards (Middlesex, Reino
Unido). A pureza dos padrfes variou de 96,6 - 99,7%. Também foi usado material de
referéncia certificado (MRC) de Deoxinivalenol adquirido junto a empresa Sulpelco
Trace Cert (Bellefonte, USA) no segundo e terceiro dia de validacdo: Lote XA19691V,
99,5% de pureza em solugéo de acetato de etila:metanol 95:5 (v/v).

A relacéo dos analitos encontra-se descrita na Tabela 3.
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Tabela 3: Identificagdo dos analitos sob investigacgéao.

3-acetil- 50722- 15-acetil- 88337-
deoxinivalenol 38-8 822.4 deoxinivalenol 96-6 338.4
0]
OH
Acido penicilico 90-65-3 HC_ 0 170,2 Aflatoxina B1 116§'65' 312,3
(9]
H,C CH,
Aflatoxina B2 7223‘81' 3143 Aflatoxina G1 1162'39' 328.3
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7241-98-

Aflatoxina G2 7 330,3 Citrinina 518-75-2 250,2

o) OH

(o] OH
Zearalenona L7 318,4 Ocratoxina A 303-47-9 g ? 4038
w
Cl
JH 0OH
OH F
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- 51481- Deoxinivalenol-3-  131180- 0 —4

Deoxinivalenol 10-8 296,3 glucosideo 517 458,5
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. 116355- . - 25425-
Fumonisina B1 83-0 721,8 Citreoviridina A 12-1 402,5
Ergocristina 511-08-0 6097 | Diidroergocristin - 1747- 611,7
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Ergocristinina 511-07- " 609,7 Ergocornina 564-36-3 561,7
09 S~
S
A
MH
a-ergocriptina 511-09-1 575,7

Fonte: adaptado de Fermentek (31) e ChemSpider (32)
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4.4, Materiais
I. Homogeneizador de amostra automatizado da SPEX SamplePrep,
modelo Geno/Grinder (Metuchen, USA);

ii. Centrifuga com rotores para tubos de 50 mL e capacidade de rotacao
de até 4000 rpm, Thermo (Waltham, USA);

iii. Concentrador de amostras capacidade de rotacdo de até 1500 rpm e
aquecimento na faixa de 30°C a 60°C, marca Christ modelo RVC 2-18 CDplus
(Osterode am Harz, Alemanha) acoplado a bomba de vacuo marca vacuubrand,
modelo MZ 2C NT + AK+ EK (Wertheim, Alemanha);

iv. Espectrofotometro de ultravioleta tipo UV-1800 da Shimadzu (Quioto,
Japao).

v. Micropipetas com capacidade de 20 a 10000 pL, Gilson (Middleton,
USA);

vi. Tubos de polipropileno com tampa para centrifuga com capacidade de
50 mL,;

vii. Coluna cromatografica com recheio C18 da marca Thermo, modelo
Hypersil Gold e dimensdes de 50 x 2.1mm x 1.9 um, Agilent (Waltham, MA USA);

viii.  Pré-coluna com recheio de C18, da marca Waters (Elstree, Inglaterra);

ix. Densimetro automatico digital Anton Paar modelo DMA 4500 (Graz,

Austria).

4.5, Reagentes

i. Agua ultrapura (tipo I);

ii. Acetonitrila grau HPLC, J. T. Baker (Center Valley, USA).;

iii.  Metanol grau HPLC, J.T. Baker (Center Valley, USA).;

iv. Acido acético glacial p.a., Exodo Cientifica (Sumaré, Brasil);

v. Acetato de amobnio p.a., CRQ Quimica (Diadema, Brasil);

vi. Sulfato de magnésio anidro p.a., Spectrum (New Brunswick, USA);
vii.  Sulfato de magnésio anidro p.a., Sigma Aldrich (Saint Louis, USA);

viii. ~ Cloreto de sodio p.a., Dinamica (Indaiatuba, Brasil).
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4.6. Solugdes
4.6.1. Solucao padrao estoque

As solugbes padrao estoque utilizadas foram aproveitadas de outro projeto
realizado no Lacqgsa (92). Por ser instavel e facilmente degradavel, a solucéo estoque
de deoxinivalenol precisou ser renovada e padronizada mensalmente. Todas as
solugdes estoque foram preparadas em acetonitrila, exceto a solugcédo de fumonisina
B1, que foi preparada em acetonitrila:agua na propor¢éo 1:1 (v/v). As substancias que
absorvem na regido do ultravioleta visivel (UV-VIS) foram previamente padronizadas
de acordo com o Manual da Garantia da Qualidade Analitica (13). As concentracdes

das micotoxinas podem ser observadas na Tabela 4.

Tabela 4: Concentragdes das solugdes estoque das micotoxinas.

Micotoxina Concentracdo Massa molecular  Absorvitividade Molar
disponivel (g/mol) (A)*
(Mg/mL)
15-acetil-desoxinivalenol 1000 338.4 **
3-acetil-desoxinivalenol 100,5 322,4 *

Acido penicilico 99,6 170,2 *x
Aflatoxina B1 100 il %) 20700 (350 nm)
Aflatoxina B2 100 314.3 22500 (350 nm)
Aflatoxina G1 100 3283 17600 (350 nm)
Aflatoxina G2 100 330,3 18900 (350 nm)

Alfa-ergocriptina 1220 5757 **

Citreoviridina A 100 402,5 44925 (383 nm)

Citrinina 20 250.2 **
Deoxinivalenol * 296 3 6400 (208 nm)
Deoxinivalenol-3-glucosideo ND 4585 **
Deoxinivalenol-15-glucosideo ND 458 5 i
Dihidroergocristinina 200,2 6117 **
Ergocornina 100,4 561,7 *k
Ergocristina 167,7 609.7 **
Ergocristinina 50,2 609,7 *k

Ergonovina (ergometrina) 51 325 4 **
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Micotoxina Concentracdo Massa molecular  Absorvitividade Molar
disponivel (g/mol) (A)?
(Mg/mL)
Ergosina 173 547.6 **
Fumonisina B1 102,3 7218 **
Ocratoxina A 100 403.8 5440 (333nm)
Toxina T-2 1000 466,5 **
Zearalenona 2000 2000 6000 (314 nm)

Fontes: préprio autor e * Manual da Garantia da Qualidade Analitica (13).
* A concentracdo da solucéo estoque variava de acordo com o més de analise

** Ndo absorvem na regido do UV/VIS
ND = padré&o n&o disponivel

Os padroes das micotoxinas 15-acetil-deoxinivalenol, 3-acetil-
deoxinivalenol, deoxinivalenol-15-glucosideo e deoxinivalenol-3-glucosideo, néo
estavam disponiveis ou estavam disponiveis em pequena quantidade. Desta forma, a
presenca destes analitos foi avaliada apenas qualitativamente em amostras de
cerveja, uma vez que nao foi possivel a inclusdo desses compostos na etapa de

validacéo.
4.6.2. Solucdes pool de micotoxinas

As solugBes estoque disponiveis foram diluidas em acetonitrila para o
preparo de um pool de micotoxinas, com a auséncia apenas das micotoxinas
deoxinivalenol e fumonisina B1. A fumonisina B1 foi diluida separadamente, pois sua
concentracéo na solucéo estoque era relativamente baixa para a composi¢ao do pool,
necessitando de um volume muito grande para alcancar a concentracéo desejada. Ja
o deoxinivalenol precisou ser separado do pool devido a sua baixa estabilidade. A
concentracdo do pool foi definida de modo a permitir a fortificagdo dos extratos no

maior nivel de concentracéo avaliado.

A concentracdo de cada analito no pool pode ser observada na Tabela 5.

Tabela 5: Concentra¢do das micotoxinas no pool.

Pool Analito Concentracao do padréo no pool (ug/mL)

Aflatoxina B1 0,16

Aflatoxina B2 0,10
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Pool Analito

Concentragéo do padrao no pool (ug/mL)

Aflatoxina G1 0,10

Aflatoxina G2 0,10

Citreoviridina A 1,00

Ocratoxina A 0,50

Zearalenona 5,20

Toxina T-2 8,00

Citrinina 0,53

acido penicilico 0,73

a-ergocriptina 0,73

Dihidroergocristina 0,76

Ergonovina (ergometrina) 0,76

Ergosina 0,76

Ergocornina 0,76

Ergocristinina 0,65

Ergocristina 0,74

2 Fumonisina B1 50,47
3 Deoxinivalenol 37,40

Fonte: préprio autor

4.6.3. Solucdes de eluicao

Foram utilizadas como fase moével, uma adaptacéo das solucdes utilizadas

em projeto desenvolvido anteriormente no LACQSA (92):

A. Agua ultrapura com 0,1% (v/v) de &cido acético p.a., 2% (v/v) de metanol

grau HPLC e 5 mM de acetato de amdnio p.a.

B. Acetonitrila grau HPLC com 0,1% (v/v) de acido acético.
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O gradiente utilizado foi iniciado em 99% da fase A e mantido por 1,3 min.,
sendo que, em 1,7 min., passou para 70% de A. De 1,7 a 7,4 min. reduziu linearmente
até 35%, e em 7,8 min., retomou a condi¢ao inicial do método até 8,5 min, sendo este
o tempo total da andlise. O volume de injegdo da amostra foi de 5,0 pL, a temperatura
da coluna foi mantida a 30 °C e do auto-amostrador 10 °C e o fluxo da fase moével foi

mantido constante a uma vazao de 0,40 mLmin.

Na Figura 13 pode-se observar o gradiente utilizado no método:
Figura 13: Representacado do gradiente de eluicao

Gradiente utilizado no método para determinagé@o de micotoxinas em cerveja
== Fase A == FaseB

100
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(%) de fase movel

25

0 2 4 6 8

Tempo (min)
Fonte: préprio autor

4.7. Método

4.7.1. Otimizacdo dos parametros de tensdo do espectrémetro de

massas

Para a determinacdo dos parametros de tensdo do espectrometro de
massas (Declustering Potential, “DP”; Entrance Potential, “EP”; Collision Energy, “CE”
e Collision Cell Exit Potential, “CXP”) foi utilizado uma solugado de cada micotoxina na
concentracdo aproximada de 0,1 pg/mL, aplicando a fase mével “B” como solvente.
Uma injecdo direta, empregando uma seringa de infuséo, foi realizada no

equipamento numa vazao de 10 pL/min.

Foram utilizados dados de m/z do ion precursor da literatura para a
otimizacdo dos parametros de tenséo (93). O ESI-MS / MS foi operado no modo de

monitoramento de reag&do multipla (MRM), sendo monitoradas as polaridades positiva
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e negativa. Durante a varredura, foram procurados por pelo menos duas reacdes de
fragmentacao por analito. As configuracdes da fonte ESI ja haviam sido programadas
em trabalho anterior (92) e estavam projetadas para operar nas seguintes condi¢des:
temperatura da fonte 500 °C, fonte de ions gas 1 (gas de revestimento) 50 psi, ion gas
fonte 2 (gas de secagem) 45 psi, tensdo de pulverizacdo de ions +4500 V e -4500 V
para as polaridades positiva e negativa, respectivamente. A pressao do gas de colisdo

(nitrogénio) foi atribuida como Medium.
4.7.2. Otimizagao do procedimento de extragdo

Um estudo de otimizacdo univariado do método dilute and shoot (69) foi
feito para o procedimento de extracdo, onde foram analisadas a composicao da
solucdo extratora, a quantificacdo dos residuos néo volateis dos extratos obtidos e a

avaliacao do efeito da forca idnica sobre a extracdo das micotoxinas.

