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RESUMO

O milho é o principal produto da agricultura mundial, sendo o Brasil o terceiro maior
produtor, além de extremamente importante sob o ponto de vista nutricional. Apesar da
maior parte dos graos produzidos no Brasil ter como destino a alimentacdo animal, o
que representa uma tendéncia mundial, o fub4 ocupa posicdo de destaque entre os
produtos de milho destinados ao consumo humano. A contaminacao de alimentos com
micotoxinas € um importante topico em seguranca alimentar, sendo o milho o produto
que apresenta as maiores taxas e variedades de contaminacdo. Os métodos oficiais
descritos para a determinacdo de micotoxinas em alimentos e racées contemplam um
anico mensurando ou um unico grupo de mensurandos, empregando técnicas
cromatograficas e imunoensaios, com etapas laboriosas de extragdo e purificagéo.
Contudo, existe uma tendéncia em substituicdo de procedimentos classicos por
técnicas analiticas modernas. Neste contexto, a cromatografia liquida de ultra
performance acoplada a espectrometria de massas sequencial permite a ampliacao
dos escopos analiticos, associada a redugdo no consumo de tempo, materiais,
solventes e geracao de residuos. No presente trabalho, um método rapido, envolvendo
extracdo em etapa Unica para determinacdo simultanea de aflatoxinas B; (AFB1), B,
(AFB2), G1 (AFG1), G, (AFG2), fumonisina B; (FB1) e zearalenona (ZEA) em fub4, foi
validado e aplicado em um estudo de ocorréncia. Diferentes solugdes extratoras foram
testadas, com melhor desempenho para metanol:acetonitrila:agua (60:20:20).
Linearidade foi evidenciada nas faixas de 0,25 a 1,50 ng/mL para as aflatoxinas, de 20
a 120 ng/mL para FB1 e de 7,00 a 42,00 ng/mL para ZEA. Efeitos de matriz
significativos foram demonstrados para todos os grupos (p <0,05). Recuperacoes
médias de 87,57; 93,18; 93,35; 94,20; 78,76 e 95,98 % foram estimadas, para AFB;,
AFB,, AFG;, AFG,, FB1l e ZEA, respectivamente, em ensaios com amostras
adicionadas. Material de referéncia certificado de milho para FB1 foi analisado com
obtencdo de z-escore de 0,19. Desvios padréo relativos maximos sob condi¢cbes de
repetibilidade e preciséo intermediaria de 13,6 e 13,6 % para AFB1, AFB2, AFGL1 e
AFG2, de 3,7 e 6,3 % para FB1, e de 3,5 e 4,0 % para ZEA, respectivamente, foram
alcancados. Tais resultados comprovaram a acurécia do método na faixa estudada. No

estudo de ocorréncia, das 50 amostras analisadas, 44 % apresentaram niveis
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guantificados de FB1 e ZEA foi detectada em 18 % das amostras. A metodologia
validada foi considerada adequada para o propdsito de determinacdo de multigrupos de
micotoxinas em fuba como parte das acdes para promogéo da saude publica.

Palavras-chave: validacdo intralaboratorial, micotoxinas, fubd, cromatografia liquida

acoplada a espectrometria de massas, determinagéo multigrupos, ocorréncia
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ABSTRACT

Corn is the main product of world agriculture, and Brazil is the third largest producer.
This is an extremely important product in the nutritional point of view. Although most of
the grain produced in Brazil have destined for animal feed, which is a global trend, the
cornmeal occupies a prominent position among the maize products for human
consumption. Food contamination with mycotoxins is an important topic in food security,
and the corn stands out as a product having the highest rates and varieties of
contamination. Official methods described for the determination of mycotoxins in foods
and feeds include a single measurand or a single group of measurands, using
chromatographic techniques and immunoassays, and laborious extraction and clean-up
steps. However, there is a trend to replace classical procedures by modern analytical
techniques. In this context, ultra performance liquid chromatography coupled to tandem
mass spectrometry allows the extension of the analytical scopes associated with a
reduction of the time consuming, and solvent discard. In this paper, a rapid and single
extraction method for simultaneous determination of aflatoxin B1 (AFB1), B2 (AFB2),
G1 (AFG1), G2 (AFG2), fumonisin B1 (FB1) and zearalenone (ZEA) in cornmeal was
validated and applied in an occurrence. Different extraction solutions were tested, with
better performance for methanol:acetonitrile:water (60:20:20). Linearity was observed in
the range from 0.25 to 1.50 for aflatoxins, from 20 to 120 for FB1 and from 7.00 to
42.00 ng/mL for ZEA. Significant matrix effects were demonstrated for all groups (p <
0.05). Average recoveries of 87.57, 93.18, 93.35, 94.20, 78.76 and 95.98 % were
estimated to AFB1 AFB2, AFG1, AFG2, FB1 and ZEA, respectively, employing spiked
samples. Maize certified reference material for FB1 was analyzed with score-z of 0.19.
Maximum relative standard deviation under repeatability conditions and intermediate
precision of 13.6 and 13.6 % for AFB1, AFB2, AFG1 and AFG2, of 3.7 and 6.3 % for
FB1, and of 3.5 and 4.0 % for ZEA, respectively, were achieved. These results
confirmed the accuracy of the method. In the occurrence study, for the 50 samples
analyzed, 44 % had measurable levels of FB1 and ZEA was detected in 18 % of the
samples. The validated method was considered fitness for the purpose of considering
the determination of different groups of mycotoxins in cornmeal as part of the actions for

the public health promotion.
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Keywords: in-house validation, mycotoxins, cornmeal, ultra performance liquid
chromatography coupled to tandem mass spectrometry, multi-group determination,

occurence.
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1. INTRODUCAO

O milho é o principal produto da agricultura mundial, sendo o Brasil o terceiro
maior produtor, atras dos Estados Unidos e China (USDA, 2015). Em 2013/2014 foi
alcancada uma safra recorde no pais, em torno de 80 milhdes de toneladas, sendo o
centro-oeste, o sul e o sudeste as principais regibes produtoras. Neste contexto,
destacam-se os estados do Mato Grosso, Parana, Minas Gerais e Goias (CONAB,
2014).

Trata-se de um produto extremamente importante sob o ponto de vista
nutricional, com destaque para sua composicdo em relacdo aos macronutrientes
energéticos, carboidratos e lipideos, e ao seu conteudo de fibras alimentares (Paes,
2006). O milho é um produto que apresenta grande versatilidade para o aproveitamento
na alimentagcdo humana. Ele pode ser consumido diretamente ou pode ser utilizado
como componente na fabricacdo de produtos diversos como, balas, biscoitos, péaes,
chocolates, cerveja, entre outros (ABIMILHO, 2011). Apesar destas caracteristicas, a
maior parte dos grdos produzidos no Brasil tem como destino a alimentagdo animal, o

que representa uma tendéncia mundial (EMBRAPA, 2012).

Para o processamento do milho destinado ao consumo humano, no Brasil,
destaca-se 0 processo de moagem a seco, que envolve menores escalas de producao
e investimentos industriais, resultando em produtos como canjica, farinhas, fubas, grits,
flocos, farelo e 6leo (EMBRAPA, 2012; AGEITEC, 2013). Os produtos de moagem a
seco sao 0s que apresentam maior indice de consumo no Brasil, com destaque para o

fuba, que é o derivado de milho mais consumido no pais (Rios, et al., 2011).

A seguranca alimentar é um topico de grande expressdo na promoc¢ao da saude
humana e animal. Neste contexto, destaca-se a contaminagdo dos alimentos por
micotoxinas, metabolitos secundarios de fungos, os quais sdo contaminantes naturais
de uma série de alimentos. Estes compostos sao fatores etiologicos de uma série de
disturbios respiratorios e neurolégicos, bem como, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e
carcinogénese. Um grande namero de micotoxinas pode ser encontrado em cereais,
que representam a principal fonte de carboidratos na dieta humana, e podem ser

facilmente contaminados por fungos em diversos estagios de sua producédo e
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armazenamento. Dentre os cereais, 0 milho se sobressai como o produto que

apresenta as maiores taxas e variedades de contaminacéo (Resanovic, et al., 2013).

No Brasil, as redes de laboratérios oficiais da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
realizam atividades de monitoramento da contaminacdo de milho e seus produtos por
micotoxinas, por meio do Programa de Monitoramento de Aditivos e Contaminantes
(PROMAC) e do Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em
Produtos de Origem Vegetal (PNCRC) respectivamente, sendo empregadas técnicas
cromatograficas como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e cromatografia
em camada delgada (TLC). Nestes métodos oficiais as etapas de extracdo e
purificacdo envolvem particdo liquido:liquido, extragdo em fase solida ou colunas de
imunoafinidade (AOAC, 2012). Desta forma, nos referidos programas, os grupos de
micotoxinas sao analisados individualmente, o que representa um significativo gasto de
tempo, recursos humanos e reagentes, além de impactos ambientais decorrentes dos

residuos dos processos analiticos.

Existe, atualmente, uma tendéncia em substituicdo de procedimentos classicos
por técnicas analiticas modernas, as quais permitem fornecer respostas as demandas
globais de seguranca, qualidade e rastreabilidade de alimentos. Desta forma, os
laboratérios de andlises de alimentos tém sido demandados pelo desenvolvimento de
métodos environmental-friendly, por meio da implantacdo da quimica verde (Green
Analytical Chemistry), incluindo miniaturizagdo, uso de técnicas que consomem menos
solventes ou combinacfes de técnicas de separacado (Cifuentes, 2012). Neste contexto,
a cromatografia liquida de ultra performance acoplada a espectrometria de massas
sequencial (UPLC-MS/MS) permite a ampliacdo dos escopos analiticos e,
consequentemente, uma reducdo do tempo gasto na andlise de contaminantes nas

matrizes alimenticias levando a uma diminui¢cao na geracao de residuos quimicos.

Independentemente da técnica utilizada, todo o trabalho para manutencao de
uma estrutura de monitoramento da qualidade de alimentos, visando a seguranca
alimentar, tem como base o grau de confiabilidade dos métodos analiticos utilizados.
Assim, os laboratérios e industrias que realizam analises de contaminacdo por

micotoxinas em alimentos devem dispor de métodos devidamente validados e
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monitorados (Souza, et al.,, 2007). A validacdo de métodos € uma importante
ferramenta compreendida nos sistemas de gestdo da qualidade laboratoriais que,
juntamente com procedimentos de controle de qualidade interno e externo, permite aos

laboratorios produzirem dados analiticos confiaveis (Thompson, et al., 2002).

Tendo em vista a elevada producdo de milho no Brasil, aliada a possibilidade de
contaminacdo deste produto por diferentes espécies de fungos, se faz necessario
validar metodologias para andlise rapida e simultdnea de micotoxinas de diferentes

grupos em derivados de milho, visando assegurar a seguranca alimentar da populacao.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Validar um método para determinagdo simultanea de aflatoxinas B; (AFB1), B,
(AFB2), G; (AFG1), G, (AFG2), fumonisina B; (FB1) e zearalenona (ZEA) em fub4,
empregando extracdo em etapa uUnica e a técnica UPLC-MS/MS, visando subsidiar
acOes da ANVISA.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Validar um método quantitativo para determinacdo de AFB1, AFB2, AFG1, AFG2,
FB1 e ZEA em fuba por UPLC-MS/MS, por processo intralaboratorial, incluindo o
estudo dos parametros linearidade, sensibilidade, faixa, seletividade e efeitos de

matriz, veracidade, precisao, limites e incerteza.

e Monitorar a ocorréncia de contaminacéo por AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, FB1 e ZEA
em amostras de fuba coletadas no comércio de Minas Gerais pela Vigilancia

Sanitaria Estadual, empregando o método validado.

e Avaliar a adequacdo das amostras analisadas considerando os limites maximos

tolerados pela legislacéo nacional e internacional.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 MILHO

O gréo de milho é formado por quatro principais estruturas fisicas: endosperma,
gérmen, pericarpo (casca) e ponta, as quais diferem na composicdo quimica e na
organizacdo dentro do grdo. Os componentes majoritarios dos grdos sao o
endosperma e o gérmen, onde estdo presentes as maiores quantidades de amido e de
Oleo, respectivamente (Shukla & Cheryan, 2001).

O endosperma € o constituinte majoritario do grdo e também o componente de
maior valor, com importancia nutricional para animais e humanos. O endosperma
representa aproximadamente 83 % do peso seco do grdo, constituido principalmente
de amido, na forma de granulos. No endosperma também estdo presentes o0s
carotenoides, responsaveis por conferir cor aos graos, além das proteinas de reserva,
zeinas, responsaveis pela formacao dos corpos proteicos que envolvem os granulos de
amido dentro das células do endosperma. Com base na distribuicdo dos granulos de
amido e da matriz de proteina, o endosperma pode ser classificado como farinaceo ou
vitreo. No primeiro, os granulos de amido estdo dispersos e nao sédo circundados por
matriz proteica, o0 que resulta em espacos vagos durante a secagem do grdo. No vitreo,
a matriz proteica € densa e circunda os granulos de amido, ndo permitindo a ocorréncia
de espacos entre estas estruturas. Esta denominacdo refere-se ao aspecto dos
endospermas nos graos quando sujeitos a incidéncia de luz. No farinaceo, a passagem
de luz é permitida o que confere opacidade ao material. No vitreo, a auséncia de
espacos vazios promove a reflexdo da luz, resultando em um aspecto vitreo ao grao
(Evers & Millart, 2002; Paes, 2006).

O gérmen representa aproximadamente 11 % do grdo e concentra quase a
totalidade dos lipideos (6leo e vitamina E) e dos minerais, além de conter grandes
quantidades de proteinas e acucares. A composicdo de 6leos no gérmen de milho &

semelhante aos 6leos de soja e girassol, contendo o acido graxo linoleico e um
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pequeno percentual de acido graxo linolénico, que sdo considerados essenciais aos

humanos por ndo serem naturalmente sintetizados (Paes, 2006).

Existem cinco diferentes classes gerais de milho, que sao baseadas nas
diferentes caracteristicas dos gréos: dentado (Zea mays ssp mays var indentata), duro
(var indurata), farinaceo (var amylacea), pipoca (var everta) e doce (var saccharata). As
principais diferengas entre as classes estdo na forma e no tamanho dos gréos,
definidos pela estrutura do endosperma e pelo tamanho do gérmen. As propor¢des
relativas de endosperma vitreo e endosperma farinaceo variam de acordo com a classe
de milho. O milho duro e o milho farinaceo séo ambos nomeados de acordo com a
textura do endosperma predominante encontrado em seus gréos. O milho duro possui
um volume continuo de endosperma vitreo apresentando gréos lisos e duros, enquanto
gue no farinaceo o endosperma é completamente farinaceo conferindo uma aparéncia
opaca ao grao. O milho dentado é assim nomeado porque a por¢cdo central de
endosperma farinaceo se rompe durante a secagem dando origem a uma indentacao
na parte superior do grdo. O milho de pipoca é uma variacdo do milho duro, em que a
textura densa do endosperma leva a um acumulo de pressdao durante o cozimento,
resultando na rapida expanséao do hilo no centro dos granulos e no “estouro” do grao. O
milho doce se difere dos demais por possuir maior conteudo de agucar. Possui uma
aparéncia enrugada quando seco devido a nao conversdo dos aglcares em amido,
levando ao acumulo de fitoglicogénio, um polissacarideo soltuvel (Evers & Millart, 2002;
Singh, et al., 2009).

3.1.1 ASPECTOS NUTRICIONAIS

O milho é considerado um alimento muito energético, trazendo em sua
composicdo vitaminas, proteinas, carboidratos, lipideos e minerais (Tabela 1),
contribuindo com aproximadamente 360 kcal de energia por 100 gramas do produto
(ABIMILHO, 2011).

A casca do gréo é rica em fibras, o que incorpora valor funcional ao milho. Os
alimentos fibrosos tém sido recomendados na dieta humana para controle de

colesterol, melhora da constipacdo intestinal, prevencdo de céncer no intestino e
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diverticulite. Além disso, o contetdo de acidos graxos, presente no 6leo de milho, € um
fator de prevencdo de doencas cardiovasculares e de combate ao colesterol sérico
elevado. Outro aspecto importante, relativo ao contetudo de lipideos, € a presenca de
tocoferdis e carotenoides. Os tocoferdis fazem parte da estrutura de hormonios,
enquanto 0s carotenoides possuem acdo anticancer, devido a sua propriedade
antioxidante. Os carotenos (alfa e beta) presentes podem ser convertidos em retinol,
uma substancia pro-vitamina A, sendo importantes nutricionalmente para humanos,
além de colaborarem com a cadeia comercial produtiva de aves, melhorando a
coloracdo da carne e da gema dos ovos. Outro nutriente que se destaca como
constituinte dos graos € a proteina, com teores de aproximadamente 9 %. Porém, a
proteina presente no milho comum é deficiente dos aminoacidos essenciais lisina e
triptofano, ndo sendo adequada para promover funcdes, como crescimento corporal,

guando constitui a Unica fonte deste nutriente na dieta (Paes, 2006).

Tabela 1. Composicéo nutricional do milho em gréo cru

Componente Teor por 100 g
Umidade (g) 10,37
Energia (Kcal) 365
Proteina (g) 9,42
Lipideos totais (g) 4,74
Carboidratos por diferenca (g) 74,26
AcUcares totais () 0,64
Fibra alimentar (g) 7,3
Minerais
Célcio (mg) 7
Magnésio (mg) 127
Fosforo (mg) 210
Ferro (mg) 2,71
Saédio (mg) 35
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Potassio (mg) 287

Zinco (mg) 2,21
Vitaminas
Vitamina A (IU) 214
Vitamina A, RAE (ug) 11
Tiamina (B1) (mg) 0,385
Riboflavina (B2) (mg) 0,201
Piridoxina (B6) (mg) 0,622
Niacina (B3) (mg) 3,627
Vitamina C (mg) 0,0
Vitamina D (IU) 0
Vitamina (D2+D3) (ug) 0,0
Vitamina E (alfa tocoferol) (mg) 0,49
Vitamina K (ug) 0,3
Cianocobalamina (B12) (ug) 0,00
Folato DFE (ug) 19
Lipideos
Acidos graxos saturados (g) 0,67
Acidos graxos monoinsaturados (g) 1,25
Acidos graxos poliinsaturados (g) 2,16
Colesterol (mg) 0
Cafeina (mg) 0

Fonte: USDA, 2013
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3.1.2 ASPECTOS ECONOMICOS

O milho é a cultura de maior destaque da agricultura mundial. A safra 2014/2015
de milho no mundo esta estimada em 991,6 milhdes de toneladas, com uma area
plantada de 177,2 milhdes de hectares. O Brasil é o terceiro maior produtor mundial,
responsavel pela produgdo de aproximadamente 80 milhfes de toneladas, em uma
area de 15,4 milhGes de hectares, estando atras apenas de Estados Unidos e China,
responsaveis pela producdo de 366 e 215,5 milhées de toneladas do produto, em areas
de 33,6 e 37 milhGes de hectares, respectivamente (USDA, 2015; CONAB, 2014).

A producdo mundial de milho esta concentrada nos Estados Unidos, China,
Brasil, Unido Europeia, Ucrania, México, Argentina e India, os quais atualmente
respondem por 66,8% e 83% da éarea plantada e da producdo mundial,
respectivamente (USDA, 2015).

Cerca de 70 % da producdo mundial de milho é destinada a alimentacdo animal,
podendo este percentual chegar a 85 %, em paises desenvolvidos. Em termos gerais,
apenas 15 % de toda a producdo mundial destina-se ao consumo humano, de forma
direta ou indireta (EMBRAPA, 2012).

A produc¢éo de milho no Brasil € dividida em duas épocas de plantio. No periodo
chuvoso, ocorrem os plantios de verdo, ou primeira safra, variando a época do ano
dependendo da regido do pais. No periodo seco, ocorre o plantio do milho de sequeiro,
ou safrinha que, com os aprimoramentos das tecnologias de cultivo e devido a logistica
de producéo rural, vem apresentando crescimento na producdo mesmo sendo cultivado

em condic¢des climaticas desfavoraveis (EMBRAPA, 2012).

A producédo nacional de milho teve seu recorde na safra de 2013/2014, atingindo
uma producéao de 79,9 milhdes de toneladas (aproximadamente 10 % maior que a safra
anterior), correspondendo a uma area plantada de 15,8 milhdes de hectares. A
estimativa apresentada para a safra de 2014/2015 prevé um pequeno decréscimo de
aproximadamente 1,5 % na producdo de milho que devera atingir niveis de producao
de 78,7 milhdes de toneladas em uma éarea plantada de 15,4 milhdes de hectares. As
regides maiores produtoras sao centro-oeste, sul e sudeste, sendo os estados de Mato

Grosso, Parana, Mato Grosso do Sul, Goias, Minas Gerais e Rio Grande do Sul
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responsaveis pela producéo de 18,6; 14,5; 8,4; 7,7; 7,3 e 5,1 milhdes de toneladas de
milho, respectivamente, o que representa cerca de 80 % da safra nacional (CONAB,
2014).

No Brasil, a producdo é voltada, majoritariamente, para o0 mercado interno, no
qual o milho tem dois destinos: i) o préprio estabelecimento rural onde é produzido;
destinado em sua maior parte a nutricdo animal, mas também para consumo humano;
e ii) o mercado consumidor, sendo direcionado para fabricas de rac¢fes, industrias
quimicas, industrias de alimentos e para o mercado de consumo in natura (EMBRAPA,
2012).

Cerca de 20 % do total de milho produzido no Brasil destina-se a exportacao, a
qual tem como principais mercados paises como Japao, Ird, Coreia do Sul, Marrocos,
Arabia e Estados Unidos. Eventualmente, o Brasil importa milho, em pequenas

guantidades, de paises como Paraguai e Argentina (CONAB, 2013).

3.1.3 PRODUTOS DO MILHO E CONSUMO

O milho ndo possui apenas aplicagdo alimenticia. O emprego de seus derivados
estende-se as industrias quimica, farmacéutica, de papéis, téxtil, entre outras
aplicacoes (Tabela 2), de forma que tem sido discutido o tratamento do milho como
uma commoditie. Existem diferentes variedades do produto, cujas qualidades fisicas e
guimicas, sdo determinadas de acordo com o seu destino. Por exemplo: milhos com
alto teor de 6leo (6 a 7,5 %) e alto teor de proteina (> 12 %), destinados a alimentacao
animal; alto teor de amilose, com propriedades importantes para a industria alimenticia
e de papel; alto teor de amilopectina, para a industria alimenticia e também de
producdo de adesivos; alto teor de &cido graxo oleico, para a producdo de margarinas
e também oOleos de fritura especiais; alto teor de aminoéacidos (lisina e triptofano), com
melhor qualidade proteica; milhos com amido de facil extragéo, destinados a industria

de producéo de alcool a partir de milho (Paes, 2006).
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Tabela 2. Multiplos usos do milho (planta, espiga e gréo) no Brasil

Destinacdao

Forma/ Produto Final

Uso Animal Direto

Uso Humano Direto de Preparo Caseiro

Industria de Ragles

IndUstria de Alimentos - Produtos Finais

Intermediarios

Xarope de Glucose

Xarope de Glucose com alto teor de maltose

Corantes Caramelo

Maltodextrinas

Amidos Alimenticios

Amidos Industriais

Silagem, roldo, gréos (inteiro/desintegrado) para
aves, suinos e bovinos.

Espiga assada ou cozida, pamonha, curau,
pipoca, paes, bolos, broas, cuscuz, polenta,
angus, sopas, farofa.
Rac0Ges para aves (corte e postura), outras aves,

suinos, bovinos (corte e leite), outros mamiferos.

Amidos, fubas, farinhas comuns, farinha pré-
cozidas, flocadas, canjicas, 6leo, creme, pipocas,

glicose, dextrose.

Canijicas, sémola, semolina, moido, granulado,

farelo de germe.

Balas duras, balas mastigaveis, goma de mascar,

doces em pasta, salsichas, salames, mortadelas,

hamburgueres, outras carnes processadas, frutas
cristalizadas, compotas, biscoitos, xaropes,

sorvetes, para polimento de arroz.
Cervejas.

Refrigerantes, cervejas, bebidas alcodlicas,

molhos.

Aromas e esséncias, sopas desidratadas, pds
para sorvetes, complexos vitaminicos, produtos
achocolatados.

Biscoitos, melhoradores de farinhas, paes, pés
para pudins, fermento em pd, macarrdo, produtos

farmacéuticos, balas de goma.

Para papel, papeldao ondulado, adesivos fitas
gomadas, briquetes de carvdo, engomagens de

tecidos, beneficiamento de minérios.
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Adesivos, tubos e tubetes, barricas de fibra, lixas,

abrasivos, sacos de papel, multifolhados,

Dextrinas .
estampagem de tecidos, cartonagem,
beneficiamento de minérios.
Pré-Gelatinizados Fundicéo de pegas de metal.
Rotulagem de garrafas e de latas, sacos, tubos e
Adesivos tubetes, fechamento de caixas de papelédo,
colagem de papel, madeira e tecidos.
Ingredientes Proteicos Racdes para bovinos, suinos, aves e cées.

Fonte: Jornal Agroceres apud CiMilho (2013).

A industria moageira de milho se divide em dois grandes grupos. O grupo de
moagem a umido, que produz subprodutos com alto valor agregado geralmente,
destinados a reprocessamentos por parte de outra industria, e o grupo de moagem a
seco, que gera produtos de menor valor, geralmente destinados ao consumo humanao.
No Brasil, o processo mais utilizado é o de moagem a seco (Figura 1), o que resulta
em produtos como canjica, farinhas, fubas, grits, flocos, farelos e éleos (EMBRAPA,
2012; AGEITEC, 2013).

A moagem seca € o processo mais utilizado devido ao fato de envolver menores
escalas de producdo e menor investimento industrial. As industrias processadoras de
milho por esse processo sao geralmente de pequeno porte e quase que totalmente
dedicadas ao processamento para consumo local, embora se observe uma tendéncia
recente de concentracdo destes produtos em industrias de maior porte. Além dos
produtos derivados da moagem seca, produtos industriais derivados da moagem Umida
foram acrescentados, dentre o0os destinados ao consumo humano. Os de maior
importancia sdo o amido derivado da moagem uUmida, cujo nome do produto foi
praticamente substituido pela designacdo comercial de Maizena, e o 6leo de milho, que
rende em média 5 % do peso do gréo. Devido a complexidade do processamento e a
necessidade de capital envolvido, esses produtos sao oriundos de empresas de grande
porte (AGEITEC, 2013).
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Figura 1. Esquema de processamento do milho por moagem a seco.
Fonte: Rios et al. (2011).