Para a andlise da composicdo da fase extratora, 1 mL de amostra
desgaseificada foi fortificada com 20 pL de um pool de micotoxinas em um tubo Falcon
com capacidade para 15 mL. 4 mL de solucdo extratora, com variaces entre 0% a
100% de metanol em acetonitrila, foram acrescentados ao tubo. A mistura foi agitada
em vortex por 1 minuto e centrifugada a 4000 rpm durante 10 minutos. Aliquotas de 1
mL do sobrenadante foram pipetadas, transferidas para vials e analisadas em UHPLC

acoplado ao espectrobmetro de massas no modo sequencial.

A gquantificacdo dos residuos néo voléateis foi feita através da evaporacgéo
de 1 mL dos extratos obtidos com as solu¢des de extracdo em diferentes proporgoes,
utilizando um concentrador de amostras com aquecimento a 44°C. Os tubos de ensaio
com os extratos foram pesados antes e depois da evaporacao para a determinacao

dos solidos residuais.

A avaliacdo do efeito da forga ibnica sobre a extragdo das micotoxinas na
amostra de cerveja foi feita através da analise univariada da adi¢cao de 0,5 g de acetato
de sddio e 100 pL de acido férmico em 1 mL de cerveja desgaseificada fortificada com
20 pL do pool de micotoxinas. Nessa etapa da otimizacé&o foi utilizado como solvente
a solucéo acetonitrila:zmetanol 80:20 (v/v). As misturas obtidas foram agitadas em
vortex por 1 minuto e centrifugadas a 4000 rpm durante 10 minutos. Aliquotas de 1
mL dos sobrenadantes foram pipetadas, transferidas para vials e analisadas em

UHPLC acoplado ao espectrometro de massas no modo sequencial.
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Paralelamente aos experimentos do método de dilute and shoot, foi
realizada uma otimizacdo do método QUEChERS (73). Para isso, foi realizado um
planejamento de experimento fatorial 24, tendo como varidveis a porcentagem de
acetonitrila e metanol como solventes de extracdo, porcentagem de acido férmico para
a acidificacdo da amostra, e as quantidades dos sais cloreto de sddio e sulfato de
magneésio a serem adicionadas ao meétodo. A Tabela 6 apresenta as variaveis

avaliadas no planejamento de experimentos.

Tabela 6: Variaveis avaliadas no planejamento de experimentos do método QUEChERS

Fatores +1 -1
Solvente

(% de ACN) 100 50

Acido Férmico (%) 5 0

NacCl (g) 2,5 0

MgSOas (g) 3 0

Fonte: préprio autor

Para a realizacdo da otimizacdo do método QUEChERS, 4 mL de cerveja
desgaseificada do tipo Pilsen foram pipetados para um tubo Falcon de 50 mL e
fortificados com 40 uL de cada pool de micotoxinas. Foi adicionado aos tubos Falcon
16 mL do solvente de extracédo, onde as proporcdes de acetonitrila foram variadas de
100 a 50% (100% acetonitrila ou 50:50 v/v acetonitrila:metanol). A mistura foi
homogeneizada por 10 minutos a 1000 rpm no homogeneizador de amostras. A
acidificacdo da amostra com &cido férmico e a adicdo de cloreto de sddio foram
efetuadas antes da adicdo do sulfato de magnésio. A adicdo do agente secante foi
realizada por ultimo ja que sua reacao de hidratacédo exotérmica poderia superaquecer
0 sistema, caso fosse adicionado antes da solucao extratora, podendo comprometer

os resultados da analise.

Os tubos foram agitados por 10 minutos no homogeneizador de amostras
e centrifugados a 4000 rpm pelo mesmo tempo. Uma aliqguota de 10 mL do
sobrenadante foi pipetada, vertida em um tubo Falcon de 15 mL e evaporada a um
volume menor do que 2 mL no concentrador de amostras. O volume do extrato foi

elevado a 2 mL no proprio tubo Falcon, utilizando como solvente metanol: agua 1:1
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(v/v). O extrato obtido foi colocado em vial e analisado através da analise

cromatografica (UHPLC) acoplada ao espectrémetro de massas no modo sequencial.

4.7.3. Parametros de validagéo

Para a validacdo do método de analise de micotoxinas em cerveja
empregando UHPLC-MS/MS, foi utilizado como referéncia o Manual de Garantia da
Qualidade Analitica (13), do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), a Diretiva 2002/657/CE (88) o Regulamento (CE) N° 401/2006 da Comisséao
de 23 de Fevereiro de 2006 (89) e os documentos SANTE 11813/2017 (90) e
12089/2016 (91). As figuras de mérito avaliadas foram seletividade, efeito matriz,
linearidade, veracidade e precisdo, Limites de Deteccéo (LD), Quantificacdo (LQ),
decisao (CCa), capacidade de deteccao (CCp) e incerteza de medicao. A robustez foi

avaliada durante os experimentos de otimizacdo do método.

Para tal estudo foram realizados ensaios com solucbes padrdo de
micotoxinas e material de referéncia certificado (MRC) de deoxinivalenol. Como

branco, foi utilizado o extrato de um pool de cervejas do tipo Pilsen.
4.7.3.1. Seletividade

A seletividade foi avaliada de acordo com o Manual de Garantia da
Qualidade Analitica (13), que determina que o analista deve analisar amostras
brancas e averiguar a presenca de interferentes na regiao de interesse que se espera
a eluicdo do analito. Caso exista algum interferente, a seletividade do método s6 é
aceitavel se o sinal do interferente ndo ultrapassar 30% do sinal apresentado para o

analito na concentragéo referente ao limite de deteccéo.
4.7.3.2. Efeito matriz

Para avaliacdo do efeito matriz, foi construida uma curva de calibracdo, em
triplicata de preparo e unicata de injecdo, de analito em solvente com sete niveis de
concentracdo, usando solugcbes padréo de calibracdo, de analito puro em solvente
puro. Em paralelo, foi preparada uma curva de calibragdo, em duplicata de analise e
duplicata de injecdo, através do extrato da matriz branca fortificada com padrdes de

calibragéo.
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O critério adotado para determinacdo do efeito matriz foi a comparacéo
entre os interceptos e os coeficientes angulares das curvas em matriz e em solvente.
As avaliacdes estatisticas foram feitas a partir dos testes F (Fischer-Snedecor) para
avaliacdo de variancias combinadas ou distintas (13). A equacdo 1 demostra os

calculos utilizados para avaliar o teste F:

Equacéo 1

_ Sf/ _ 522/
F = 522 ou F = 512

Onde:

S1 e Sz = variancia dos dois grupos de amostras matrizadas e néo

matrizadas, com a maior variancia no numerador.

Caso as variancias fossem distintas (F calculado > F tabelado), €ra considerado
gue a matriz tinha efeito importante sobre a precisdo do método, sendo, portanto,
considerado efeito matriz. Caso contrario, se as variancias fossem consideradas
iguais (F calculado < F tabelado), 0S desvios-padréo dos interceptos eram agrupados, assim
como os desvios padrdes das inclinacdes, e a igualdade testada com a distribuicéo t
de Student (94). As equacdes 2 e 3, demostram os célculos utilizados para avaliacao

do teste t:

Equacéo 2

Onde:

X, — X, = sdo as médias das respostas dos analitos para amostras com e sem matriz

no mesmo nivel de concentracao.
Equacgéo 3

(ny — 1) S + (np; —1)S?

S? =
(ny +ny, —2)

n,e n, = numero de amostras paralelas nos dois grupos.
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A um nivel de significancia de 5% (a=0,05), foram assumidas duas
hipoteses: Ho - as curvas apresentam o mesmo intercepto e coeficiente angular e Hi
- as curvas possuem intercepto e coeficiente angulares distintos. Foram considerados
efeitos de matriz quando os interceptos e coeficientes angulares eram distintos entre

as curvas.
4.7.3.3. Linearidade

A linearidade foi avaliada de acordo com o manual de garantia da qualidade
analitica, que aconselha que a curva de calibragdo seja constituida por pelo menos
cinco niveis de concentracdo preparados independentemente por no minimo trés

vezes sendo as leituras instrumentais realizadas aleatoriamente (13).

Para a avaliacdo da linearidade, foram preparadas sete curvas de
calibracdo independentes, construidas atraves do extrato da matriz branca fortificada,
no decorrer dos trés dias de validacdo. Cada curva foi preparada com sete niveis de
concentracédo distribuidos equidistantemente e injetados em duplicata no sistema de
UHPLC-MS/MS. Desta forma, foram obtidos 14 resultados de analise para cada ponto
da curva em condicbes de precisdo intermediaria. Foram preparados e injetados

também, dezesseis extratos de matriz branca isentos de matriz e fortificagao.

Para a preparacao da curva de calibracdo, 3625 yL de extrato de matriz
branca foram fortificados com 125 pL de cada um dos trés pools de micotoxina,
totalizando 4000 pL de extrato de matriz branca fortificado. O extrato fortificado foi
entdo submetido a seis etapas de diluicdo com extrato de matriz branca nao fortificado
para obtencdo dos pontos da curva de calibracdo. As concentracdes das micotoxinas
no extrato da matriz branca fortificado, bem como as diluicbes efetuadas para a
obtencéo das curvas de calibragéo e as concentracdes dos analitos em cada ponto

da curva, podem ser observados nas Tabelas 7, 8 e 9, respectivamente.

As concentragOes da curva de calibragéo foram escolhidas com base nos
limites de deteccdo de micotoxinas no arroz (95), ja que é a matriz de trabalho do
LACQSA com menos interferentes amostrais onde sao alcancados baixos limites de
deteccdo. Como a cerveja é composta por aproximadamente 90% de 4gua, os limites
de fortificagéo escolhidos, bem como os limites de detecg&o, deveriam ser baixos o

suficiente para a avaliacdo da presenca das micotoxinas nesta matriz.
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Tabela 7: Concentracdo das micotoxinas no extrato da matriz branca fortificado para
elaboracéo de curva de calibracdo em relacdo a quantidade de analito na cerveja e em extrato.

Concentracdo na matriz

Analito Concentragao no extrato (ugmL-1)

(ugL)
Acido Penicilico 18,250 0,023
Aflatoxina B1 4,000 0,005
Aflatoxina B2 2,500 0,003
Aflatoxina G1 2,500 0,003
Aflatoxina G2 2,500 0,003
Citrinina 13,250 0,017
Citrioviridina 25,000 0,031
Deoxinivalenol 935,000 1,169
Dihidroergocristinina 19,025 0,024
Ergocornina 19,075 0,024
Ergocristina 18,450 0,023
Ergocristinina 16,325 0,020
Ergonovina 19,000 0,024
Ergosina 19,025 0,024
Fumonisina B1 1250,000 1,563
Ocratoxina A 12,500 0,016
Toxina T-2 200,000 0,250
Zearalenona 130,000 0,163
a-ergocriptina 18,325 0,023

Fonte: préprio autor

Tabela 8: Dilui¢Oes realizadas para obten¢é&o da curva de calibragéo.

Volume de extrato branco Volume de extrato

Ponto fortificado (uL) branco (uL) Volume final (kL)
1 1000 0 1000
2 800 200 1000
3 600 400 1000
4 400 600 1000
5 200 800 1000

6 100 900 1000
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Ponto Volume de extrato branco Volume de extrato omernallih
fortificado (uL) branco (uL) H
7 80 920 1000

Fonte: préprio autor

Tabela 9: Concentracdo dos analitos calculada para cada nivel da curva de calibracao.

Nivel

Analito 1 2 3 4 5 6 7

Concentracgéo (ugL?)

Acido Penicilico 18,250 14,600 10,950 7,300 3,650 1,825 1,460
Aflatoxina B1 4,000 3,200 2,400 1,600 0,800 0,400 0,320
Aflatoxina B2 2,500 2,000 1,500 1,000 0,500 0,250 0,200
Aflatoxina G1 2,500 2,000 1,500 1,000 0,500 0,250 0,200
Aflatoxina G2 2,500 2,000 1,500 1,000 0,500 0,250 0,200

Citrinina 13,250 10,600 7,950 5,300 2,650 1,325 1,060
Citrioviridina 25,000 20,000 15,000 10,000 5,000 2,500 2,000
Deoxinivalenol 935,000 748,000 561,000 374,000 187,000 93,500 74,800

Dihidroergocristinina 19,025 15,220 11,415 7,610 3,805 1,903 1,522

Ergocornina 19,075 15,260 11,445 7,630 3,815 1,908 1,526
Ergocristina 18,450 14,760 11,070 7,380 3,690 1,845 1,476
Ergocristinina 16,325 13,060 9,795 6,530 3,265 1,633 1,306
Ergonovina 19,000 15,200 11,400 7,600 3,800 1,900 1,520
Ergosina 19,025 15,220 11,415 7,610 3,805 1,903 1,522

Fumonisina B1 1250,000 1000,000 750,000 500,000 250,000 125,000 100,000

Ocratoxina A 12,500 10,000 7,500 5,000 2,500 1,250 1,000

Toxina T-2 200,000 160,000 120,000 80,000 40,000 20,000 16,000
Zearalenona 130,000 104,000 78,000 52,000 26,000 13,000 10,400
a-ergocriptina 18,325 14,660 10,995 7,330 3,665 1,833 1,466

Fonte: proprio autor

A avaliacdo de outliers foi realizada pela aplicacdo do teste de Jacknife
(94). O grafico foi tracado pelo Método dos Minimos Quadrados Ponderados (MMQP)
para obtencdo dos parametros de regressao linear, yi = aw, + PwXi onde aw é 0

intercepto e Bw a inclinacdo, conforme recomendacdo do manual de garantia da
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qualidade analitica (13), eliminando assim a necessidade de se fazer o teste de

homocedasticidade da curva de calibracéo .

A normalidade e independéncia dos residuos da regressdo ponderada
foram investigados através dos testes Ryan-Joiner (96) e Durbin-Watson (97),
respectivamente. A avaliacdo da significancia da regressao foi realizada através do

teste t.
4.7.3.4. Veracidade e precisao

A veracidade do método foi avaliada através da recuperacédo analitica. Para
isso, foram analisados extratos de matriz brancos (isentos de analitos) sem fortificacao
e amostras fortificadas com os padrées de micotoxinas em quatro niveis de
concentracdo, sendo sete replicatas reais de analise em trés dias de validacao,
totalizando 21 resultados de analise para cada ponto de fortificacdo. As concentracdes
de cada micotoxina nos quatro niveis de fortificacdo podem ser observadas na Tabela
10. Como a cerveja é composta por aproximadamente 90% de agua, foram escolhidos

limites de fortificacdo baixos, para a avaliacdo da presenca das micotoxinas na matriz.
O fator de recuperacéo Frec foi calculado pela Equagéo 4 (13) :

Equacéo 4

Frec =L = an x100

a

Onde,
Ct = teor medido apés fortificacdo da matriz branca;
Cni = teor medido na matriz branca néo fortificada,

Cad = teor do analito puro adicionado a matriz branca.

Tabela 10: Concentracéo de fortificacdo de extratos de matriz branca para estudos de
veracidade e preciséo.

Concentracdo 1° Concentracdo 2° Concentracdo 3° Concentracdo 4°

Analito nivel (ugL?) nivel (ugL1) nivel (ugL™?) nivel (ugL?)
Acido Penicilico 17,500 10,500 3,500 1,400
Aflatoxina B1 4,000 2,400 0,800 0,320

Aflatoxina B2 2,500 1,500 0,500 0,200




Concentragdo 1°

Concentragédo 2°

Concentragéo 3°

Concentracgéo 4°

Analito nivel (ugL?) nivel (ugL?) nivel (ugL1) nivel (ugL1)
Aflatoxina G1 2,500 1,500 0,500 0,200
Aflatoxina G2 2,500 1,500 0,500 0,200

Citrinina 12,500 7,500 2,500 1,000
Citrioviridina 25,000 15,000 5,000 2,000
Deoxinivalenol 937,500 562,500 187,500 75,000

Dihidroergocristina 19,025 11,415 3,805 1,522
Ergocornina 19,075 11,445 3,815 1,526
Ergocristina 18,450 11,070 3,690 1,476
Ergocristinina 16,325 9,795 3,265 1,306
Ergonovina 19,000 11,400 3,800 1,520
Ergosina 19,025 11,415 3,805 1,522
Fumonisina B1 1250,000 750,000 250,000 100,000
Ocratoxina A 12,500 7,500 2,500 1,000
Toxina T-2 200,000 120,000 40,000 16,000
Zearalenona 130,000 78,000 26,000 10,400
a-ergocriptina 18,325 10,995 3,665 1,466
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Fonte: préprio autor

Os valores obtidos nos trés dias de ensaio foram combinados de forma a
se obter a média de recuperacéo para cada um dos analitos sob investigacdo. Foram
consideradas aceitaveis as recuperacdes que apresentaram desempenho conforme
os critérios descritos na Diretiva CE 401/2006 para determinagdo de micotoxinas em
géneros alimenticios (89) descritos na Tabela 11, por ndo existirem limites maximos
toleraveis para cerveja nas legislacdes vigentes. Para as micotoxinas sob investigacao
que ndo se encontram na Tabela 11, foram consideradas aceitaveis as recuperacées
que estavam na faixa de 70% e 110% para fortificagdes entre 1 ugkg™* e 10 ugkg=, e
recuperagoes entre 80% e 110% para concentragdes de fortificagao acima de 10 pgkg-
1, conforme determinacdo da Diretiva 2002/657/CE (88).

Como os critérios da legislagdo sdo referendados na unidade ugkg™, foi
necessario averiguar a densidade das cervejas em estudo, utilizando o densimetro
automatico Anton Paar. Constatou-se que todas as amostras analisadas, incluindo o

pool de cervejas utilizado para otimizacéo e validacdo do método, tém densidades
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proximas a da agua, equivalente a 1,00 g/cm3, sendo as unidades ugkg?! e ugL™

consideradas equivalentes para reportar os resultados.

Tabela 11: Critérios de desempenho dos procedimentos analiticos para determinacéo de
micotoxinas em produtos de origem vegetal.

Nivel
Micotoxina Recuperacao (%) RSD RSDr
(ugkg™) ‘
<1 50 -120
Aflatoxinas B1, 10 0110 Rec;omendacio: (\j/algr de.r;vado
B2,G1, G2* 0.66 x éfelquaqao e Horwitz.
RSDR Maximo: 2 vezes o valor
>10 80 - 110 derivado da equagéo de
Horwitz.
Citrinina Todos 70— 120
<5 60— 130 <40 <50
Citreoviridina
>5 65— 110 <25 <40
>100 - <500 60— 110 <20 <40
Desoxinivalenol
>500 70-120 <20 <40
<500 60 — 120 <30 <60
Fumonisinas B1 e B2
>500 70 - 110 <20 <30
<1 50 - 120 <40 <60
Ocratoxina A
1-10 70-110 <20 <30
<50 60— 120 <40 <50
Zearalenona
>50 70 - 120 <25 <40
50-250 60-130 <40 <60
Toxinas T-2
>250 60-130 <30 <50

Fonte: Diretiva CE 401/2006 (89). Adaptado de Manual de garantia da qualidade analitica (13).
Notas: * Estes critérios aplicam-se para Bl e para a soma de B1, B2, G1 e G2.
Legenda: RSDr = desvio padréo relativo, calculado a partir dos resultados obtidos em condi¢des de
repetitividade. RSDR = desvio-padréo relativo, calculado a partir dos resultados obtidos em condi¢des
de preciséo intermediaria.

A precisdo do método foi avaliada em termos de repetitividade, ou seja, 0
grau de concordancia entre os resultados de medi¢cdes sucessivas de extratos de
matriz branca fortificadas em quatro niveis distintos, efetuadas sob as mesmas

condicdes de medicdo. Também foi investigada em termos de precisdo intermediéria,
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avaliada sobre a mesma amostra, utilizando o mesmo método, mesmo laboratério,
mas alterando o analista e os dias de analise.

A repetitividade foi determinada a partir dos célculos das médias das
recuperacfes de um mesmo dia de analise, em cada nivel de fortificacdo e, do calculo
de disperséo dos resultados através do desvio padrao relativos (RSDy).

A determinacdo da precisdo intermediaria foi avaliada de forma
semelhante, considerando os resultados das recuperagdes obtidos em todos os dias
de validag&o, calculando-se ao final o desvio padréo relativo dos resultados das
amostras ensaiadas em dias diferentes (RSDRr).

Os critérios de aceitabilidade da precisdo do método foram referenciados
na Diretiva 2002/657/CE (88) que determina que o desvio padrao relativo da andlise
de precisédo intermediaria ndo deve exceder os limites calculados através da equacao
de Horwitz e o desvio padrdo relativo da repetitividade ndo deve exceder a % dos
limites previstos pela mesma equacédo. A equacédo de Horwitz é descrita na Equacao
5.

Equacao 5

RSDg = 2(1-0,5l0gC)
Onde:

RSDr = € 0 desvio-padrao relativo, calculado a partir dos resultados obtidos
em condi¢des de reprodutibilidade

C = Concentragao (ugkg™) x 10°°

4.7.3.5. Limites de Deteccdo (LD), Quantificacdo (LQ), capacidade de
decisao (CCa) e detecgcao (CCB)

Embora existam inlUmeras formas de calcular os limites de deteccéo e
quantificacdo (13, 86, 98), optamos por defini-los nesse trabalho como sendo
equivalentes a capacidade de decisdo (CCa) e capacidade de detecgdo (CCR),
respectivamente, conforme diretiva 2002/657/CE (88).