No processo de moagem por via seca, o grdo € separado em endosperma,
pericarpo e gérmen. O milho degerminado pode ser designado de canjica (flaking grits),
sendo caracterizado pelo endosperma em pedacos desprovidos da pelicula e do
gérmen. A canijica pode ser destinada diretamente ao consumo, ou pode ser submetida
ao processo de moagem originando outros grits, fubas e farinhas. No Brasil, em relacao
aos tipos de fub&a e de farinha de milho produzidos, tém-se algumas peculiaridades,
pois ha diferentes tipos destes produtos que podem variar tanto na granulometria
guanto na forma de producdo. Com relacdo ao modo de producao existem dois tipos de
fuba, o fuba comum (integral) obtido pela moagem do grdo inteiro, tendo alto valor
nutricional, e o fuba mimoso (fub& canjica) obtido da moagem do milho degerminado
(canjica) sendo mais fino e apresentando maior tempo de conservacdo em razao do
baixo conteudo lipidico. Com relacdo a farinha, a Resolucdo RDC N° 263 (ANVISA,
2005) define a farinha de milho como: produto obtido de partes comestiveis de uma ou
mais espécies de cereais, leguminosas, frutos, sementes, tubérculos e rizomas por
moagem e ou outros processos tecnolégicos considerados seguros para producéo de
alimentos. Industrialmente a farinha de milho (creme de milho), € composta
basicamente pela fracdo amilacea do grdo. A presenca de proteina favorece a
integridade do granulo de amido, dificultando sua liberagdo durante a moagem. Desta

forma, por motivos econdmicos, a industria, na moagem dos grados para producdo de
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fubd, obtém a farinha de milho como um produto residual, separado em peneiras muito
finas (Rios, et al., 2011).

Entre os derivados de milho oriundos do processo de moagem a seco, o fuba é o
produto mais consumido pela populacdo no Brasil. Dados da Pesquisa Or¢camentaria
Familiar (POF), realizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) no
periodo de 2008 — 2009, apontam este produto como o derivado de milho com maior
indice de aquisicdo domiciliar per capita anual. O milho em grdo também se destaca
neste levantamento pelo seu alto consumo na area rural, destinado principalmente para

o0 consumo animal (IBGE, 2009).

Apesar do grande consumo de produtos oriundos do processo de moagem a
seco, o Brasil, seguindo a tendéncia mundial, destina a maior parte da sua producao de
milho para o consumo animal, sendo este segmento o grande mercado deste cereal,
seguido do reprocessamento industrial e, por ultimo, o consumo humano (EMBRAPA,
2012).

3.2 MICOTOXINAS

As micotoxinas sdo compostos de baixo peso molecular, produtos do
metabolismo secundarios de fungos, cuja presenca em alimentos e ra¢des ndo pode
ser completamente evitada. Sao consideradas contaminantes naturais e sua presenca

estéd associada a doencas em humanos e animais (Kuiper-Goodman, 1995).

A ocorréncia de micotoxinas é mais provavel em paises onde as técnicas de
manuseio e as condicbes de estocagem de alimentos sdo inadequadas, em paises
com histérico de problemas de ma nutricdo da populacdo e onde as regulamentagdes
nao sao suficientes para evitar a exposicdo dos consumidores aos alimentos
contaminados (Bennett & Klich, 2003).
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3.2.1 HISTORICO

Doencas devido a producdo de alcaloides por fungos parasitas do centeio
(ergotismo), ja eram relatadas desde a idade média, sem a identificacdo da substancia
téxica (Desjardins, et al., 2003). No entanto, o inicio da micotoxicologia moderna se deu
com a descoberta das aflatoxinas na década de 60, quando um grande numero de
filhotes de perus comecou a morrer em granjas inglesas, alimentados com racdes
preparadas a base de amendoim proveniente do Brasil e Africa. Animais em boas
condigcbes com aproximadamente quatro semanas de vida, adquiriram uma doenca
desconhecida que era responsavel por altas taxas de mortalidade, em um curto periodo
de tempo, além de provocar o aparecimento de les6es post-mortem envolvendo rins e
figado. Na tentativa de identificar a causa do problema, analises microscopicas e de
culturas falharam em revelar alguma infeccdo especifica que fosse conhecida. A
doenca foi inicialmente atribuida a algum tipo de virus, mas ja havia a desconfianca de
gue a dieta fornecida aos animais poderia ter alguma contribuicdo, ja que a troca da
racao fornecida tinha impacto imediato na mortalidade (Stevens, et al., 1960; Barnes,
1970).

Atualmente, sdo conhecidos milhares de metabdlitos toxicos de fungos, estando
entre eles as micotoxinas, agentes expressivos causadores de doencas em animais e
humanos. Os fungos produtores de micotoxinas causam preocupa¢ao com relacdo a
seguranca alimentar, bem como 0s impactos decorrentes no comeércio de graos,

alimentos e racoes (Desjardins, et al., 2003).

3.2.2 TOXICIDADE

Entende-se por micotoxicose 0 processo patoldgico resultante da ingestdo ou
contato com micotoxinas. As micotoxicoses podem ser categorizadas em aguda
primaria ou crbnica primaria. A micotoxicose aguda primaria manifesta-se quando,
considerando-se a sensibilidade, os individuos consomem doses de moderadas a altas
de micotoxinas. Nestes casos, um quadro clinico agudo e especifico pode incluir sinais
e sintomas como hemorragias, hepatite, nefrite, necrose de mucosas digestivas e

morte, dependendo da susceptibilidade da espécie, das condi¢des individuais e da
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interacdo ou ndo com outras micotoxinas. A micotoxicose crdnica primaria ocorre
quando os niveis consumidos de micotoxinas sdo de moderados a baixos e manifesta-
se em quadros representados por déficit de eficiéncia reprodutiva, reducdo do ganho
de peso e da taxa de crescimento. Em geral, estes efeitos ocorrem sem a
caracterizacdo clinica da micotoxicose aguda primaria e, em muitos casos, estes
efeitos somente serdo detectados quando cuidadosamente observados, ou pela
presenca de outras doencas superpostas e deficiéncias nutricionais. Além das
categorias descritas, existem também as doencas secundarias causadas pela ingestao
de baixos niveis de micotoxinas, que sao incapazes de causar uma micotoxicose
evidente, porém sdo capazes de predispor 0 hospedeiro a doencas infecciosas devido
a quebra de mecanismos de resisténcia organica (Carvalho, 1995).

Existe uma grande preocupacdo com relacdo aos efeitos cronicos gerados
mesmo em baixos niveis de exposicdo as micotoxinas que sdo consideradas
carcinogénicas ou potencialmente carcinogénicas aos humanos segundo a Agéncia
Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC) (Kuiper-Goodman, 1995). As
micotoxinas estdo separadas em grupos de acordo com o seu potencial carcinogénico
(Tabela 3), segundo a classificacdo formulada pela IARC para agentes, misturas e

circunstancias de exposigao.

Tabela 3. Categorizacédo de substancias pela Agéncia Internacional para Pesquisa em

Cancer (IARC) segundo seu potencial carcinogénico

Grupo Critério para Inclusdo na Categoria

1 Evidéncia suficiente de carcinogenicidade em humanos e animais experimentais.

Evidéncia limitada de carcinogenicidade em humanos e evidéncia suficiente em animais

2A ) ]
experimentais.

2B Evidéncia limitada de carcinogenicidade em humanos e animais experimentais.

3 Evidéncia inadequada para carcinogenicidade em humanos e evidéncia limitada em
animais experimentais.

4 Evidéncias sugerem a nédo carcinogenicidade em humanos e animais experimentais.

Fonte: IARC (2002).
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A biotransformacdo e os mecanismos de defesa sdo importantes para a
compreensdo da toxicidade das micotoxinas em diferentes espécies. Os animais
ruminantes, por exemplo, apresentam maior resisténcia a agdo das micotoxinas
guando comparados aos ndo-ruminantes (Hussein & Jeffrey, 2001). Porém, a producao
(leite e carne), reproducado e crescimento podem ser alterados quando os ruminantes
consomem alimentos contaminados por longos periodos de tempo (Helferich, et al.,
1986).

Vérios tipos de metabdlitos toxicos tém sido obtidos de culturas de fungos em
laboratorio. A maioria deles é conhecida por causarem doencas em humanos e animais
(Desjardins, et al., 2003). Dentre as micotoxinas mais importantes, conhecidas por
contaminarem graos de milho, podemos destacar as aflatoxinas, a FB1 e a ZEA,

pertencentes ao grupo principal destes compostos (Covarelli, et al., 2011).
Aflatoxinas

As aflatoxinas s@o potentes carcind6genos naturais produzidas por fungos do
género Aspergillus: A. flavus, A. parasiticus, A. nomius e A. pseudotamarii (Ito, et al.,
2001; Samson, et al., 1995). Dentre os citados o A.flavus e o A. parasiticus sdo 0s mais
importantes, economicamente, pois estes dois fungos podem produzir aflatoxinas nas
sementes em desenvolvimento de milho, amendoim, algoddo, améndoa, pistache,
nozes e castanha do Brasil, além de serem capazes de contaminar praticamente todos
0S substratos que estejam armazenados de forma inadequada (Desjardins, et al.,
2003).

O A.flavus tem grande afinidade com as sementes em desenvolvimento de milho
0 que resulta na contaminacéo antes da colheita (ou imediatamente apos), resultando
em um grande potencial para a producao de altos niveis de aflatoxinas neste produto,
sendo muito dificil a eliminagdo da contaminag&o neste caso. Estudos dos efeitos das
aflatoxinas em humanos indicam que a exposicdo acentuada a esses compostos esta
associada com carcinomas hepatocelulares, hepatite téxica, sindrome de Reye,
Kwashiorkor e deficiéncia de linfocitos. As aflatoxinas estdo entre as micotoxinas que

oferecem o maior potencial de risco para a saude de humanos e animais agindo como
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contaminantes diretos em alimentos e ragcdes, apresentando evidéncias suficientes de

carcinogenicidade em humanos (Resanovic, et al., 2013; IARC, 2002).

As principais aflatoxinas produzidas sao AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 (Figura 2),
nomeadas de acordo com sua fluorescéncia sob luz UV (B = blue e G = green) e
mobilidade durante a separacdo cromatografica, além de seus produtos metabalicos,
as aflatoxinas M; e M, (AFM1 e AFM2), que foram isolados pela primeira vez do leite
(M = milk) de animais lactantes alimentados com racéo contaminada (Desjardins, et al.,
2003). Dentre as aflatoxinas citadas, a AFB1 se destaca com um potente agente
genotoxico e carcinogénico. Estudos feitos em ratos revelaram a inducéo de cancer no

figado em todos os animais submetidos a dieta rica em AFB1 (Wogan, et al., 1974).

0 0 0 0
OCH; OCH;
Bli C17H120 MM: 312,3 g/mol Bz: C17H14OG MM: 314,3 g/mol

OCH3 OCH;

G1: C17H1207 MM: 328,3 g/mol G2: C17H1407 MM: 330,3 g/mol

Figura 2. Estruturas quimicas e massas moleculares (MM) das aflatoxinas B e G.

Fonte: IARC (2002).
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A carcinogenicidade da AFB1 em humanos e animais esta relacionada com a
sua biotransformacao no isbmero exo do epoxido-8,9 por enzimas do citocromo P450
presentes no figado (Essigman, et al., 1982). Este composto reage com moléculas de
DNA formando adutos com a guanina na posi¢cao N; com rendimento superior a 98 %,
sendo responsavel direto pelo mecanismo de carcinogénese da referida micotoxina
(Guengerich, et al., 1998).

Outros metabdlitos menos tdxicos podem ser formados no processo de
biotransformacgédo da AFB1 (Figura 3). Além disso, o isbmero exo do epoxido-8,9 pode
seguir rotas alternativas a formacdo de adutos com moléculas de DNA (Figura 4),
resultando em conjugados nao toxicos reduzindo os efeitos nocivos da toxina. O
epoxido pode se ligar com a enzima glutationa S-transferase (GST) para formacao do
conjugado do epdxido exo da AFB1 com a glutationa (GSH). Além disso, o epoxido
pode ser rapidamente hidrolisado, por mecanismo direto ou enzimatico, formando um
composto 8,9-dihidrodiol que, por sua vez, sofre uma quebra de anel por mecanismo
enzimatico dando origem a ions fenolato que formam bases de schiff com aminas
primarias como as da lisina, originando adutos com proteinas como a albumina
(Sabbioni, et al., 1987; Johnson, et al., 1996; Guengerich, et al., 1998; IARC, 2002).

AFB,-ex0-8,9-oxide

AFBy-endo-8,9-oxide

Figura 3. Produtos de oxidacéo da aflatoxina B; (AFB1).

AFML1: aflatoxina My; AFQ1: aflatoxina Q;.

Fonte: IARC (2002).
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A toxicidade da AFB1 apresenta variacdes entre individuos, devidas as
diferencas nos mecanismos de biotransformacdo hepatica, responséveis pela
conversdo da toxina no seu metabolito genotdxico e na probabilidade deste composto
seguir alguma das rotas de desintoxicacdo. Sao apresentadas variacées entre adultos
e criancas, individuos de diferentes etnias, individuos com diferentes condi¢des
nutricionais além da diferenga de resposta entre humanos e animais e entre diferentes
espécies de animais (Ramjee, et al., 1992; Lye, et al., 1995; Hustert, et al., 2001; IARC,
2002).

CH2CH2CHoCHa— ?H— COOH

NH,

AFB; —aduto de lisina

AFBj-exo-8,9-oxide

HC~— CH— §

CONHCH,CO0H

8,9-dihidro-8-(S-glutationil) -
9-hidroxiaflatoxina B,

HN

8:9-dillidro-8-(.N7-guani|) -9- 8,9-dihidro-8-(N5-formil)-2,5,6-triamino-4-oxo-N5-
hidroxiaflatoxina B, pirimidil -9-hidroxiaflatoxina B,

Figura 4. Biotransformacéo do epoxido exo-8,9 da aflatoxina B1 (AFB1).
Fonte: IARC (2002).

Quando se tornou evidente que a exposicdo as aflatoxinas seria causa de

cancer, varios paises criaram legislacdes para regulamentar os niveis tolerados de
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exposicao, tanto de AFB1 quanto o de aflatoxina total. Inicialmente, estas
regulamentagfes ndo eram baseadas na ingestdo diaria toleravel, mas sim no desejo
de se manter os niveis de contaminacdo tdo baixos quanto o que fosse
tecnologicamente possivel ou, em alguns paises, que 0s niveis ndo ultrapassassem 0s

limites de deteccao das técnicas analiticas utilizadas (Kuiper-Goodman, 1995).

Segundo a avaliagdo da IARC (2002), a mistura de aflatoxinas de ocorréncia
natural possui evidéncia suficiente de carcinogenicidade em humanos e animais (Grupo
[). No caso de estudos com tecidos tumorosos de figado de animais experimentais,
concluiu-se que ha evidéncia suficiente para carcinogenicidade das AFB1, AFG1 e

AFM1, evidéncia limitada para AFB2 e evidéncia inadequada para AFG2.
Fumonisinas

As fumonisinas sdo produzidas por espécies de Fusarium, principalmente pelo
Fusarium verticillioides (moniliforme), que € um contaminante universal de milho. Ele
esta frequentemente associado a ocorréncia de podriddo nas espigas, embora também
possa ser recuperado do produto aparentemente saudavel. As fumonisinas séo
responsaveis por doencas em equinos e suinos, e tém demonstrado potencial
carcinogénico em camundongos (Desjardins, et al., 2003). Elas foram isoladas pela
primeira vez em 1988 a partir de culturas de Fusarium moniliforme em milho
(Gelderblom, et al., 1988). Dentre os tipos mais conhecidos estdo as fumonisinas B; e

B, (Figura 5), sendo a FB1 a mais toxica e abundante (Sanchez & Carrillo, 2010).

4 CIOOH
e COOH
o
= COOH
,-fﬁ“ A A CODOH
K+ H CH, CH. - cH y "\c ; s
s gt il o~ -"-La .--"ﬂ'\"-L " -".-.H'\-\. ‘-"'HH a o~ o -~ s o Y P
g ol T’ T ~ g “-I" - = P N D T H_I,m S P
i
oH OH a. . . oH oH o
"‘-r e OO0 "‘-r " EOOH
o COOH o COOH
FB1: C34HsoNO15 MM: 721,8 g/mol FB2: C34Hs9NO14 MM: 705,8 g/mol

Figura 5. Estrutura quimica e massa molecular (MM) das fumonisinas B; e B..

Fonte: Cayman (2015)
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A contaminacéo de alimentos por FB1 tem sido verificada em varios paises do
mundo. A exposicdo humana ocorre em niveis de microgramas a miligramas de toxina
por dia, sendo maior em paises onde o milho € consumido em maiores quantidades
(IARC, 2002).

O mecanismo de toxicidade da FB1 se baseia na semelhanca estrutural da
toxina com as bases esfingdides livres, esfinganina e esfingosina (Figura 6). Esta
semelhanca promove o bloqueio do sitio catalitico da ceramida sintase, que é uma
enzima chave na via de biossintese e reciclagem de esfingolipidios (Riley, et al., 2001).
Os esfingolipidios possuem diversas fun¢des biolégicas como, componentes estruturais
responsaveis pela manutencédo da integridade da membrana celular, receptores para
vitaminas e toxinas, sitios para reconhecimento célula-célula e adeséo célula-célula e
célula-substrato e como mensageiros secundarios nas vias de sinalizacdo

responsaveis pelo crescimento, diferenciacdo e morte celular (Merril, et al., 1997).

OH OH

AN N, ,‘_‘/.\,,.J\.\r_..»CHIOH A CH,OH
s o b e s . v \ / vy N - o " N [

NH, NH,

Esfinganina Esfingosina

Figura 6. Estruturas quimicas da esfinganina e da esfingosina.
Fonte: IARC (2002).

Quantidades anormais de esfingolipidios nos tecidos estédo relacionadas com a
ocorréncia de distUrbios associados ao sistema nervoso. A interrupgdo do metabolismo
dos esfingolipidios (Figura 7) pode resultar na alteracéo da biossintese de ceramidas e
no acumulo de bases esfingdides livres. A concentragdo de esfinganina aumenta
rapidamente com a inibicdo da ceramida sintase, tendo como consequéncia a
expressdo da toxicidade da fumonisina pela formacéo de lesdes nos tecidos de 6rgaos
como rins e figado de animais experimentais. O acumulo de esfinganina contribui para

a ocorréncia de doencas do tubo neural e promove a supressao da sintese de bases
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esfingoides. Alteracdes no ciclo de biossintese de esfingolipideos acarretam em maior
chance de sobrevivéncia de células com danos no DNA pela interrup¢éo do mecanismo
de apoptose celular. A FB1 apresenta efeito clastogénico em células humanas, o que
sustenta a hipotese de que este composto pode agir como carcindgeno genotoxico em
humanos pela formacdo de micronucleos (Ehrlich, et al.,, 2002; Riley, et al., 2001,
Wang, et al., 1991).

ESFINGANINA | [ EsrinGosina |

[ ESFINGANINA ]I[ ESFINGOSINA]

CERAMIDA
SINTASE

ESFINGANINA ] [ ESFINGOSINA ]

ESFINGANINA] [ ESFINGOSINA]

pr— o, fp—

ESFINGANINA | | ESFINGOSINA |

[ bi-HIDROCERAMIDA |

CERAMIDA

ESFINGOLIPIDEOS SRR
- - SINTASE
( FosFoEsFINGOLIPIDEOS | [ GLICOESFINGOLIPIDEOS |
X
{ ™
ESFINGOMIELINA N:UTROS (_or-HiorRoCERAMIDA |
INOSITOLFOSFO- . CIbos ) X
GLICOESFINGOLIPIDEOS y CERAMIDA
(" CEREBROSIDIO h X
GLososlibio ( esFiNGoLIPIDEOS )
MEMB. PLASMATICA GANGLIOSIDIO
MIELINA _ SULFATIDEO y,

(a) (b)

Figura 7. Esquema de biossintese de esfingolipideos (a) e da interrupcdo do

metabolismo de esfingolipideos pela fumonisina B (b).
Fonte: Silva, et al. (2012).

A presenca de Fusarium verticillioides na alimentagdo dos animais esta
associada as doencas com alta taxa de letalidade. Dentre estas doengas estdo a
leucoencefalomalacia equina, que afeta figado e cérebro de cavalos, e 0 edema
pulmonar em suinos, que afeta o pulméo, figado e rins destes animais (Kuiper-

Goodman, 1995). As informacdes sobre os efeitos do consumo de fumonisinas na
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saude humana sao limitadas e ndo conclusivas. Alguns estudos sugerem que elas
estdo associadas a incidéncia de cancer esofagico em populagbes expostas a milho
contaminado (Sanchez & Carrillo, 2010).

Segundo avaliacdo da IARC (2002), ndo existem evidéncias suficientes para
comprovar o potencial carcinogénico da FB1 em humanos enquanto que, em animais
experimentais, h& evidéncias suficientes para comprovar o potencial carcinogénico

desta toxina. A FB1 é classificada como possivel carcin6geno aos humanos (grupo 2B).
Zearalenona

A ZEA (Figura 8) é uma micotoxina estrogénica produzida principalmente pelo
Fusarium graminearum, que € um contaminante natural de grdos de milho com alto
grau de umidade, sendo também encontrado em feno e racdes peletizadas (Desjardins,
et al., 2003).

Possui atividade anabdlica e estrogénica, sendo responsavel por efeitos severos
envolvendo o sistema urogenital de animais e afetando sua habilidade reprodutiva,
principalmente em suinos. Efeitos como queda de fertilidade, reducdo no tamanho da
ninhada, atrofia de testiculos e ovario, hipertrofia das glandulas mamarias e mudanca
nos niveis séricos de progesterona e estradiol sdo observados. A presenca de ZEA
esta associada a doencas como a vulvovaginite e o hiperestrogenismo em suinos e,
em menor propor¢cdo em gado, que apresenta maior resisténcia aos efeitos da toxina.
Aves, com destaque para os frangos, sdo bem resistentes a acdo da ZEA (Kuiper-
Goodman, et al., 1987; Desjardins, et al., 2003).

HO o CHg

C18H220s MM: 318,4
Figura 8. Estrutura quimica e massa molecular (MM) da zearalenona.
Fonte: Busk, et al (2012).
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A ZEA passa por biotransformacédo formando os metabdlitos a e B-zearalenol,
que também podem ser produzidos pelo Fusarium graminearum, mas em menores
quantidades do que a ZEA. Estes metabdlitos podem ser reduzidos dando origem ao a
e ao [(-zearalanol (Figura 9). Estes compostos caracterizam-se por competir com o
estrégeno endégeno 17B-estradiol (Figura 10) pelos sitios receptores de estrogeno
podendo provocar respostas estrogénicas em 0rgdos alvo de humanos e animais
(Kuiper-Goodman, et al., 1987).

A afinidade da ZEA com os receptores de estrogeno corresponde a
aproximadamente 5 % da afinidade do 17@-estradiol. A formacdo do metabdlito a-
zearalenol provoca um aumento na afinidade de ligacdo enquanto que o 3-zearalenol é
bem menos ativo. No entanto, todos eles apresentam atividade biolégica sendo
capazes de estimular respostas estrogénicas, com diferentes intensidades, e seguindo

rotas distintas de acao (Kuiper-Goodman, 1995; Busk, et al., 2012).

a-zearalenol B-zearalenol
OH Qo OH 0
o 0
Yty
HO CH Ho -
a-zearalanol [3-zearalanol

Figura 9. Estrutura quimica dos metabdlitos da zearalenona.

Fonte: Busk, et al. (2012).
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Figura 10. Estrutura quimica do 17p-estradiol.
Fonte: Busk, et al. (2012).

As informagcbes com relacdo aos efeitos da ZEA em humanos nao sao
conclusivas. No entanto, modificacbes precoces em criancas como telarca e pubarca
prematuras, ginecomastia e pseudopuberdade prematura foram observadas em
pacientes em que foi constatada a presenca de ZEA ou seus derivados em amostras
de sangue. Além disso, a ingestdo de alimentos contaminados com altos niveis de ZEA
pode estar relacionada com a ocorréncia de cancer cervical e efeitos duradouros no
sistema enddcrino (Saenz de Rodriguez, et al., 1985; Kuiper-Goodman, et al., 1987;
Desjardins, et al., 2003).

Segundo a avaliagdo da IARC, existe evidéncia limitada para o potencial
carcinogénico em animais experimentais e ndo existem evidencias que comprovem 0
potencial carcinogénico da ZEA em humanos. Sendo assim, esta micotoxina nao €&

classificada pela sua carcinogenicidade em humanos (grupo 3) (IARC, 1993).

3.2.3 FORMAS DE CONTAMINACAO

Varias espécies de fungos sdo capazes de produzir micotoxinas. Alguns deles
sao capazes de produzir mais de um tipo e algumas delas sé&o produzidas por mais de
uma espécie de fungo. Frequentemente, mais de uma micotoxina é encontrada nos
substratos contaminados (Hussein & Jeffrey, 2001). Dentre os fatores que influenciam
o desenvolvimento de fungos e a producdo de micotoxinas sao descritos os fatores

implicitos, intrinsecos e extrinsecos.
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Fatores implicitos

A capacidade de sintetizar uma micotoxina ndo depende somente da espécie do
fungo, mas também da cepa em questdo, podendo diferir o tipo e a quantidade de
toxinas produzidas. Espécies de fungos toxigénicos podem produzir cepas nhao
toxigénicas. Outra variavel importante é a concentracdo do indéculo, ou seja, a
quantidade de conideos presentes tanto no solo e na atmosfera, quanto no substrato
propriamente dito. Quanto maior esta concentracdo maior a probabilidade de
contaminacéo. Além disso, deve ser levada em conta a possibilidade de o ecossistema
microbiano interferir de forma que o crescimento e a producdo de micotoxinas sejam
estimulados ou prejudicados, dependendo das interacdes entre as diferentes espécies
presentes. Cepas produtoras de micotoxinas podem reduzir ou parar completamente

sua producdo quando ha presenca de outros fungos (JICA, 1993; Resnik, 1993).