Os valores da capacidade de decisao (CCa) e detecgao (CCPB) foram
calculados a partir dos valores da incerteza padrdo combinada, calculada para o
menor nivel de fortificacdo da curva de calibracdo conjunta dos trés dias de validagéo
em condicdo de precisao intermediaria, conforme orientagdo do Manual de Garantia
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da Qualidade Analitica (88). Os calculos envolvidos na determinagdo de CCa e

detecgdo CC[ estao descritos nas equacoes 6 e 7.

Equacéao 6

CCa = LMR + 1,64 - U reproLmr
Equacéao 7

CCB =CCa +1,64 * I reproLmr
Onde:

LMR = é a concentracdo do limite maximo de residuo nas mesmas
unidades de concentragdo do resultado final, considerado aqui como o menor nivel da
curva de calibracéo fortificado.

M reproLMT = € a incerteza padrdo combinada no nivel de concentracdo do
LMR da curva de calibracdo conjunta de trés dias em condicbes de precisédo

intermediaria ou reprodutibilidade intralaboratorial.
4.7.3.6. Incerteza de medicéo

Os calculos da incerteza de medicdo foram realizados através da
metodologia de Bottom-Up. Nesta metodologia, cada fonte de incerteza é quantificada
individualmente e seus efeitos sdo entdo combinados, geralmente através da
aplicacao do método do GUM (99).

As equacdes envolvidas para os calculos da incerteza combinada,

encontram-se na equacao 8:

Equacéo 8
Onde:

U = J2xu (y)?= \/(Z (g—;)'u(xi)>

Uc: € a incerteza padrao combinada, ou simplesmente incerteza combinada;
ui(y): sdo as contribui¢cdes de incerteza para o mensurando y;

u(xi): séo as incertezas padrao das grandezas x;; e
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a = 11 gt
(6_;;): sdo os coeficientes de sensibilidade.

As principais fontes de incerteza do procedimento analitico foram a area do
pico cromatografico, curva de calibracdo, volumes pipetados do solvente de extragéo,
amostra e extrato, ajuste de volume do extrato obtido apds evaporacao, fatores de
correcdo para recuperacao e reprodutibilidade. Desta forma, foram combinadas as
principais fontes de incerteza na equacao 9 em que a concentracdo do analito € dada

em pug L.

Equacéo 9

_ (A—a) Vextragao Vfinal 1

Crepro
b Vamostra Vinicial Frec + p

Onde:
C = concentragdo (ugL™);
A = area do pico cromatografico
a = intercepto da curva analitica
b = inclinagdo da curva analitica
Vextracio = Volume da solugéo extrativa (mL)
Vamostra = VOolume de amostra utilizada (mL)
Viniciat = Volume coletado do extrato para evaporacao (mL)
Viinal = Volume final de extrato obtido apds evaporacao (mL)
Crepro = CcOrrecéo da precisao intermediaria.

Frec fator de corregéo da recuperagéo
Equacéao 10

Recuperacao
100

Os coeficientes de sensibilidade, utilizados para os calculos da incerteza

Frec =

combinada, foram calculados através das derivadas parciais, apresentadas nas

equacOes de 11 a 17, para cada uma das fontes de incerteza de medicao (60, 92).
Equacéo 11

ac  odC Vextracao - Vinicial
dA  da b -Vamostra- Rec- Vfinal
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Equacéao 12

dC  Vextragdo - Vinicial (A —a)

db b2 .Vamostra- Rec- Vfinal

Equacéo 13

ac _ Vinicial (A —a)
dVextragio b -Vamostra- Rec- Vfinal

Equacéo 14
ac _ Vextracao - Vinicial (A — a)
dVamostra b - (Vamostra)? - Rec- Vfinal
Equacéao 15

ac B Vextracdo (A —a)
dVinicial b -Vamostra - Rec - Vfinal

Equacéao 16

ac Vextracao - Vinicial (A — a)

dvfinal  p.yamostra - Rec - (Vfinal) 2
Equacéao 17

i Vextracao - Vinicial (A — a)
dVFrec b - Vamostra - (Rec)? - Vfinal

A partir do valor da incerteza combinada (ugL™?), foi possivel calcular a
incerteza expandida (U) utilizando um fator de abrangéncia (k) igual a 2,
correspondente ao estabelecimento do nivel de confianca de aproximadamente 95%
(13, 92). A equagéao para o calculo da incerteza combinada pode ser observada na
equacgao 18:

Equacéao 18

U=k u/(y)
Onde:

U é a incerteza expandida;

k é o fator de abrangéncia para incerteza;



O diagrama de causa e efeito para o calculo de incerteza de medicédo &
apresentado na Fig. 14.

Figura 14: Diagrama de causa e efeito para o célculo de incerteza do método
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E

Var. Temperatura

Fonte: proprio autor
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Otimizacdo do espectrobmetro de massas

Os parametros do espectrometro de massas para cada analito, encontram-

se nas Tabelas 12, para o0 modo positivo, e 13, para o0 modo negativo.

Tabela 12: Parametros de operacao do espectrobmetro de massas em polaridade positiva.

; t. de
e lon Q3 ~ CXP
Identificacéo STREIEE (mi2)® reter_lgao DP (V) EP (V) CE (V) W)
(min)
15-acetl 339.1 137/261,1 2,67 76 10  15/15 6/14
Deoxinivalenol [M+H]*
3-acetil Deoxinivalenol E52 231,1/203 2,68 21 10 19/46 16/7
[M+NH4]* ' ’
< . . 171,1
Acido Penicilico 125,1/82,1 2,58 76 10 15/33 8/12
[M+H]*
. 312,8
Aflatoxina B1 [M+H]* 241/285,1 3,3 122 10 50/32 15/15

Aflatoxina B2 315,0 287/258,9 3,11 30 10 35/40 25/15
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; t. de
e lon Q3 ~ CXP
Identificagéo ST (mi2)® reter?gao DP (V) EP (V) CE (V) W)
(min)

[M+H]*

, 328,8
Aflatoxina G1 [M+H]* 199,9/242,9 3,13 70 10 54/37  15/15

, 331,0
Aflatoxina G2 [M+H]* 245,2/189,0 2,9 115 10 41/55 15/15

. 576,2
a-ergocriptina [M+H]* 268,1/223,0 3,7 116 10 33/43  26/22

N 251,2
Citrinina 232,9/205,0 2,76 51 10 21/35  14/12

[M+H]*

. - 403,0
Citreoviridina [M+H]* 297,3/138,8 4,43 58 10 20/29  9/18

. - 612,3
Dihidroergocristina [M+H]* 270/350 3,7 126 10 39/46 3417

- 297,1
Deoxinivalenol 249/231 2,4 60 10 14/16  16/16

[M+H]*

. 562,2
Ergocornina [M+H]* 268,1/223,1 3,43 116 10 33/43  24/26

s 610,3
Ergocristina 268/223 3,84 51 10 35/45  34/26

[M+H]*

N 610,3
Ergocristinina [M+H]* 304,9/592,2 4,98 51 10 37/21  36/54

. 326,1
Ergonovina 223/208 2,45 86 10 31/37  28/24

[M+H]*

, 548,3
Ergosina 223/207,9 3,17 131 10 41/49  22/26

[M+H]*

- 722,2
Fumonisina B1 [M+H]* 334,3/352,2 3,18 151 10 55/49  14/16

, 404,0
Ocratoxina A [M+H]* 239/102 3,99 60 10  33/101 14/16
Toxina T-2 Nt 215,1/185 4,55 31 10 21/25  10/8

[M+NH4]* ’ ’

319,1

Zearalenona [M+H]* 283/185,1 4,9 6 10 15/31 16/16

(a) valores sé@o dados no ion quantificador / ion qualificador da ordem

Fonte: préprio autor

Tabela 13: Pardmetros de operacado do espectrometro de massas em polaridade negativa.

Identificagdo fon precursor Q3 (m/z)@ t.de rejcengao DP EP (V) CE (V) CXP (V)
(min) V)
3-acetil- 397,0 306,9/173 268 50 -10 -20/-20 -12/-12

Deoxinivalenol

[M+Ac]
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t. deretencdo DP

ificaca i (@)
Identificacéo lon precursor Q3 (M/z) i) W) EP (V) CE (V) CXP (V)
Deoxinvalenol1s- - S17.0 457 159 2,37 50 -10 -18/-50 -12/-12
glucosideo [M+Ac]
Deoxinivalenol-3- 170 457 114271 237 50 -10 -18/-18 -12/-12
glucosideo [M+Ac]

Fonte: préprio autor
(a) valores sdo dados no ion quantificador / ion qualificador da ordem

As configuracOes de tenséo ideais, determinadas para cada analito, foram
usadas para quantificacdo das micotoxinas no meétodo, exceto para 15-acetil-
deoxinivalenol, 3-acetil-deoxinivalenol, deoxinivalenol-15-glucosideo e
deoxinivalenol-3-glucosideo, pois ndo havia padrdes ou eles ndo estavam disponiveis
em quantidades suficientes para a inclusao destes compostos na etapa de validacao.
Portanto, a presenca dessas micotoxinas mascaradas de deoxinivalenol foi avaliada
apenas qualitativamente em amostras de cerveja, através da comparacdo dos

cromatogramas nas duas transicées monitoradas.
5.2. Otimizacéo do procedimento de extracao dilute and shoot:

Para a avaliacdo da composicdo da solucdo extratora, foram utilizadas
solucgdes de acetonitrila:zmetanol nas proporg¢des 0:100 (v/v), 20:80 (v/v), 40:60 (v/v),
60:40 (v/v), 80:20 (v/v) e 100:0 (v/v). Foi observado que a variagcdo da porcentagem
de metanol nas solucdes extratoras 20:80 (v/v), 80:20 (v/v) e 100:0 (v/v) ndo acarreta
diferenca estatistica significante na eficiéncia média de extracdo das micotoxinas (Fig.
15), com porcentagem de extragdo superiores a 90%. Entretanto, os resultados da
quantificacdo dos residuos néo volateis, apontam que a massa residual aumenta com
0 aumento da porcentagem de metanol na solucao de extracdo (Fig. 15).

Embora a hidroxila presente no metanol tenda a melhorar a extracao das
micotoxinas polares como DON, FB1, OTA, T-2 e CTV foi observado que na matriz
cerveja, composta por aproximadamente 90% de agua, 0 aumento da porcentagem
deste solvente na solugcdo extratora aumenta a quantidade de interferentes nao
volateis no extrato. Estes residuos sédo indesejaveis na analise, pois, além de interferir
nos resultados, aumentam as chances de formacao de incrustacdes no sistema de
injecdo. Este arraste de interferentes ocorre possivelmente devido as interagdes de

hidrogénio entre o solvente e a 4gua presente na cerveja.
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Dessa forma, dentre as solucfes extratoras que apresentaram os melhores
resultados na eficiéncia de extracao, as solucdes acetonitrila:metanol 80:20 (v/v), com
baixa concentracdo de metanol, e acetonitrila:zmetanol 100:0 (v/v) se mostraram
promissoras, ja que a presenca de residuos nao volateis apresentou niveis inferiores
a 0,5% em ambos os testes. Portanto, de modo a favorecer a extracdo das
micotoxinas polares, especialmente DON, que tem historico de baixa recuperacao
(65), optou-se pela solugao extratora acetonitrila:metanol na proporcgéo de 80:20 (v/v).

Entretanto, mesmo utilizando uma solugédo extratora polar, os niveis de
recuperacdo de DON se mostraram abaixo do esperado, sendo necessario, portanto,
a avaliacdo de outra metodologia de extracdo. Além disso, como a cerveja € um
produto onde o extrato dos gréaos € diluido com aproximadamente 90% de a4gua para
obtencdo do produto acabado, a utilizacdo da metodologia dilute and shoot para
avaliacdo da presenca de micotoxinas poderia relatar um resultado falso negativo
durante a analise das amostras, em razao do grande fator de diluicdo aplicado as
amostra neste método. Por este motivo, foi decidido que a metodologia dilute and
shoot n&o seria validada.

Figura 15: Resultados da eficiéncia média de extracdo x residuos néo volateis

Solucao de extracao

== RESIDUOS NAO VOLATEIS EFICIENCIA MEDIA DE EXTRAGAQ

100 : 1.00
0.80%, 0.81%
ny 90% 94% 92%

75 83% 83% 86% 0.75

Eficiéncia média de extragao
Residuos nao volateis

0:100 20:80 40:60 60:40 80:20 00:0

% de acetonitrila:metanol (v/v)

Fonte: préprio autor

5.3. Otimizacéo do procedimento de extracdo QUEChERS:

A otimizacao do procedimento de extracdo do método QUEChERS (73) foi
avaliada através de um planejamento de experimento fatorial 24, onde foram
analisados a presenca de metanol na solugdo de extracdo, acido formico e os sais

cloreto de sodio e sulfato de magnésio. O detalhamento dos experimentos, realizados
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em duplicata real de analise e duplicata de injecdo, podem ser observados na Tabela
14.

Tabela 14: Planejamento fatorial 2 elaborado para a otimizacéo de metodologia de extracéo
tipo QUEChERS.

Ensaio (o/f(;';’eAnéeN) Ac'do(;)‘;rm'co NaCl (g) MgSOs (g)
1 50 0 0 0
2 100 0 0 0
3 50 5 0 0
4 100 5 0 0
5 50 0 2,5 0
6 100 0 2,5 0
7 50 5 2,5 0
8 100 5 2,5 0
9 50 0 0 3
10 100 0 0 3
11 50 5 0 3
12 100 5 0 3
13 50 0 2,5 3
14 100 0 2,5 3
15 50 5 2,5 3
16 100 5 25 3

Fonte: préprio autor

Os resultados foram avaliados através das médias das areas das
micotoxinas obtidas com os dezesseis experimentos, sendo o tratamento dos dados
realizado utilizando o software Design Expert 10. Os outliers foram analisados através
do grafico de residuos sendo removidos quatro das trinta e duas areas obtidas com a

duplicata de andlise e duplicata de injecao.

A presenca de acido formico foi prejudicial para o procedimento de
extracdo, conforme aponta o efeito negativo do Gréfico de Pareto (Fig. 16). Os valores
de desejabilidade (desirability) para as respostas sdao mostrados na Fig. 17, onde o
ponto em cada rampa indica o nivel ideal de cada parametro. Pode-se observar que
a presenca de cloreto de sodio e sulfato de magnésio na maior concentragdo avaliada

mostrou-se ideal para o procedimento. Além disso, a analise dos dados mostrou que
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a solucao de extracdo acetonitrila:metanol 100:0 (v/v) foi a mais promissora para a
extracdo das micotoxinas, sendo este resultado parcialmente observado na
otimizacdo do procedimento de dilute and shoot, j& que foi averiguado que quanto
menor a concentracdo de metanol na solucéo de extragdo, melhores os resultados
obtidos.

A desejabilidade é uma funcéo que varia de zero, quando os parametros
obtidos estéo fora da idealidade, a um, quando a otimizag&o alcanca a condigao ideal
maximizada para todos os compostos sob investigacdo. Em analises multiresiduos, é
muito dificil encontrar uma condicdo que seja 100% ideal para todas as substancias,
entretanto, pode-se encontrar um bom conjunto de condi¢cdes que atendam de forma
satisfatoria a todos os analitos. Na otimizacao realizada, o valor de desejabilidade
obtido foi de 0,924 para as condi¢cbes mencionadas no paragrafo anterior e mostradas
na Fig. 17. Esse valor foi considerado satisfatorio para a otimizacdo da metodologia,

ja que foram avaliadas a extracdo de dezenove substancias diferentes.
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Figura 16: Grafico de Pareto obtido com o planeamento de experimentos do método
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Fonte: préprio autor

Figura 17: Estimativa das areas médias dos picos cromatograficos das micotoxina em relagao
a melhor condicéo de extracéo.
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Fonte: préprio autor

C:NaCl=25

Desirability = 0,924

A funcdo do cloreto de sédio no método QUEChERS é de auxiliar na

particdo bifasica do sistema e a adi¢cdo de sulfato de magnésio anidro na absorcéo de

agua. Desta forma, quanto menos agua estiver presente no extrato, melhor sera a
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eficiéncia de extracdo das micotoxinas no método. As proporc¢des de 2,5 g de cloreto
de sédio e 3 g de sulfato de magnésio para 4 mL de cerveja, superam as descritas
originalmente no método de QUEChERS, onde se utiliza 1 g de NaCl e 4 g de MgSO4
para cada 10 g de amostra. Esse fato pode ser explicado pela grande quantidade de
agua presente na cerveja, necessitando assim de uma maior quantidade de sais para
a secagem da amostra. Ja a presenca de acido nao interferiu significativamente na
extracdo, o que pode ser explicado pelo fato da cerveja ser levemente acida (100) e
essa acidez pode ter sido suficiente para o efeito do pH na extracdo dos compostos.

Desta forma, o procedimento de extracdo escolhido para validacao, foi: 4
mL de cerveja desgaseificada sdo pipetados para um tubo Falcon de 50 mL seguido
da adicdo de 16 mL de acetonitrila. A mistura é agitada no homogeneizador de
amostra durante 10 minutos a 1000 rpm e logo apés sao adicionados 2,5 g de cloreto
de sodio e 3 g de sulfato de magnésio anidro. O tubo Falcon é novamente levado ao
homogeneizador de amostras pelo mesmo periodo de tempo e mesma rotacao
utilizados na primeira homogeneizacéo. O extrato € submetido a centrifugagéo a 4000
rpm durante 10 minutos para a precipitacdo de possiveis interferentes que ainda
tenham ficado em suspensédo. Uma aliquota de 10 mL do sobrenadante é pipetada,
vertida em um tubo Falcon de 15 mL e evaporada no concentrador de amostras a
42°C até atingir um volume inferior 2 mL. O volume do extrato é aferido para 2 mL no
préprio Falcon, utilizando como solvente metanol: agua 1:1 (v/v). O extrato obtido é
analisado através da analise cromatografica (UHPLC) acoplada ao espectrébmetro de
massas no modo sequencial. Uma visdo detalhada do procedimento otimizado pode

ser observada a Figura 18.
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Figura 18: Representacédo esquematica do procedimento de extracdo otimizado para andlise de
micotoxinas em amostras de cerveja.
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Fonte: préprio autor

Diferentemente do método original de QUEChERS, o procedimento
otimizado para extragcdo de micotoxinas em cerveja, dispensa a etapa de clean up
utilizando D-SPE, ja que o extrato obtido apenas com a biparticdo utilizando cloreto
de sédio e 0 agente secante sulfato de magnésio apresentou um aspecto final limpido

e livre de interferentes que pudessem comprometer a analise.

Essa reducdo das etapas de clean up em relacdo ao método original
diminui o tempo necessario para o preparo de amostras, o que pode ser considerado

uma vantagem do método.
5.4. Validacéao
5.4.1. Seletividade

Para a realizacdo do método foi utilizado o modo de varredura MRM na
polaridade positiva, sendo monitorados tanto o ion precursor, quanto duas transicdes
para cada analito, uma de quantificacdo, cuja area foi utilizada para a plotagem das
curvas de calibracdo, determinagdo das recuperacdes e limites de deteccdo e
quantificacdo do método e a segunda utilizada para a confirmacéo da identidade do

analito.

A Diretiva 2002/657/CE determina que para contaminantes do grupo B da
Directiva 96/23/CE (101), como as micotoxinas, S0 necessarios no minimo trés

pontos de identificacdo para confirmacéo das substancias em estudo. Ja o documento
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SANTE 12089/2016 (91) indica que diferentes tipos e modos de deteccdo
espectrométrica de massas fornecem diferentes graus de seletividade e

especificidade, relacionados a confianca na identificacdo de micotoxinas.

Para a contagem de pontos, a Diretiva 2002/657/CE apresenta a Tabela 15
com o numero de pontos de identificacdo que cada uma das técnicas basicas de

espectrometria de massas pode proporcionar (88).

Tabela 15: Relacéo entre uma série de classes de fragmentos massicos e os pontos de
identificacdo obtidos

Técnica de MS Pontos de identificacdo obtidos por ion
Espectrometria de massas de baixa resolucéo (LR) 1,0
LR-MS" ion precursor 1,0
LR-MS" produtos de transicao 15
HRM 2,0
HR- MS" ion precursor 2,0
HR-MSn produtos de transicao 2,5

Fonte: Diretiva 2002/657/CE (88)
LR-MS": Low Resolution sequential Mass Spectrometry;
HRMS: High Resolution Mass Spectrometry;
HR- MS": High Resolution sequential Mass Spectrometry.

Dessa forma, somando a pontuacéo do ion precursor e dos dois produtos
de transicdo, obtém-se 4 pontos de caracterizacdo, o suficiente para atender a
pontuacao necessaria para a caracterizacdo dos compostos.

Ja o documento SANTE orienta que em sistemas do tipo triploquadupolo
no modo de varredura MRM sejam monitorados pelo menos dois ions produtos,
conforme realizado neste estudo. A Tabela 16 demostra o nUmero minimo de ions

necessarios para diferentes técnicas em espectrometria de massas.



Tabela 16: Requisitos de identificacédo para diferentes técnicas de MS
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Detector MS/

Sistemas tipicos

Requisitos para identificacao

caracteristicas (Exemplos) QUEEISS N° minimo de ions outros
Resolucao de massa unitaria Quadrupolo full scan, alcance m/z limitado, SIM 3 ions
ion trap, TOF

MS/MS

Triploquadrupolo,
ions trap, Q-trap,
Q-TOF, Q-Orbitrap

seleg&o ou monitoramento de reagéo
multipla (SRM, MRM), resolu¢do em massa
para isolamento de ions precursores igual ou
melhor que a resolu¢cdo em massa unitaria

2 ions produtos

Medig&o precisa de massa

FT-ICR-MS

full scan, alcance m/z limitado, SIM,
fragmentag&@o com ou sem selecdo de ions
precursores ou combinacfes dos mesmos

2 fons&P com

precisdo de massa

< 5 ppm para m/z 2200
<1 mDa para m/z < 200

Alta resolucao MS

MS de estégio Unico combinado e MS/MS
com resolugdo em massa para isolamento
de ions precursores igual ou melhor que a
resolucdo em massa unitaria

2 jons:

1 ion molecular, molécula
(des)protonada ou ion aducto
com precisdo de massa <5
ppm (ou < 1mDa param/ z
<200)

mais
1 produto MS / MS ion°®)

S/IN 2 39)

Os picos de analito nos
cromatogramas de ions
extraidos devem se sobrepor
completamente.