Fatores Intrinsecos

Quando uma cepa fungica tem potencial genético para produzir micotoxinas, seu
crescimento, bem como o nivel de micotoxina produzido, dependera da disponibilidade
de nutrientes presentes no substrato. Parametros como a atividade de agua e pH do
alimento também estéo relacionados com a taxa de crescimento fungico e a producéo
de micotoxinas. A condi¢éo estrutural do substrato também € um parametro importante.
Nos substratos intactos, a casca constitui uma barreira natural ao ataque dos fungos. A
penetracdo dos esporos de fungos nos vegetais fica facilitada quando h& danos
estruturais causados por ataques de pragas ou descuidos no manuseio (JICA, 1993;
Resnik, 1993).

Fatores Extrinsecos

O meio ambiente interage n&o somente com o fungo, mas também com o
substrato. Parametros como temperatura, umidade relativa, luz e tempo sdo alguns
fatores extrinsecos determinantes para a ocorréncia de micotoxinas. Além disso, o0 uso

de fertilizantes, fungicidas e praguicidas, afeta as inter-relagcbes entre o fungo, o
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substrato e o0 meio ambiente, interferindo no crescimento destes microrganismos e na

producdo de micotoxinas (Resnik, 1993).

Os principais parametros que influenciam o crescimento dos fungos e a
producdo de micotoxinas nas etapas de pré e poés-colheita sdo a temperatura e a
umidade. Nao é possivel descrever um conjunto Unico de condi¢des que seja favoravel
ao crescimento e a producdo de toxinas pelos fungos, pela grande variedade de
espécies envolvidas. Mesmo fungos de um mesmo género, como o Aspergillus, contém
espécies que apresentam grandes diferencas em sua temperatura O6tima de
crescimento e nas suas habilidades parasiticas. Sendo assim, € de grande dificuldade
fazer afirmacdes gerais sobre estratégias para um controle universal de micotoxinas. A
sua ocorréncia no campo ndo pode ser eliminada, mas pode ser diminuida pela
aplicacao de boas praticas agricolas com o melhoramento das técnicas de colheita e
armazenamento, realizando controles de insetos, limpeza, aplicagdo de agentes

antifingicos e mantendo a integridade dos graos (Desjardins, et al., 2003).

3.2.4 OCORRENCIA EM MILHO E DERIVADOS

As micotoxinas sdo comumente encontradas em cereais, café, cacau, nozes e
em alimentos de origem animal como carne, leite e ovos. Os cereais sao a principal
fonte de carboidratos na dieta humana, representando grande risco de exposi¢do da
populacdo as micotoxinas. Uma grande variedade de micotoxinas € encontrada em
cereais, sendo o milho o produto que apresenta as maiores taxas e variedades de
contaminacgao (Resanovic, et al., 2013).

A contamina¢do por micotoxinas tem grandes impactos econdémicos. Culturas
com alto grau de contaminagdo muitas vezes devem ser destruidas. Alternativamente,
0os produtos contaminados s&o utilizados para alimentagcdo animal, o que leva a
diminuicdo nas taxas de crescimento, doengcas e morte dos mesmos. Além disso,
animais que consomem rag¢des contaminadas com micotoxinas, podem produzir carne
e leite que contenham residuos ou produtos de biotransformacéo, como € o caso da
contaminacgao de leite por AFM1 (Bennett & Klich, 2003).
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Considerando o modelo de vigilancia sanitaria de alimentos atualmente adotado,
com foco no poés-mercado e no gerenciamento do risco, somado aos altos indices de
incidéncia das doencgas cronicas ndo transmissiveis, o0 monitoramento da qualidade
sanitaria dos alimentos fornecidos a populacéo torna-se indispensavel para a obtencéo
de dados que permitem avaliar o perfil das diversas categorias de alimentos,
identificando os setores produtivos que necessitam de intervencgao institucional, bem
como a eventual necessidade de medidas regulatérias complementares (ANVISA,
2012).

No estado de Minas Gerais, foi instituido, no ano de 2000, o Programa Estadual
de Monitoramento da Qualidade dos Alimentos (PROGVISA). Este programa resultou
da pactuacdo entre a Diretoria de Vigilancia em Alimentos do Estado (DVA), as
Superintendéncias e Geréncias Regionais de Saude e a FUNED (LACEN-MG).
Anualmente, ocorre um seminario que reune profissionais dos érgdos envolvidos no
programa para definicdo das ag¢fes relacionadas a coleta de amostras e envio destas
ao LACEN-MG, bem como os procedimentos administrativos decorrentes dos laudos
de andlise insatisfatérios tendo como base legal o Codigo de Saude de Minas Gerais —
Lei N° 13.317/99. As categorias de alimentos a serem analisadas sdo selecionadas
com base no risco epidemiologico e nos indices de consumo pela populacdo. Séo
incluidos os alimentos com maior incidéncia de irregularidades ou agravos identificados
através de denudncias recebidas nos érgaos de vigilancia sanitaria, bem como aqueles
gue apresentarem maior percentual de reprovacdo nas analises laboratoriais no
programa do ano anterior. No ano de 2011, 321 vigilancias regionais e municipais
distribuidas por todas as regides do estado, participaram da execucdo das a¢cbes do
programa, sendo feita a coleta de 39 variedades de produtos (Ferreira & Baptista,
2011; SES/MG, 2006).

Em ambito nacional, com o objetivo de monitorar a presenca de aditivos e
contaminantes em alimentos expostos ao consumo humano, foi desenvolvido pela
ANVISA em parceria com as vigilancias sanitarias estaduais e os Laboratérios Centrais
de Saude Publica dos estados, o Programa de Monitoramento de Aditivos e
Contaminantes (PROMAC), que subsidia a revisdo de limites maximos tolerados (LMT)
de contaminantes além de avaliar o uso de aditivos e sugerir medidas de

gerenciamento de riscos (ANVISA, 2013 a). Devido a crescente preocupagdo com
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relacdo ao potencial toxigénico das micotoxinas, a ANVISA promoveu, dentro do
PROMAC, a estruturagao da sub-rede PROMAC-Micotoxinas. Como coordenadora do
Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria (SNVS), a ANVISA assumiu um papel
fomentador destinando recursos para ampliar a capacidade analitica dos laboratérios
envolvidos no programa, no qual a FUNED atua como referéncia nacional em analises
de micotoxinas. Nos anos de 2013 e 2014, o laboratério de micotoxinas da FUNED
realizou a analise de 175 e 263 amostras de alimentos, respectivamente, monitorando
a presenca de AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, ocratoxina A, FB1, AFM1 e desoxinivalenol,
empregando métodos especificos para cada grupo. Para o ano 2015, estdo previstas
andlises de 400 amostras de alimentos, monitorando a presenca de AFB1, AFB2,
AFG1, AFG2, ocratoxina A, FB1, AFM1, desoxinivalenol, ZEA e patulina em matrizes
diversas (ANVISA, 2012).

De acordo com os dados obtidos pelo laboratério de micotoxinas da FUNED no
ano de 2013, dentre as 37 amostras analisadas de derivados de milho, 5 apresentaram
contaminagcdo com AFB1, AFB2, AFG1l e AFG2, sendo que uma delas apresentou
contaminacdo acima do LMT na legislacdo brasileira em vigor, de 20 pug/kg para
aflatoxina total. Dados de 2014, para derivados de milho, mostraram que todas as 43
amostras analisadas apresentaram contaminacdo por FB1, embora todas abaixo do
LMT de 2500 pg/kg para esta toxina.

No ambito da agricultura, até 2007, o MAPA realizava apenas o controle de
micotoxinas em produtos de origem animal (MAPA, 1999). Em 2008, por meio da
Instrucdo Normativa nimero 42, o MAPA instituiu o Plano Nacional de Controle de
Residuos e Contaminantes em Produtos de Origem Vegetal (MAPA, 2008).
Inicialmente, o programa monitorava apenas residuos de pesticidas nas culturas de
macd e mamao. Para o ano-safra 2009/2010 houve uma ampliacdo consideravel de
culturas para pesticidas e a inclusdo do monitoramento de aflatoxina total em
amendoim, arroz, castanha-do-Brasil e milho. Na referida safra foram analisadas 15
amostras de milho, dos estados de Goiads e Mato Grosso, sendo todas consideradas
conformes (MAPA, 2010). No ano-safra 2010/2011 houve a inclusdo da matriz feijao.
Todas as 26 amostras de milho analisadas, provenientes dos estados de Goias, Mato
Grosso do Sul e Parana, foram consideradas conformes (MAPA, 2011). Em 2011/2012,

trigo e café foram incorporados ao Programa, além das micotoxinas ocratoxina e
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deoxinivalenol. Neste ano, 59 amostras de milho, dos estados de Bahia, Goias, Parana,
Rio Grande do Sul e Sao Paulo, foram analisadas para aflatoxinas e ocratoxina, sendo
duas destas consideradas nédo-conformes (MAPA, 2013 a). Na safra 2012/2013, cinco
amostras de milho, provenientes dos estados de Goias e S&o Paulo, foram
consideradas conformes para aflatoxinas, fumonisinas (soma de B; e B,) e ocratoxina
(MAPA, 2013 b).

Na Europa, o levantamento da ocorréncia de micotoxinas nos alimentos € gerido
pelo Rapid Alert System for Food and Feed (RASFF), que é um relatorio anual que
reune os dados de notificacbes de ocorréncias de envenenamento alimentar nos
paises participantes do programa. O conceito de envenenamento alimentar, neste
caso, cobre um espectro de sintomas de doengas mais amplo do que o
envenenamento classico provocado por microrganismos patogénicos como virus,
bactérias e fungos. Sdo consideradas também irregularidades como a presenca de
substancias quimicas indesejadas, fraudes nas composi¢cdes de suplementos
alimentares ou a rotulagem insuficiente ndo mencionando a presenca de algum
composto alergénico. Atualmente, 31 paises fazem parte da rede de levantamento da
RASFF (RASFF, 2013).

O levantamento feito, referente ao ano de 2013 (Tabela 4), mostrou um
decréscimo significante no nimero de notificacdes da presenca de micotoxinas nos
alimentos. Esta diminuicdo foi explicada pela queda significativa da ocorréncia de
aflatoxinas em certos produtos importados, que tiveram seu regime de controle de
qualidade reforcado. Por outro lado, observou-se um numero significativo de
notificacdes de aflatoxinas nas colheitas de milho nos paises europeus, que pode ser
explicado pelo fato de a regido sul da Europa ter sofrido com periodo de seca na fase
de crescimento do milho em 2012 (RASFF, 2013).
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Tabela 4. NotificacOes registradas pelo Rapid Alert System for Food and Feed (RASFF)

entre 2004 e 2013 para micotoxinas em alimentos e ragdes

Micotoxina 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

Aflatoxinas 839 946 801 705 902 638 649 585 484 341
Desoxinivalenol 10 4 3 2 11 4 8
Fumonisinas 14 2 15 9 2 1 3 4 4 7
Ocratoxina A 27 42 54 30 20 27 34 35 32 54
Patulina 6 7 3
Zearalenona 1 6 2 4
Total 880 996 878 760 933 669 688 635 528 410

Fonte: RASFF (2013).

3.2.5 REGULAMENTACAO EM MILHO E SEUS PRODUTOS

Em diversas partes do mundo, as micotoxinas representam um grande problema
no que diz respeito a seguranca alimentar. O conhecimento sobre os sérios efeitos
provocados pelas micotoxinas em humanos e animais tem levado varios paises a criar
legislagbes para estabelecer limites de contaminagdo destas substéncias, com o
objetivo de assegurar a salde dos consumidores, bem como 0s interesses econémicos

dos produtores e comerciantes (FAO, 2006).

Assim como acontece com outras legislacbes sobre seguranca alimentar, o
controle de micotoxinas tem sido feito por meio da andlise do produto ao invés da
verificacdo dos padrdes de processamento. Sendo assim, LMT de micotoxinas nos
produtos sédo estabelecidos ao invés de se regulamentar padrbes de producdo ou

tratamento das commodities ao longo da cadeia de comercializagdo (Dohlman, 2003).

Existem diversos fatores, de natureza cientifica e socioecondmica, que podem
influenciar os limites e regulamentos de micotoxinas como: a disponibilidade de dados
toxicoldgicos e de ocorréncia de micotoxinas em varios produtos, o conhecimento da

distribuicdo das concentragdes de micotoxinas dentro de um lote, a disponibilidade de
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metodologias analiticas e as legislacbes em paises com 0s quais existam relaces
comerciais (FAO, 2006).

Atualmente, no Brasil, por meio da RDC numero 7 de 18 de fevereiro de 2011,
sao definidos limites para a contaminacao por 11 micotoxinas em diversas matrizes de
alimentos, incluindo aquelas objetos de estudo do presente trabalho (ANVISA, 2011).
Os limites preconizados para as micotoxinas em matrizes diversas sao apresentados

na Tabela 5.