Razdo de ions dentro + 30%
(relativo) da média dos
padrdes de calibracédo da
mesma sequéncia

Fonte: SANTE 12089/2016 (91)

a) de preferéncia incluindo o ion molecular, molécula (des) protonada ou ion aduto

b) incluir pelo menos um ion fragmento

¢) nenhum requisito especifico para precisédo da massa
d) caso o ruido esteja ausente, um sinal deve estar presente em pelo menos 5 exames subsequentes.
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Outro critério que o documento SANTE 12089/2016 (91) determina para
analise de micotoxinas, de modo a assegurar que os sinais das duas transicoes sao
referentes ao analito e ndo a um possivel interferente, € a avaliacdo da diferenca
percentual entre os sinais quantificadores e qualificadores nas amostras fortificadas
com padrdo e também em amostras de ensaio. Essa razdo ndo deve ser superior a
30% da média das razfes de ions obtidas para cada ponto da curva de calibracéo
(Tabela 16).

Durante a validacéo foi observado que para as micotoxinas acido penicilico
e citrinina, a relacdo entre os sinais quantificadores e qualificadores do terceiro e
quarto niveis de fortificacdo ndo atendia ao critério da razdo de ions da SANTE
12089/2016 (91), j& que obteve-se variagdo maior do que o esperado. A Figura 19
demonstra graficamente a variacdo de ions para a citrinina (19 A), acido penicilico (19
B) e para aflatoxina B2 (19 C), obtidos durante o terceiro dia de validacdo. A razao de
ions obtida para ambas as micotoxinas é muito pequena, o que pode justificar a alta
variacdo observada para os pontos mais baixos da curva.

Figura 19: Relagao de ions das micotoxinas: citrinina (A) acido penicilico (B) e aflatoxina B2
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Observa-se pelas Figuras 19 A e 19 B, que a linha de tendéncia nos
graficos da citrinina e do acido penicilico varia de acordo com a concentracdo da
micotoxina, demonstrando que ndo ha uma constancia nas razdes de ions dessas
micotoxinas. Em contrapartida, a Figura 19 C demonstra que, para a micotoxina
aflatoxina B2, a razdo de ions se manteve constante, independente da concentracao

do analito.

Acredita-se que a razéo de ions da citrinina e do &cido penicilico ter ficado
abaixo do esperado seja devido as concentracdes escolhidas para o preparo da curva
de calibracdo, as quais estavam abaixo do LD. Essa teoria é corroborada quando
observamos os cromatogramas obtidos pelo terceiro dia de validagéo, para o extrato

de matriz branca e para o ultimo ponto da curva de calibragdo (Fig. 20).

Observa-se que a integracéo dos picos tanto para o acido penicilico quanto
para a citrinina, ficam proximos ao ruido ou da é&rea do branco, dificultando a

confirmacédo de suas presencas no nivel escolhido.

Observa-se, também, a presenca das micotoxinas deoxinivalenol,
dihidroergocristina e fumonisina B1 no pool de amostras utilizado como branco.
Entretanto, as concentracdes dos analitos estavam muito reduzidas frente ao ultimo
ponto da curva, ndo havendo interferéncia significativa para a validacdo da amostra.
Para as demais micotoxinas, observa-se que a integracéo picos cromatograficos no
extrato branco préximas ao ruido ndo correspondiam ao tempo de retencdo dos

analitos.

Desta forma, conclui-se que o método é seletivo para quase todas as
micotoxinas, com excecao do acido penicilico e da citrinina, que precisam ser
avaliadas em uma concentracéo superior ao segundo ponto de fortificagdo escolhido

para este estudo.
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Figura 20: Cromatogramas das amostras branco e no menor ponto da curva
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5.4.2. Efeito matriz

As micotoxinas AFB1, AFB2, AFG2, OTA, CTV, DON, a-ergocriptina,
ergocristina, ergocristinina, ergocornina, ergonovina, FB1 e Toxina T-2 apresentaram
variancias distintas na avaliagdo do teste F. Ja para a micotoxina ZEA, embora o teste
F tenha revelado que as variancias sdo estatisticamente iguais, o teste t de Student
apontou que as curvas em solvente e em matriz possuem inclinacées diferentes.
Desta forma, para todas as micotoxinas citadas acima, a matriz tem efeito importante
sobre a precisdo do método sendo, portanto, considerado a presenca do efeito matriz

sobre elas.

Ja as micotoxinas, AFGL1, dihidroergocristina e ergosina apresentaram
variancias iguais e, pela avaliagdo do teste t, as curvas em solvente e em matriz
mostraram a mesma inclinacao e intercepto, sendo estas micotoxinas isentas do efeito

matriz.
5.4.3. Linearidade

Para evitar a diminuicdo ou ampliacdo da resposta instrumental, as curvas
de calibracéo foram preparadas pela diluicdo de pools de padrdes de micotoxinas em
extrato de matriz branca, ja que a presenca de efeito matriz foi confirmada para

algumas micotoxinas do método.

A avaliacdo de outliers foi realizada pela aplicacdo do teste de Jacknife e
os valores discrepantes foram retirados observando um valor maximo de excluséo de
22% (94). A normalidade da distribuigcéo estatistica dos residuos foi verificada através
do teste de Ryan-Joiner, sendo confirmada em todos os casos. Para eliminar a
necessidade do teste de homocedasticidade necessario para a regressao utilizando o
método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO), optou-se pela regressao
utilizando o método dos minimos quadrados ponderados (MMQP) para obtencéao dos
parametros de regressao linear. A ponderacéo utilizando MMQP é recomendada pelo
manual da garantia da qualidade analitica, ja que o MMQO é um caso particular do
MMQP (13).

Os dados obtidos durante os trés dias de validacao foram agrupados para
a elaboracdo de uma curva combinada para cada analito sob investigagéo. Todos os

analitos tiveram ajuste linear na faixa de trabalho investigada, sendo estes verificados
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através do teste de t de Student (13). A independéncia dos residuos da regressao

ponderada foi confirmada através do teste Durbin-Watson.

Os parametros obtidos na elaboragdo das curvas de calibragcéo

combinadas estédo apresentados na Tabela 17.

Tabela 17: Dados obtidos para os parametros das curvas de calibracéo

Teste de

Analito equivaléncia R? Incl(lga)g 0 Inte-(g:(;pto t calculado t critico
estatistica . .
Aflatoxina B1 Faixa Linear 00,9889 7,94E+07 -1,13E+03 92,5517 1,9850
Aflatoxina B2  Faixa Linear  0,9802 6,47E+07 -2,03E+03 68,9347 1,9850
Aflatoxina G1  Faixa Linear 0,9876 5,88E+07 -3,99E+03 87,4486 1,9850
Aflatoxina G2  Faixa Linear 0,9634 2,52E+07 -1,01E+03 50,2547 1,9850
Citreoviridina A Faixa Linear  0,9857 7, 77E+06 -4,46E+02 81,2664 1,9850
Deoxinivalenol Faixa Linear 0,9841 2,85E+05 8,94E+02 77,1854 1,9850
D'h'dr?rf;goc”g Faixa Linear 0,739  1,21E+08  -7,97E+03 59,8137  1,9850
Ergocornina Faixa Linear 00,9653 6,38E+07 -1,61E+03 51,6790 1,9850
Ergocristina Faixa Linear  0,9672 3,83E+07 -2,11E+03 53,1703 1,9850
Ergocristinina  Faixa Linear  0,9833 1,66E+07 9,94E-01 75,2437 1,9850
Ergonovina i alinear 00493  2,22E+07  -335E+02 42,3826  1,9850
(ergometrina)
Ergosina Faixa Linear  0,9601 4,23E+07 -5,11E+02 48,0416 1,9850
Fumonisina B1 Faixa Linear 00,9904 3,49E+06 -5,39E+04 99,2768 1,9850
Ocratoxina A Faixa Linear  0,9580 4,18E+07 5,23E+03 46,8000 1,9850
Toxina T-2 Faixa Linear 00,9809 1,04E+07 3,05E+04 70,1245 1,9850
Zearalenona Faixa Linear  0,9759 6,74E+06 1,74E+03 62,3403 1,9850
a-Ergocriptina  Faixa Linear  0,9668 5,38E+07 -8,44E+02 52,8696 1,9850

Fonte: préprio autor

5.4.4. Veracidade e precisao

A veracidade do método foi avaliada através da recuperagéo analitica. Os
valores obtidos nos trés dias de ensaio, em condi¢cdes de precisdo intermediaria,

foram combinados e as médias calculadas para cada um dos quatro niveis de
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fortificacdo. Na Tabela 18 conseguimos observar os resultados obtidos juntamente

com as concentracdes para cada nivel de fortificacdo das micotoxinas.

Tabela 18: Média das recuperacdes por nivel de fortificagcdo em condi¢cdes de preciséo
intermediaria.

Concentragao (ugL?) Recuperacdo média (%)
Analito
1° nivel 2°nivel 3°nivel 4°nivel 1°nivel 2°nivel 3°nivel 4° nivel
Aflatoxina B1 4,00 2,40 0,80 0,32 93,12 94,57 98,16 118,28
Aflatoxina B2 2,50 1,50 0,50 0,20 98,15 97,61 92,22 94,45
Aflatoxina G1 2,50 1,50 0,50 0,20 94,65 9569 92,81 105,34
Aflatoxina G2 2,50 1,50 0,50 0,20 93,50 95,24 100,57 105,29
Citreoviridina A 12,50 7,50 2,50 1,00 93,91 91,59 95,02 99,99
Deoxinivalenol 937,50 562,50 187,50 75,00 90,34 94,60 94,97 111,61
Dihidroergocristina 19,03 11,42 3,81 1,52 83,77 83,42 84,99 93,95
Ergocornina 19,08 11,45 3,82 1,53 79,42 78,92 79,09 89,44
Ergocristina 18,45 11,07 3,69 1,48 82,49 82,44 83,55 93,25
Ergocristinina 16,33 9,80 3,27 1,31 89,00 89,67 90,49 102,46

Ergonovina (ergometrina) 19,00 11,40 3,80 1,52 58,36 57,16 56,56 63,06

Ergosina 19,03 11,42 3,81 1,52 70,81 71,92 74,52 80,49
Fumonisina B1 1250,00 750,00 250,00 100,00 96,26 9251 87,45 107,85
Ocratoxina A 12,50 7,50 2,50 1,00 93,09 91,72 92,56 101,92
Toxina T-2 200,00 120,00 40,00 16,00 92,63 92,33 98,82 99,83
Zearalenona 130,00 78,00 26,00 10,40 96,28 97,88 99,39 108,56
a-Ergocriptina 18,33 11,00 3,67 1,47 81,83 80,85 81,08 89,76

Fonte: préprio autor

Os critérios de aceitabilidade dos desempenhos da recuperacdo foram
baseados na Diretiva CE 401/2006 para determinagdo de micotoxinas em géneros
alimenticios (89), conforme descrito na Tabela 11 no item parametros de validacao.
Para as micotoxinas ndo abordadas na legislacéo, como os alcaloides de Ergot, foram
consideradas aceitaveis as recuperacdes que estavam na faixa entre 70% e 110%
para fortificacées entre 1 ugkg? (ou pgL™?) e 10 ugkg?, e recuperacdes entre 80% e

110% para concentracdes de fortificagdo acima de 10 ugkg?, conforme determinagéo
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da Diretiva 2002/657/CE (88). Na Figura 21 observa-se as recuperacoes obtidas para
0s quatro niveis de fortificacdo das micotoxinas, bem como suas recuperacdes

maximas e minimas.

Figura 21: Recuperacdes obtidas para os quatro niveis de fortificacdo das micotoxinas em
condicédo de preciséo intermediaria, bem como suas recuperacdes maximas e minimas.
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Observa-se pela Fig. 21 que as recuperacdes da ergonovina nos niveis de
concentragdo avaliados ficaram abaixo dos valores determinados pela Diretiva
2002/657/CE (88), mantendo-se entre 50 - 60% em todos os niveis de fortificacao.
Segundo o documento SANTE/11813/2017 (90), que orienta sobre o controle analitico
de qualidade e procedimentos de validacdo de métodos para residuos de pesticidas
e analises em alimentos para animais, recuperacoes fora da faixa de 70-120% podem
ser aceitas se forem consistentes (RSD < 20%), desde que devidamente justificadas,

sendo as recuperacdes médias nao inferiores a 30% ou acima de 140%.

Para a baixa recuperacédo da ergonovina, acredita-se que, devido a etapa
de particionamento do método, o analito tenha se distribuido entre as fases organica
e aquosa, ocasionando, dessa forma, a baixa recuperagcdo dessa micotoxina no
método. Para esses tipos de situagdo, mesmo sendo devidamente justificado, o
SANTE (90) recomenda que haja uma correcdo da recuperacao ou que o analito seja

analisado por outro método.
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Acredita-se que a ergonovina tenha sofrido particionamento devido a sua
maior polaridade em relacdo as demais micotoxinas. Seu grupo OH terminal e livre
de impedimento estérico, faz ligacao de hidrogénio com a 4gua da cerveja, dificultando
assim a extracao do analito pelo solvente da fase extratora. As demais micotoxinas
tiveram recuperacdes dentro dos limites estabelecidos pelas legisla¢ces, variando de
70,8% (ergosina) a 118% (aflatoxina B1).

A precisdo do método foi avaliada em termos de repetitividade e preciséo
intermediaria. Para isso, foram calculadas as médias das recuperacdes em duas
situacdes: por dia de andlise e para todos os dias de validacdo, em cada um dos
quatro niveis de fortificacdo. Com o calculo dos desvios padrdes relativos, foi possivel
avaliar a dispersdo dos resultados para a repetitividade (RSDr) e preciséo

intermediaria (RSDR), respectivamente.

Para que a precisdo do método fosse considerada aceitavel, os valores de
RSDr ndo deveriam ser superiores aos valores calculados utilizando a equacéo de

Horwitz (equacéo 19).

Equacéao 19

RSDr = 2(1—0,SIogC)

Além disso, os desvios padrbes relativos de repetitividade ndo deveria

superar % os limites previsto pela mesma equacao (88).

A Tabela 19 mostra os resultados de desvio padréo relativo para o altimo

nivel de fortificacao.

Tabela 19: Desvio padréo relativo para o ultimo nivel de fortificagéo.

RSD:x 4° nivel (%) RSDr (%)
Analito RSD
1° dia 2° dia 3°dia _r 4° njvel Horwitz
Horwitz
Aflatoxina B1 10,71 9,57 5,15 35,18 10,49 52,77
Aflatoxina B2 10,01 15,57 13,94 39,36 16,98 59,04
Aflatoxina G1 7,06 16,64 13,16 38,14 13,15 57,21
Aflatoxina G2 28,24 15,13 12,32 40,54 19,92 60,81

Citreoviridina A 9,20 4,29 541 27,38 14,22 41,07
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RSD:r 4° nivel (%) RSDr (%)
Analito . . . RSDr .
1° dia 2° dia 3° dia Horwitz 4° nivel  Horwitz

Deoxinivalenol 12,75 8,41 10,67 16,14 34,42 24,21
Dihidroergocristina 10,02 11,37 8,02 28,80 13,88 43,20
Ergocornina 7,91 5,38 5,97 29,23 18,32 43,84
Ergocristina 7,96 4,91 9,83 29,19 15,64 43,79
Ergocristinina 9,30 9,28 10,54 29,31 11,99 43,97
Ergonovina (ergometrina) 13,05 18,42 9,01 31,94 28,74 47,91
Ergosina 13,92 3,65 7,54 29,48 16,76 44,22
Fumonisina B1 7,59 2,58 5,55 15,02 9,67 22,54
Ocratoxina A 10,45 5,29 10,60 30,54 27,14 45,81
Toxina T-2 6,78 10,68 8,23 20,03 22,91 30,04
Zearalenona 10,08 3,36 5,79 21,27 10,76 31,90
a-Ergocriptina 17,77 11,61 9,08 29,16 16,25 43,74

Fonte: préprio autor

Através dos dados do menor nivel de fortificacdo, considerado o mais
critico para os célculos do desvio padrao relativo, pois podem apresentar os maiores
desvios, pode-se observar (Fig. 22) que a precisdo em termos de repetitividade foi
satisfatoria para as dezessete micotoxinas em que o método foi considerado seletivo.

Consegue-se observar também através dos dados de precisédo
intermediaria obtidos em ensaios de recuperacdo (Fig. 23), que a micotoxina
deoxinivalenol apresentou um desvio acima do esperado pela equacéo de Horwitz no
segundo e quarto niveis de fortificacdo. Estes resultados podem ser justificados, pois
no terceiro dia de validac&do, as micropipetas utilizadas no preparo da curva foram
levadas para calibracdo, sendo a fortificacdo feita com micropipetas distintas. Desta
forma, a recuperacdo de DON para o terceiro dia de validacdo ficou abaixo do

esperado, acarretando um desvio acima do permitido na equacgéo de Horwitz.

A variacdo da pipeta no terceiro dia de validagdo, aumentou o desvio de
reprodutibilidade para todas as micotoxinas em estudo. Contudo, como a integracao
do pico cromatografico de DON é mais trabalhosa, ha um erro inerente ocasionado



79

por essa integracdo, o que aumenta o coeficiente de variacdo em relacdo as demais
micotoxinas. Além disso, para concentracfes maiores como a avaliada para o quarto
nivel de fortificacdo de DON, a equacdo de Horwitz prevé coeficientes de variagdo
menores (RSDr (Horwitz) < 25) e, estes dois fatores aliados fizeram com que o RSDr

de DON ficasse acima do esperado pela equacéo de Horwitz.

Figura 22: Estimativa de repetibilidade para nivel baixo de fortificacdo obtido em ensaios de

recuperacao.
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Figura 23: Estimativa de precisdo intermediaria obtido em ensaios de recuperacgéo.
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5.4.5. Limites de deteccao (LD) e Limites de Quantificacao (LQ)

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram determinados a partir dos

valores de CCa e CCp, respectivamente. Essa decisao foi tomada de modo a evitar

gue estes limites ficassem abaixo dos compreendidos pela curva de calibragéo.

Para os calculos de CCa e CCB foram utilizados como limite maximo
tolerado (LMT) os menores pontos fortificados das curvas de calibracdo, ja que néo
existe nas legislacdes brasileira ou européia, LMT para micotoxinas em cerveja.
Também foram utilizados para a obtengao de CCa e CC[3, os valores da incerteza
padrdo combinada, calculados para o menor nivel de fortificacdo da curva de

calibracdo conjunta dos trés dias de validacdo em condicéo de precisdo intermediaria.

Na Tabela 20, encontram-se os valores de LD e LQ para cada micotoxina.

CCB), incerteza combinada do LMT ().

Tabela 20: Limite maximo tolerado (LMT), limites de detec¢ao (LD-CCa) e de quantificagdo (LQ-

Analito (LMR LD (ug/L) (pLg(/?L) Ve Ue(Canal) Limite pe(Canal)®
pg/L) (CCa) (CCB) (ualL) Canal. Canal.

Aflatoxina B1 0,32 0,38 0,45 0,04 0,12 0,47
Aflatoxina B2 0,20 0,26 0,33 0,04 0,20 0,47
Aflatoxina G1 0,20 0,25 0,30 0,03 0,15 0,47
Aflatoxina G2 0,20 0,30 0,40 0,06 0,30 0,47
Citreoviridina A 2,00 2,49 2,99 0,30 0,15 0,40
Deoxinivalenol 75,00 102,50 129,99 16,77 0,22 0,27
Dihidroergocristina 1,52 1,85 2,17 0,20 0,13 0,40
Ergocornina 1,53 1,92 2,31 0,24 0,16 0,40
Ergocristina 1,48 1,83 2,18 0,21 0,14 0,40
Ergocristinina 1,31 1,56 1,82 0,16 0,12 0,40
(frzgg(;’n:‘;’ri;z) 1,52 1,95 237 026 0,17 0,40
Ergosina 1,52 1,86 2,21 0,21 0,14 0,40
Fumonisina B1 100,00 117,29 134,58 10,54 0,11 0,27
Ocratoxina A 1,00 1,44 1,88 0,27 0,27 0,40
Toxina T-2 16,00 21,44 26,87 3,32 0,21 0,27
Zearalenona 10,40 12,46 14,53 1,26 0,12 0,40
a-Ergocriptina 1,47 1,81 2,16 0,21 0,14 0,40

Fonte:

proprio autor e ! Manual de Garantia da Qualidade (MAPA) (13).
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LMR = é a concentracao do limite maximo de residuo, considerado aqui como o menor nivel da curva
de calibracéo fortificado.

LD = Limite de deteccéo

LQ = Limite de quantificacao

Me= Incerteza combinada no menor nivel de fortificagédo da curva de calibragao.

Me(C anal.)/C anal. = incerteza combinada da concentracéo do analito dividido pela propria
concentracdo do analito.

5.4.6. Incerteza de medicéo

Os critérios de aceitabilidade da incerteza de medicéo foram baseados no
Manual de Garantia da Qualidade (13), que determina que incertezas padrao
combinadas calculadas a partir de dados de precisdo intermediaria (incerteza ou
desvio-padrao de reprodutibilidade intralaboratorial), ndo devem exceder em mais de
um terco os valores da Tabela de aceitacdo da reprodutibilidade apresentada abaixo
(Tabela 21):

Tabela 21: Critérios de Aceitagdo da Reprodutibilidade

Concentragéo (c) Coeficiente de Variacdo (CV) (%)

¢ <1 mg/kg 35

1 mg/kg < ¢ < 10 mg/kg 30
10 mg/kg < ¢ < 100 mg/kg 20
100 mg/kg < ¢ < 1 mg/kg 15
1 mg/kg < ¢ <10 mg/kg 10

10 mg/kg < ¢ < 100 mg/kg 7,3

100 mg/kg = c < 1 g/kg 53

1g/kg=<c<10g/kg 3,7

10 g/kg < ¢ <100 g/kg 2,7
100 g/kg < c < 1 kg/kg 2

Fonte: Manual de Garantia da Qualidade (13)

Desta forma, o limite de confiabilidade para a incerteza combinada foi

calculado a partir da equacéao 20:
Equacéo 20

,uc(Canal.)< 1+1 cv
_— —) *
Canal. — ( 3)

Onde:
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Mc(C anal.)/C anal. = incerteza combinada da concentragdo do analito
dividido pela prépria concentracao do analito;

CV = coeficiente de variacao apresentado na Tabela 21.