Tabela 5. Limites maximos tolerados para micotoxinas no Brasil

Micotoxina Alimentos Limite Maximo Tolerado (ug/kg)

Milho, milho em gréo (inteiro,
partido, amassado, moido), farinhas
ou sémolas de milho.

20

Amendoim (com casca, sem casca,

cru ou tostado), pasta de amendoim

ou manteiga de amendoim.
Cereais e produtos de cereais,
exceto milho, incluindo cevada 5
malteada.
Feijao. 5
Castanhas, exceto castanha do
Brasil, incluindo pistaches, avelas e 10
améndoas.
Frutas desidratadas e secas. 10
Aflatoxinas (By, By, G1 € G») Castanha do Brasil com casca para 20
consumo direto.
Castanha do Brasil sem casca para 10
consumo direto.
Castanha do Brasil sem casca para 15
processamento posterior.
Alimentos a base de cereal para 1
alimentacao infantil .
Formulas infantis para lactentes e 1
criangas de primeira infancia.

Améndoas de cacau. 10
Produtos de cacau e chocolate. 5
Especiarias. 20
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Milho de Pipoca. 2000
Alimentos a base de milho para
alimentacdo infantil (lactentes e 200
criancas de primeira infancia).
Fumonisinas (B; + B,) . N .
Milho em gréo para posterior 5000
processamento.
Farinha de milho, creme de milho, 2500
fubd, flocos, canjica e canjiquinha.
Amido de milho e outros produtos a
base de milho. 2000
Milho de pipoca, canjiquinha,
canjica, produtos e subprodutos a 300
base de milho.
Trigo integral, farinha de trigo 400
integral, farelo de trigo
Alimentos a base de cereais para 20
alimentacao infantil.
Zearalenona
Farinha de trigo, massas, crackers e
produtos de panificagdo, cereais e 200
produtos de cereais, exceto trigo,
incluindo cevada malteada.
Arroz beneficiado e derivados. 200
Arroz integral. 800
Farelo de arroz. 1000
Arroz beneficiado e derivados. 750
Alimentos a base de cereais para 200
alimentacao infantil.
Trigo integral, trigo para quibe,
farinha de trigo integral, farelo de 2000
trigo, farelo de arroz e gréo de
cevada.
Desoxinivalenol
Farinha de trigo, massas, crackers,
biscoitos agua e sal, produtos de
panificacdo, cereais e produtos de 1750

cereais, exceto trigo, incluindo
cevada malteada.
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Leite fluido. 0,5

Aflatoxina M; Leite em po. 5
Queijos 25
Cereais e produtos de cereais 10
incluindo cevada malteada.
Feijao. 10
Café torrado (moido e gréo) e 10
café soluvel.
Vinho e seus derivados. 2
Ocratoxina A Suco de uva e polpa de uva. 2
Especiarias. 30
Alimentos a base de cereais >
para alimentacgéo infantil.
Produtos de cacau e chocolate. 5
Améndoas de cacau. 10
Frutas secas e desidratadas. 10
Patulina Suco de macé e polpa de maca. 50

Fonte: ANVISA (2011).

Para janeiro de 2017, tem-se a previsdo da revisao de alguns LMT, que ficardo
mais rigorosos, como apresentado na Tabela 6 (ANVISA, 2013 b).
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Tabela 6. Limites maximos tolerados para micotoxinas no Brasil - aplicacdo em janeiro

de 2017
Micotoxina Alimentos Limites Maximos Tolerados
(Ha/kg)
Farinha de milho, creme de
milho, fuba, flocos, canjica e 1500
canjiquinha.
Fumonisinas (B; + B,) Amido de milho e outros
) 1000
produtos a base de milho.
Milho em gréo para posterior 5000
processamento
Milho de pipoca, canjiquinha,
canjica, produtos e subprodutos 150
a base de milho.
Farinha de trigo, massas,
crackers, produtos de
panificacdo, cereais e produtos 100
de cereais, exceto trigo,
incluindo cevada malteada.
Zearalenona Arroz beneficiado e derivados. 100
Arroz integral. 400
Farelo de arroz. 600
Trigo integral, farinha de trigo
> . 200
integral e farelo de trigo
Milho em gréo e trigo para 400
posterior processamento
Trigo integral, trigo para quibe,
farinha de trigo integral, farelo de
. ~ 1000
trigo, farelo de arroz, gréo de
cevada.
Farinha de trigo, massas,
Desoxinivalenol crackers, biscoitos agua e sal,
produtos de panificacdo, cereais 750
e produtos de cereais, exceto
trigo, incluindo cevada malteada.
Milho em gréo e trigo para 3000

posterior processamento

Fonte: ANVISA (2013 b).
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A Unido Europeia, por meio do Regulamento UE numero 1881/2006, fixou os

teores maximos de 13 micotoxinas em diversas matrizes alimentares. Na Tabela 7 os

limites para aflatoxinas, fumonisinas e ZEA em milho e derivados sao apresentados.

Neste regulamento, além da soma das quatro aflatoxinas, o teor maximo de AFB1

presente nos alimentos também foi especificado (UE, 2006 b).

Tabela 7. Limites maximos tolerados para micotoxinas em milho e derivados na Unido

Europeia

Micotoxina

Alimentos

Limites Maximos Tolerados
(1g/kg)

Aflatoxinas Total
(B1, B2, G1 e Gy)

Aflatoxina B;

Milho destinado a ser submetido a
um método de triagem ou a outro
tratamento fisico antes de ser
destinado ao consumo humano ou
da sua utilizagdo como ingrediente
em géneros alimenticios.

10

Fumonisinas

Milho néo transformado.
Farinha de milho, sémola de milho,
grits, gérmen de milho e 6leo de
milho refinado.

Alimentos transformados a base de
milho e alimentos para bebés
destinados a lactentes e criancas
jovens.

Alimentos a base de milho para
consumo humano direto com
excec¢do dos descritos
anteriormente.

2000

1000

200

400

Zearalenona

Milho nédo transformado.

Milho destinado ao consumo
humano direto, farinha de milho,
sémola de milho, grits, gérmen de
milho e 6leo de milho refinado.

Refei¢des leves a base de milho e
cereais para pequeno-almoco a
base de milho.

Alimentos transformados a base de
milho destinados a lactentes e
criancas jovens.

200

200

50

20

Fonte: UE (2006 b).

Em 2010, através do Regulamento UE numero 165/2010, a Unido Europeia
alterou alguns itens do Regulamento UE numero 1881/2006 no que diz respeito as

aflatoxinas, sendo que o item referente ao milho se manteve inalterado (UE, 2010).
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O Food and Drug Administration (FDA), por meio da orientagcdo de agosto de

2011, sugere limites para contaminacdo de alimentos destinados para humanos e

animais para a soma das aflatoxinas (B;, B, G; e Gy), AFM1, soma das trés

fumonisinas (B, B2 e B3) e para desoxinivalenol. No caso da soma de aflatoxinas para

produtos de milho destinados a animais imaturos e animais leiteiros, o FDA sugere

20 pg/kg. Os limites sugeridos para a soma das fumonisinas em produtos de milho s&o

apresentados na Tabela 8 (FDA, 2011).

Tabela 8. Niveis de orientacdo do Food and Drug Administration para fumonisina em

milho e produtos de milho

Produto Limite M&ximo Tolerado (ug/kg) (FB1 + FB, + FB3)

Alimentacdo Humana

Produtos de milho degerminados de moagem seca
(conteldo de gordura < 2,25 % base seca).

Produtos de milho completamente ou parcialmente
degerminados de moagem seca (conteudo de gordura =
2,25 % base seca).

Farelo de milho de moagem seca.
Milho purificado para produg¢éo de massa.

Milho purificado para producéo de pipoca.

2000

4000

4000

4000

3000

Alimentacdo Animal

Equideos e coelhos

Suinos e bagres

Criacdo de ruminantes, criagdo de aves e criagdo de mink*

Ruminantes > 3 meses de idade criados para abate e mink
criado para a producao de pele.

Aves criadas para abate.

Todas as demais espécies ou classes de pecuaria ou
animais domésticos.

5000 (n&o mais que 20 % da dieta)**

20000 (n&o mais do que 50 % da dieta)

30000 (ndo mais do que 50 % da dieta)

60000 (ndo mais do que 50 % da dieta)

100000 (ndo mais do que 50 % da dieta)

10000 (n&o mais do que 50 % da dieta)

* Inclui gado leiteiro e aves para producdo de ovos para consumo humano ** Massa em base seca.

Fonte: FDA (2011).
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A comissao do CODEX ALIMENTARIUS, através do relatério da oitava sesséo
do comité de contaminantes em alimentos de abril de 2014, propds niveis maximos
para fumonisinas (B;+B;) em produtos de milho, e para soma de aflatoxinas
(B1+B,+G;+G,) em diversos produtos para consumo imediato e para posterior
processamento (Tabela 9) (CODEX, 2014).

Tabela 9. Proposta do CODEX ALIMENTARIUS para niveis de fumonisinas e

aflatoxinas em alimentos

Limite Maximo

Micotoxina Alimentos Tolerado (ug/kg)
Améndoas, castanha do Consumo Imediato. 10
Aflatoxina Total Brasil, avela,
(B1+B,+G1+Gy) amendoim, pistache e
figo seco. Processamento Posterior. 15
Fumonisinas Milho gréo. 4000
(B1+B») ) )
Farinha de milho e fuba. 2000

Fonte: CODEX (2014).

3.3 METODOS DE ANALISE

Nos ultimos anos, o setor agroalimentar, devido a globalizacdo e ao
desenvolvimento de novas tecnologias, estd passando por mudancas radicais que
requerem maior caracterizacdo da cadeia alimentar, desde a matéria prima até o
produto final. Adicionalmente, os consumidores estdo mais preocupados com assuntos
relacionados a alimentacdo e exigem mais garantias de qualidade e seguranca dos
produtos que consomem. A caracterizacdo dos alimentos tem o objetivo de avaliar
caracteristicas de composicdo desejadas ou detectar a presenca de componentes
indesejaveis, sendo eles naturais ou sintéticos. A determinacdo da composicédo
molecular de sistemas complexos, como os alimentos, requer o uso de ferramentas
analiticas apropriadas para identificar e quantificar devidamente os compostos de
interesse (Di Stefano, et al., 2012).
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Para garantir a aplicacdo dos limites maximos regulamentados nas legislacdes
nacional e internacional, métodos analiticos confiaveis sdo necessarios. Até o
momento, os métodos oficiais descritos pela Association of Official Analytical Chemists
(AOAC) para a determinacdo de micotoxinas em alimentos e ra¢cdes contemplam um
anico mensurando ou um Unico grupo de mensurandos. A espectrometria de massas
sequencial, que representa uma ferramenta poderosa para a analise simultdnea de
mais de um grupo de micotoxinas, com alta sensibilidade e seletividade, ainda n&o
compde o elenco de métodos oficiais da AOAC (Varga, et al., 2012; AOAC, 2012).

Métodos classicos, descritos na AOAC para a analise de micotoxinas, envolvem
técnicas como TLC, Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) e HPLC (AOAC,
2012). Os métodos mais antigos utilizam TLC para a analise individual de grupos de
micotoxinas. Esta técnica possui baixa sensibilidade e € muito trabalhosa, o que
dificulta a adequacdo na rotina de laboratérios com grande demanda de
determinacdes. Nos métodos mais recentes, a TLC foi substituida por HPLC com
detectores de fluorescéncia ou ultra violeta-visivel. A utilizacdo de colunas de
imunoafinidade, nestes casos, assegurou adequada sensibilidade e seletividade aos
métodos, além de condi¢cBes favoraveis para a aplicacdo as analises de rotina. Porém,
0 uso de colunas de imunoafinidade faz com que a analise seja limitada, ja que, a
maioria das colunas bem estabelecidas no mercado, é especifica para um grupo de

micotoxinas, 0 que restringe 0s escopos, nao permitindo determina¢des multigrupos.

Desta forma, o desenvolvimento de métodos multitoxinas, permitindo a
determinacdo de varios grupos presentes simultaneamente nos alimentos com uma
Unica analise, tem sido reportado na literatura recente (Tabela 10). A composi¢ao
complexa das matrizes de alimentos e races bem como a grande diversidade de
propriedades quimicas e fisicas destes mensurandos requerem técnicas de deteccao
sensiveis e seletivas. Neste contexto, a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas € a técnica mais avancada disponivel atualmente para a
deteccdo multigrupos de micotoxinas (Soleimany, et al., 2012). Contudo, nem sempre
sdo apresentados estudos de validacdo que envolvem todos os parametros de
desempenho necessarios a garantia da confiabilidade dos métodos propostos, com
frequente negligéncia de parametros como incerteza de medicdo, precisdo sob

condicdes intermediarias e efeitos de matriz. Também € recorrente nos processos de
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validacdo publicados o emprego de critérios equivocados, em desacordo com as
recomendacgdes de importantes documentos orientativos internacionais (Thompson, et

al., 2002) e regulamentacfes especificas da area de micotoxinas (UE, 2006 a).
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Tabela 10. Reviséo bibliografica das metodologias para determinagfes multi-grupos de micotoxinas em milho e outros alimentos

Preparo da amostra

Volume de
Micotoxina Matriz Parametros de validagao Crollj;stj?g;aﬂa Coluna Fase mével ir":jﬁf:)o Grag:ﬁg;ide Espe(;/tlraogztsna de fons Pesquisados Referéncia
Extracdo Purificagéo
30% B (inicial),
Linearidade: R 2,5 g de amostra A 30-70%B (2,3 Triplo
Veracidade e em 10 mL de 2L min), 70% B (4 quadrupolo
precis&o: 3 niveis de acetonitrila:agua MultiSep 211 (4cido min), 70-100% Tandem
contaminagé@o em (1:1) em ultrassom férmico 0,1% B 4,2 min), Micromass Y. Ren et
iy triplicata sob porihe FUM unpLc  UHPLCBEH Cig ) 100% B (4,8 : FBL (705,334) AL./Analytica
Fumonisinas ) S ; cartridge (1,7pum, 100mm x - Quattro Ultima ol
Milho condicdes de centrifugada a (Waters, min), 100-30% Chimica Acta
B1, B2 e B3 S (Romer Labs, h 2.1mm, Waters, ! com fonte ESI,
repetibilidade. 15000 RPM por 6 Milford, MA) . 03 B (5 min). L FB2 (690,338) 692 (2011)
LS . . o Tul In, Milford, Ma) B s positive ion 22
Limites: raz&o sinal mina4 °C. O pH Austria) tempo de detecti d 138-145
ruido 3/1 e 10/1 do sobrenadante é 4 reequilibrio etection € modo
utilizando software do ajustado com (acetonitrila : mL.min™  2min (antes da MRM (multiple
equipamento. NaOH para 7-9. metanol 1:1) proxima reaction mode)
injecdo)
AFB1 (241.0;
213.4;185.2)
Apbs trés
minutos com AFB2 (259.0; 287.2;
Veracidade e 10 g de amostra 20% de B a 243.2)
preciséo: 1 nivel de em 50 mclj_ de F;)BSI Gemini® C-18 PerPO(;‘EaO foi
contaminagéo em em agitador orbita HPLC Séri A (4gua) B 20 L a4teo;ada para AFG1 (243.1;
Aflatoxinas B quadruplicata sob por GQ m|nut~os € c S_erle 1 (metanol) 0% depois Triplo 311.2;215.2) V.M. T
e G - centrifugagéo a 1100 micro- (150 mm x ambos aumentou-se uadrunolo eSS Lattanzio et al
Ocratoxina A cqn_d_lgoes % 3000g por 10 IAC multi- LCsystem 2.0/ X 5.0 bm; contendo linearmente até Te?ndem (pQTra Rapid
N ’ repetibilidade. Teste minutos. Recolhe- - Agilent Phenomenex, 63% em 35 ap AFG2 (313.2; pd
Fumonisinas Milho ; - : ananlito . Torrance, CA 0,5% de : MS/MS Applied : communicatio
de efeito de matriz: se uma aliquota do ™ Technologie et - o minutos, e . 245.3;217.0) .
Ble B2, " extrato de PBS e 0 AOFZDT2 S USA), pré coluna  acido acético 0,2 manteve.se Biosystem com ns in mass
DON, ZEA, T- (‘tom_para?ao das 6lido (Waldbronn Gemini Cyg (4mm € 1 mM de constante por interface ESI spectrometry.
2eHT-2. inclinages das remanescente é Alemanha)y X 2mm x 5um acetato de it 11 minutosp A modo MRM e (G 2007
curvas de calibragéo : tamanho de amonio mL.min A 352.2;316.1)
| izad extraido ; coluna foi re-
usual e matrizada novamente com particula) equilibrada
por teste de t. adigdo de metanol. com 20% do FB2 (336.4;
eluente B por 354.4;318.3)
10 minutos.
ZEA (130.9;
175.1;273.0)
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Preparo da amostra Volume
; de " .
Micotoxina Matriz Parametros de validagéo Crolr_r;ghti)ggaﬁa Coluna Fase movel injecéo Graé%(?g;%de Espei;lg)srgztsna de fons Pesquisados Referéncia
Extrag&o Purificacéo Fluxo
. . . A proporcéo do
I;;near[zat(jje. r. eluente B foi
'e~rat':|3a'e ? d 10 g de amostra 20 uL aumentada
precisao: S niveis de 9 linearmente de .
contaminagéo em em 50 mL de ’ AFB1 (241.1; 213.4)
- o . 10% para 40% Triplo
triplicata sob acetonitrila : A (agua) B em 4 minutos,  quadrupolo
Aflatoxinas condigdes de agua (84:16) por HPLC Série Kinetex C18 (metanol) e entio ' Tandem AFB2 (259.0: 287.2) V.M. T.
BeG repetibilidade. Efeito 60 minutos no 1100 micro- (100 mm x ambos aumentada OTra . ’ Lattanzio et
! Alimentos matriz: modelo 711 . R LC system 2.10 mm, 2.6 contendo 0.2 o p al, Rapid
Ocratoxina . . Oasis™ HLB ? o para 60% em MS/MS . S
abase de  supressdofincremento  orbital shaker. O Agilent um) 0,5% de ) A AFG1 (243.1; 311.2) communicati
A, DON, ; % L5 column : .- o 1 27 minutos e Applied ]
ZEA T-2 e cereal de sinal pela razdo extrato é filtrado Technologies  (Phenomenex, &cido acético mL min mantida Biosystem ons in mass
H"I'-2 das inclinagdes das em papel (Waldbronn, Torrance, CA, e 1 mM de constante por 5 com interface AFG2 (313.2; 245.3) spectrometry
' curvas matrizada e whatman n® 4 e Alemanha) USA) acetato de minutospA ESI modo = ’ . 2011
usual multiplicada por 0 extrato foi amonio coluna foi MRM
10(:. Irrcgrteza: evalslggcztri;) até reestabilizada ZEA (130.9; 175.1)
calculada por ' com 10% de
U =_[(LD/2)*+ (aC)? eluenlte It3 por 7
A minutos.
Linearidade: R?.
Veracidade e
preciséo: 1 ou 2 Apos periodo
niveis de isocratico de
N 1 g de amostra Cartucho de Ac i
gggéirgg:;%agé finamente moida  C;g Bakerbond trés é\;lrr:]utos MQD.?RSAC;,IEAX
matriz, sob condi¢Ges homo feor:eizada O‘?'tagzgl)(l.ler. A (4gua); proporcdo de linear ion trap
de precisdo 9 y . Altima Cyg B 60% de B, B mass .
. diari ter por 15 colocado no HPLC Perkin- (250 x 2.1 (metanol) foi spectrometer A. Faberi et
. Milho e intermediaria por segundos com vacum Elmer series | 10 uL ) p al. Rapid
Fumonisinas considerado o . mm, 5um) e ambos linearmente (Concord,Ont : .
B1,B2,B3e produtos trabalho ao longo da 10 ml.‘ Qe man_lfold e . 200 pré coluna contendo aumentado ario, Canada) _Communlcat
a4 a base de semana. Efeito acetonitrila : posteriormente  micropumps i 5 até 90 % em turbo spra FB1 (334,352) ions in mass
milho matriz: corﬁparagao agua (75:25) no cartucho (Nortwalk, ODS,4x2 mmol/L 0,2 5 minu:os source rt)rip?/o FB2 (336.354) spectrometry
de iﬁclinagéo e contendo,5(_) _pr_é CT, UsA) mmy i.d de acido mL/min entdo Ievado quadrlilpolo + 2005
intercepto de curvas mmol/L de &cido condicionado a férmico alo0% e tandem modo
usual e?natrizada or férmico usando Carbograph-4 mantido fon positive
teste de t. Limites' homogeneizador LARA (Roma, constante moc?MRM
- : Polytron (?) Italia) ’
razéo sinal ruido 3/1 por 10
e 10/1 utilizando minutos.

software do
equipamento.
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Preparo da amostra Volume
; de . .
. . . . o Cromatografia < e Gradiente de Espectrometria B . P
Micotoxina Matriz Parametros de validagao Extragdo Purificagéio Liquida Coluna Fase movel |r'1:1ﬁjgxa(1)o Eluicdo de Massas lons Pesquisados Referéncia
Depois de 2
minutos com
am%gr%c(j:?i o N&o houve 100% de Aa AFB1 (128.1; 241.1)
Veracidade e preciséo: : 9 . Composta de 2 proporgéo de =
e ou milho) em 2 nada apos a
7 ou 10 niveis mLde extracio eluentes, ambos B cresceu Q Trap 4000
39 dependendo da matriz o G40, contendo 5mM de linearmente b AFB2 (259.1; 287.1)
. . s acetonitrila:dgua Foram HPLC Applied
micotoxinas em triplicata sob . . . C R acetato de para 100% no . M. Sulyok et
incluindo condi¢des de .amdq ac.etlco |n|J,etadas Gemini amonio e 5puL () intervalo de 12 Blosyslteijms ( . al. Rapid
AFB1, AFB2, Milho repetibilidade. Efeito (7,9'20'1) a Iguotas 1100 HPLC Cis (150 compostas por minutos acoplado EEER i) Communicat
X L extraidos por 90 diluidas no Systems X 4.6 mm L . . com turbo ion . .
AFG1, AFG2, e trigo matriz: minutos em mesmo (Agilent) x 5um) metanol:agua:aci 1 ficando esta soray ESI ions in Mass
OCRA, ZEA, supressao/incremento agitador solvente de 9 Phe‘rjwm do acético nas mL/min proporgéo ptriylo AFG2 (245.1; 189.0) Spectrometr
DON, FB1, de sinal pela razao das gt ~ seguintes constante por P y, 2006
FB2 inclinagGes de curvas rotatorio GF!‘ lextra(;ao enex proporcdes: A 3 minutos. A guadrupolo 334.4: 70
matrizada e usual cigtlr?fue gzgoir d|retar1]r:ente (10:89:1) e B coluna é re- tandem FB1 (334.4; 704.4)
multiplicada por 100. 2 min?.ltos ,—E aparelho (97:2:1) estabilizada
3000 RPM P : por 4 minutos FB2 (336.3; 688.4)
' com 100 % de ZEA (131.1; 175.0)
A.
A Eluicdo com
a fase mével A
foi mantida por
10 g de amostra 0,5 min, depois
foram extraidas a fase mével B QTrap LC-
Linearidade: R por 90 minutos a HPLC A (metanol:agua cresceu MS/MS
Veracidade e precisao: 180 RPMem SR M 9 linearmente Applied F. Berthiller
7 nivei i itad | Aquasil 20:80) B 251 100% Bi | |
Tricotecenos niveis em _5[ep icatas aglta,t_)r Coluna Agilent RP-18 (100 (Metanol-agua 5u para 00_ o em |os_ystem et al. Journal
. ) sob condigbes de automatico MycoSep . ’ 4,5 min, equipado . of
tippoAeBe Milho ibili N Technolo X 4.6mm X 90:10) ambas ZEA (131.2;175.1) h
ZEA repetlbl_ldade.} Limites: (GFL) com 40 #226 ou gies 3um) da contendo 5mM de 1 ) esperou-se 2,5 com AP_CI ou Chromatogr
razao sinal ruido 3/1 e mL de #227 mL/min min e depois ESI triplo aphy A.
o . Thermo acetato de
10/1 utilizando software  acetonitrila:agua Electron aménio voltou para quadrupolo 2005
do equipamento. (84:16). Os 100% de A, tandem modo
extratos foram proporgao que MRM
filtrados. se manteve
até o fim da
corrida em 10
min.
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Preparo da amostra ) Volume . .
Micotoxina Matriz Parametros de validagao Crorr]atqgrafla Coluna Fase moével de injecdo Gradlgnie de Espectrometria fons Pesquisados Referéncia
Liquida Fluxo Eluicéo de Massas
Extracéo Purificacéo
10g de cereal
moido
homogeneizados AFB1 (241; 285)
Linearidade: RZ. por 1h irg 40 mL Finnegan
pre\c/izgl(;:'lciar?i!\a/; de acetonitrila:agua:ac TSQ AFB2 (259; 287)
contaminagao em ido acético 5% de metanol (0- ~ gquantum
AFB1. AFB2 Arroz, trinlicata sob (79:20:1). O HPLC 20 pL 8 min) —aumento  Ultra mass AFG1 (243; 283)
' y trigo plicat sobrenadante é : C18 Thermo linear para 90% de  ESl triplo )
AFG1, AFG2, aveia condigBes de centrifugado a Finnegan Scientific Metanol e 0,25 1 metanol (8-22 min) quadrupolo Soleimany et al,
OCRA, ZEA, ! repetibilidade. O autor J Né&o tem TSQ 150x46  acido acético mL.min o modo SRM ~ AFG2 (245; 275)  Food Chemistry
DON, FB1, FB2 cgvada, menciona efeito matriz 3,000 RPM por 10 quantum ( : 0,1% — reduz para 5% 2012
. : ’ farinha de . x minutos. 0,5 mL do mm x 3pm) ' de metanol em trés
T2 e HT2 ) e limites, mas néao . . ultra mass .
milho detalha os extrato final é minutos (22-25 modo FB1 (334; 352)
procedimentos para diluido com 0,5 mL min) positivo
determinac&o dos . ?e. S exceto para  FB2 (318; 336)
arAmetros acetonitri a:agua:ac DON
p ’ ido acético
(20:79:1) e filtrado ZEA (185; 187)
em filtro de 0,22
ym.
Linearidade: R
Veracidade e .
precisao: trés niveis 250 extraidos com ) Proporcdo de A AFB1 (241; 285)
injetados 6 vezes glOO mL de Acido cai de 90% para
cada sob condicdes acetonitrila:agua férmico 30% (0-12 min) — Quattro AFB2 (259; 287)
AFB1, AFB2, Pasta de de repetibilidade. (80:20) o-r gh 0,1% em mantém até 16 Ultima triplo
AFG1, AFG2, amendoim, Efeito matriz: 1mL do 2xtrat6 HPLC Altima C18 H.O min — cai para uadru cF;Io AFG1 (243; 283) Spanger et al,
OCRA, ZEA, pistache, supressado/incremento PR ~ Waters e 20 uL 10% (16-17.5 q p (243; Food Additives
) . = limpido é diluido N&o tem ) (150x3.2m P SN . (Waters) ]
DON, FB1, FB2, trigo, de sinal pela razdo com 3mL de aqua Alliance m x 5um) Acido min) — mantém ES| modo & Contaminants
T2 e HT2 entre milho, uva das inclinagées de Soluces tur\?as ’ 2695 H formico 03 até 20 min — MRM modo AFG2 (245; 275) 2007
outras passa, figo curvas matrizada e deven?ser filtradas 0,1% em mL/min aumenta para ositivo
usual multiplicada por acetonitrila 90% (20-21 min) P

100. Limites: razdo
sinal ruido 3/1 e 10/1
utilizando software do

equipamento.

em filtro de 0,45
um

— mantém até 25
min.