Na Tabela 20, representada na secéo anterior, estdo apresentados 0s
resultados de incerteza expandida, para o LD de cada micotoxina, obtidos através dos
calculos da metodologia Bottom-up. Observa-se que todas as micotoxinas,
apresentam resultados em conformidade com o Manual da Garantia da Qualidade
Analitica (13).

A Tabela 22 apresenta, em resumo, 0os dados obtidos com a realizagao

deste estudo.



Tabela 22: Resumo dos dados obtidos para micotoxinas validadas.

Efeito de Matriz Incerteza
Analito Faixa Linear _ ~ R? LD (CCa) LQ(CCB) o
(Hg.L?) Inclinagcbes Interceptos (Hg.L?) (ug.LY) Calculada Limite
diferentes diferentes (ug.L?) (ug.L?)
Aflatoxina B1 0,32 - 4,00 Sim - 0,9889 0,38 0,45 0,12 0,47
Aflatoxina B2 0,20 -2,50 Sim - 0,9802 0,26 0,33 0,20 0,47
Aflatoxina G1 0,20 - 2,50 N&o N&o 0,9876 0,25 0,30 0,15 0,47
Aflatoxina G2 0,20 - 2,50 Sim - 0,9634 0,30 0,40 0,30 0,47
Citreoviridina A 1,00 - 12,50 Sim - 0,9857 2,49 2,99 0,15 0,40
Deoxinivalenol 75,00 - 937,50 Sim - 0,9841 102,50 129,99 0,22 0,27
Dihidroergocristina 1,52 - 19,03 Néo N&o 0,9739 1,85 2,17 0,13 0,40
Ergocornina 1,53 - 19,08 Sim - 0,9653 1,92 2,31 0,16 0,40
Ergocristina 1,48 -18,45 Sim - 0,9672 1,83 2,18 0,14 0,40
Ergocristinina 1,31- 16,33 Sim - 0,9833 1,56 1,82 0,12 0,40
Ergonovina 1,52 - 19,00 Sim - 0,9493 1,95 2,37 0,17 0,40
Ergosina 1,52 - 19,03 N&o N&o 0,9601 1,86 2,21 0,14 0,40
Fumonisina B1 100,00 - 1250,00 Sim - 0,9904 117,29 134,58 0,11 0,27
Ocratoxina A 1,00 - 12,50 Sim - 0,9580 1,44 1,88 0,27 0,40
Toxina T-2 16,00 - 200,00 Sim - 0,9809 21,44 26,87 0,21 0,27
Zearalenona 10,40 - 130,00 Nao Sim 0,9759 12,46 14,53 0,12 0,40
a-ergocriptina 1,47 - 18,33 Sim - 0,9668 1,81 2,16 0,14 0,40

Fonte: proprio autor
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547. Estudo de ocorréncia

A presenca das micotoxinas mascaradas de DON néo foi observada em
nenhuma das amostras de cerveja, uma vez que nao foram encontrados, nas janelas
dos tempos de retencdo, picos cromatograficos em ambas as transi¢cdes para as
micotoxinas avaliadas qualitativamente.

Para as demais micotoxinas, nao foi obtido ocorréncia de contaminacao

nas amostras, conforme pode ser observado na Tabela 23.

Tabela 23: Resultados obtidos no estudo de ocorréncia para micotoxinas e agrotéxicos

Aflatoxina B1
Aflatoxina B2
Aflatoxina G1
Aflatoxina G2
Citreoviridina A
Deoxinivalenol
Ergocornina
Ergocristina
Ergocristinina
Ergonovina
(ergometrina)
Ergosina
Fumonisina B1
Ocratoxina A
Toxina T-2
Zearalenona
a-Ergocriptina

Amostra
Dihidroergocristina

Concentragao (ugL1)

TM20:52B NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ Na Na NQ
TMA14:10 NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQa NQ Na Na

JA13:282 A NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ Na

Lgogi)g;scc NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ
PI00:552A NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ
L91193f)176F09 NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ

JC15:534 NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ Na Na NQ
MGO02:231 NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ
L82 NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ Na NQ

1763 NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ
Fonte: préprio autor

NQ = ndo quantificado

6. CONCLUSAO

Uma metodologia empregando QUEChERS foi otimizada, desenvolvida e
validada, utilizando espectrémetro de massas triploquadrupolo acoplado ao sistema
cromatografico UHPLC para quantificacdo de micotoxinas em cerveja. O emprego de
UHPLC-MS/MS utilizando o modo de varredura MRM possibilita a determinacao de

multianalitos presentes em baixas concentracbes em matrizes complexas, uma vez



85

gue nesse sistema, a detectabilidade € aumentada com consecutiva diminuicdo da

interferéncia espectral de compostos presentes na matriz.

O emprego do método QUEChERS para a extracdo de multianalitos
utilizando acetonitrila como solvente extrator tem a vantagem de dispensar a utilizacao
de co-solvente ndo polar para induzir uma separacéo de fase com a 4gua e o emprego
do cloreto de sédio no método promove o efeito salting out o que melhora os
resultados de recuperacéo de analitos polares, como as fumonisinas, por exemplo. O
sulfato de magnésio anidro é outro sal que potencializa a extracdo do método
QUEChERS, pois absorve a agua presente no meio, tornando os extratos finais de

acetonitrila menos polares.

O procedimento validado dispensa a etapa de clean up utilizando D-SPE,
e essa reducao de estapa em relacdo ao método QUEChERS original diminui o tempo
necessario para o preparo de amostras, o que pode ser considerado uma vantagem

do método.

A seletividade da metodologia foi analisada através do ensaio de amostras
branco, mostrando-se seletiva para quase todas as micotoxinas sob investigacao, com
excecdao da citrinina e do &cido penicilico. Acredita-se que a concentracdo empregada
para essas micotoxinas durante a validacdo tenha comprometido os resultados da
analise, ja que as fortificacdes foram feitas abaixo do LD. Desta forma, néo foi possivel
validar tais substancias no método, deixando nesse estudo uma indicacdo de
concentracéo de fortificacdo para ampliacdo do escopo do procedimento analitico.

O efeito matriz foi avaliado através da comparacéo das inclinacdes e dos
interceptos das curvas de calibragdo, sendo comprovado para as micotoxinas
aflatoxina B1, B2, G2, ocratoxina A, citreoviridina, deoxinivalenol, a-ergocriptina,
ergocristina, ergocristinina, ergocornina, ergonovina, fumonisina B1, toxina T-2 e

zearalenona.

As curvas de calibracdo foram feitas utilizando extrato de matriz branca,
evitando os efeitos causados pelo efeito matriz. A metodologia se mostrou linear nas
faixas de 4,0 a 0,3 ugL™* para aflatoxina B1; 2,5 a 0,2 ugL* para aflatoxina B2, G1 e
G2; 12,5 a 1,0 ygL? para citreoviridina e ocratoxina; 19,0 a 1,5 ugL? para
dihidroergocristina, ergocornina, ergonovina e ergosina; 16,3 a 1,3 pgL! para
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ergocristina e a-ergocriptina; 130,0 a 10,40 ugL* para zearalenona; 200,0 a 16,0 ugL-
! para toxina T-2; 937,5 a 75,0 ugL* para deoxinivalenol e 1250,0 a 87,5 ugL™? para

fumonisina B1.

As recuperagfes médias das micotoxinas no método variaram de 56,6%
(ergonovina) a 118,3% (aflatoxina B1), sendo estes resultados alcancados para as
fortificacdes realizadas em quatro niveis distintos, em trés dias de validagao realizados
em condi¢cBes de precisdo intermediaria. A recuperacdo da ergonovina ficou abaixo
dos valores determinados pela Diretiva 2002/657/CE (88). Entretanto, como o seu
desvio padrédo relativo (RSDr) foi menor do que 20%, o documento
SANTE/11813/2017 (90) justifica que recuperacbes desta natureza podem ser
aceitas, ja que os dados sdo consistentes, embora métodos mais sensiveis para o

analito devam ser testados.

Os desvios padrfes obtidos para os niveis mais baixos de fortificagdo em
condicdes de repetibilidade foram condizentes com a diretiva 2002/657/CE (88), para
todas as micotoxinas consideradas seletivas no método, obtendo-se RSDr que

variaram de 2,6% (fumonisina B1) a 28,2% (aflatoxina G2).

Para os desvios obtidos em condicdes de precisdo intermediaria, apenas o
deoxinivalenol apresentou desvio acima do esperado pela equacéo de Horwitz, o que
foi justificado pelo uso de micropipetas diferentes para o preparo da curva e
fortificacdo das amostras no terceiro dia de validacdo. Embora essa variacao da pipeta
no terceiro dia de validacédo, tenha aumentado o desvio de reprodutibilidade para
todas as micotoxinas em estudo, somente DON teve um efeito expressivo sobre a
reprodutibilidade. Como a integracdo do pico cromatografico de DON é mais
trabalhosa, ha um aumento no coeficiente de variacdo maior para esta micotoxina.
Além disso, para concentracdes mais elevadas, como acontece com o deoxinivalenol,
a equacdo de Horwitz prevé coeficientes de variagdo menores. Estes dois fatores
aliados fizeram com que o0 RSDr de DON ficasse acima do esperado pela equacéo de

Horwitz.

A razéo entre a incerteza combinada na menor concentracdo de fortificacao
dividida pela propria concentragdo do analito mostrou que todos os resultados estao

dentro do aceitavel pelo Manual de Garantia de Qualidade Analitica (13).
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Nenhuma das dez amostras reais analisadas no estudo de ocorréncias
apresentou contaminacao. Desta forma, para a discussao sobre a inclusdo da matriz
cerveja nas legislacbes que tratam sobre os limites maximos de micotoxinas em
alimentos, seria necessaria a realizacdo de analises de um numero maior de

amostras.

Embora ndo tenham sido encontradas amostras contaminadas, avalia-se
gue a metodologia proposta para analise de micotoxinas em cerveja apresentou-se
adequada para determinacdo de dezessete das dezenove micotoxinas em estudo,
sendo as duas micotoxinas ndo validadas (cinitrina e acido penicilico), estudadas fora
de seus respectivos limites de deteccgéao.

Desta forma, a metodologia se mostra promissora para ser utilizada em
analises fiscais para o controle de qualidade e seguranca alimentar, seguindo as

principais normativas nacionais e internacionais de qualidade analitica.
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