FB1 (334; 352)

FB2 (336; 318)
ZEA (187; 185)
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Preparo da amostra

Volume

" de " P
Micotoxina Matriz Parametros de validagéo Cromatqgrafla Coluna Fase movel injecéo Gradle.nle de Espectrometria de Massas lons Referéncia
Extragéo Purificacéo Liquida Fluco Eluicao Pesquisados
Triple Stage
5 g de amostra
extraidos em N&o houve A 0.05% 0 min: 40% solv. 708362(;*2?';:3%
. o blender por 3 purificagdo. O (10 x2.0mm TFA em 10 ou B 1 min: 40% Bremen Ggerman )’ M. Hartl et al
FB1 Milho Veracidade: 4 niveis minutos com 10 mL sobrenadante HPLC id 5um)ndgo B 20pL  solv.B7min: 1% ool oo ES?; Né&o Eur Food Res
néo sendo detalhado de metanol : 0.1 M foi filtrado e LiChrospher deu mais o \ 200pL/ solv. B 10 min: N informado Technol
o procedimento do HCI (3:1) e em injetado 60-RP informagdes Oé?‘r?g EZA min 1% solv. B 15 o isrsr?gg%rgiggdo (1999)
teste. seguida centrifugado diretamente gua. min: 40% solv.B p ;
] SIM (selected ion
a 4000 g por 10 min. L
monitoring)
20 g de amostra Apés filtraco 0-2 min: 35%A e
Est stod extraidos com 100 fgi purific:da Agilent A:0.005M 65%B 2-15 min: Senyuva et al.:
ste método ) :0, o o .
) descreve o mL F‘e . em IAC HPLC Agilent  zorbax XDB- acetato de 20pL SnAe 95 7B Agilent Technologies Single Journal of
FBl e FB2 Milho € acetonitrila:metanol: ’ Technologies PR 0,2mL/  15-16min: 35%A Quadrupol AOAC
desenvolvimento de A oL fumoniprep R- g C18, 3,5um amonio B: : 1100 )
! agua (25:25:50) em Bioph 1100 HPLC (4 6x100 | min e 65%B 16-20 e International,
um experimento agitador orbital por r':ip am System (4,6x100mm) metano min: mantém 2010
interlaboratorial 60 min. Rhone Ltd 3506A e 65% B.
Linearidade: R?
Veracidade e 25 g demostra
precisdo: 2 niveis de extraidos com 100 A: dgua . ) H. Tanaka et
contaminag&o em mL metanol:agua Zorbax contedo 5L Gradiente linear Agilent 6410 triplo al. Rapid
ZEA, DON,T2 ! triplicata sob (75:25) em agitador IAC DZT MS-  ypLC Agilent Extend C18 10mMacetat H 90% A até 30% g p ZEA communicatio
Trigo plic: e gl - 0,2 quadrupolo ESI -
e HT2 condicgo de automatico por 30 PREP 1200 series 1,8um o de amoni mL/min Aem 20 modo MRM (187;283) ns em mass
repetibilidade. minutos e LC System  (100x2,1 mm) B: minutos spectrometry
imites: raz3o si centrifugados por 10 acetonitrila 2010
Limites: raz&o sinal ug p
ruido 3/1 e 10/1 min a 14109
utilizando software do
equipamento.
Veracidade e QUEChERS 4g de
precisdo: 3 niveis de amostra foram Sistema I:
contaminagéo em 7 extraidos com 7,5mL 5mM de Utilizou os
replicatas sob de acido férmico formato de Comeca com ions
condicdo de 0,1% e 10 mL de amonio pH 0% B.Dela6 moleculare
repetibilidade. Efeito acetonitrila sob 100mmx2,1m 56 (Al)e min cresce Ti f ligh M
matriz: agitagao vigorosa. m 1.8um metanol (B) linearmente ime off light mass S para -
DON, ZEA, T2, g b e ’ HPLC Acquit ot ) ; spectrometer LCT quantificag Zachariasova
. supressao/increment Depois adiciona-se = quity Acquity Sistema II: 0,3 para 50%B : = )
HT2, FB1, FB2 Cereais . = Né&o tem (Waters . Premier XE (Waters) adoe et al. Analytica
e FB3 o de sinal pela razéo 1g de NaCl e 4g | ) UPLC HSS 5mM mL/min avanga para dual electrospra adutos Chimica Acta
das inclinagbes de MgSO, misturando Millford , MA, T3 column formato de 100% nos source pray metalicos (2010)
curvas matrizada e novamente. USA) (Watres) amonio com préximos 4 min ara
usual multiplicada por Centrifugou-se (5 0,1% &cido e mantém até conrf’irma 5
100. Limites: razdo min 5000 RPM). férmico ph 15 minutos. o ¢
sinal ruido 3/1 e 10/1 Dilui-se a fase 2,7 (@2)e
utilizando software do  orgénica com agua e metanol (B)

equipamento.

filtrou.
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Preparo da amostra ) Volume de : i
Micotoxina Matriz Parametros de validagdo ~ e s Crorr]atqgrafla Coluna Fase moével Inje¢ao Grad"?“fe de Espectrometri fons Pesquisados Referéncia
Extrac&o Purificac&o Liquida Fluxo Eluicdo a de Massas
Linearidade: R”.
Veracidade e preciséo: 5 g de amostra
trés niveisem 5 extrgaidas com 100 Inicial: 50% A UPLC
replicatas sob mL de metanol:agua UPLC A: 4gua com —2,5min: Waters Lietal
condigbes de (70:30) corﬁ g BEH 0,1% de acido 10% - Quattro Journal ‘Of
FB1,FB2e Milho repetibilidade e agita(;z?io mecanica NZo houve UPLC Waters c18 férmico B: 03e04  2,6min:0%A - Premier FB1 (352.4; 334.4) AOAC
FB3 preciséo intermediaria f Quattro Premier ~ 1,7um metanol com mL/min 3,5min: 0%A  XE System FB2 (336.4; 318.4) )
. L por 30 min.25 mL do poe e 290.4, E International
entre dias. Limites: extrato centrifugados XE System (2,1x50 0,1% de é&cido - 3,6min: fonte ESI (2010)
razéo sinal ruido 3/1 e 23000 RPM gor 5 mm) férmico 50%A - 5min: modo
10/1 utilizando i P 50%A MRM
software do ’
equipamento.
Comeca com
Linearidade: R?. 25% de A que
Veracidade e preciséo: r cresce
2 niveis de inearmente
contaminacio em 6 para para AFB1 (285.5; 241.3)
0,
replicatas sob 5 g de amostra ;?:&g::
AFB1. AFB2 condigdes de extraidos em 10 mL Acquity entao ar’a AFB2 (259.2; 243.3)
AF’Gl ! repetibilidade e de Somente UPLC 100%’§m 2 Acquity
P e Lo SCETIe AR fvacdo Eo e oL mousEa 0N aeipermen
AFM1, Trigo g ' x ’ em filtro Acquity UPLC 0,35 composicao o
OCRA. DON matriz: comparagao vortex por 2 minutos. de nvion cquity (100mm de formato de mLimin se mantem tandem Chemistry
FB1 FB2 T2 das inclinagdes de Agitagdo em il exyO 20 system (Waters) y 2 1mm  aménio (5mM) o mais 1.5 (Waters) AFG2 (313.5; 311.4) (2009)
é HT2’ curvas usual e agitador orbital e ! x1,7 rzin eai voI’ta ESI
matrizada por andlise centrifugagéo a 5000 pum)

de covariancia.
Limites: razao sinal
ruido 3/1 e 10/1
utilizando software do
equipamento.

rpm por 5 min.

para 25% em
1 minuto,
reequilibrando
em mais 1
minuto
totalizando 8
minutos

FB1 (334.7; 352.8)

FB2 (336.7; 354.7)

AFB1: aflatoxina B;, AFB2: aflatoxina B,, AFG1.: aflatoxina G;, AFG2: aflatoxina G,, OCRA: ocratoxina A, ZEA: zearalenona, DON: desoxinivalenol, FB1: fumonisina B;, FB2: fumonisina B,, T2: toxina T2, HT2: toxina HT2. HPLC-
MS/MS: cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial, UPLC-MS/MS: : cromatografia liquida de ultra performance acoplada a espectrometria de massas sequencial, TOF: analisador tempo

de v6o, QUEChERS: método réapido, facil, barato, eficiente, robusto e seguro.
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Independentemente da técnica utilizada, um desempenho minimo € exigido nas
analises de micotoxinas em alimentos, visando garantir a confiabilidade dos resultados.
A Unido Europeia regulamenta parametros de desempenho, como porcentagem de
recuperacdo, desvio padrdo sob condicdes de repetitividade e reprodutibilidade e
incerteza, para métodos destinados a determinacdo de diversas micotoxinas, em

funcdo das concentracdes das mesmas, por meio do regulamento 401/2006 (UE, 2006
a) (Tabela 11).

Tabela 11. Critérios de desempenho para métodos de analise de micotoxinas

Concentracéo DPR, DPRg Recuperacéao
(Ha/kg) (%) (%) (%)

Aflatoxina B; e soma (B;+B,+G+G,)

Derivado da Equacéo de

<1,0 2/3 do valor de RSDg H . 50-120
orwitz

1,0-10,0 2/3 do valor de RSDg DerlvadoHda Eguagao de 70-110
orwitz

> 10,0 2/3 do valor de RSDg DerlvadoHda E_qua(;ao de 80-110
orwitz

Fumonisinas B, ou B,
<500 <30 <60 60 - 120
> 500 <20 <30 70 - 110
Zearalenona
<50 <40 <50 60 - 120
> 50 <25 <40 70 - 120

DPR;: desvio padrdo relativo sob condi¢cdes de repetibilidade; DPRg. desvio padrdo relativo sob condigBes de
reprodutibilidade.

Fonte: UE (2006 a).
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Em casos em que existe um numero limitado de meétodos completamente
validados, a Unido Europeia propde um critério para avaliagdo da adequacdo ao
proposito € proposto, por meio da comparacgéo da incerteza combinada estimada com a

incerteza de medicdo maxima (us) definida a seguir (Equacéo 1):

uf = J (LD/2)*+ (aC)? (Eq. 1)

sendo
LD: limite de deteccdo do método (ug/kg);
C: concentracao de interesse (pg/kg);

a: fator numérico cuja utilizacdo depende do valor de C (igual a 0,2 C < 50 pg/kg).

3.4 VALIDACAO

3.4.1 VALIDACAO INTRALABORATORIAL

Valida¢Ges intralaboratoriais correspondem a estudos analiticos que envolvem
um Unico laboratério, utilizando um mesmo método, para analisar a mesma ou
diferentes amostras, sob diferentes condi¢cbes, em um intervalo de tempo justificado
(UE, 2002). Estes estudos permitem a avaliagdo do desempenho de métodos com um
namero consideravel de experimentos, utilizando diferentes combinacbes de
mensurandos, concentracdes e matrizes, em um curto intervalo de tempo, facilmente
adaptaveis a diferentes situagbes. As validacbes intralaboratoriais atendem um
importante nicho de processos de validagdo de métodos devido a sua flexibilidade e
habilidade em fornecer resultados rapidos para novos métodos (Souza, et al., 2007).

Procedimentos de validacdo intralaboratoriais tém sido internacionalmente
aceitos, uma vez que diferentes organismos internacionais (EURACHEM, 1998); EC

(2002); AOAC International, International Standards Organization (ISO) e International
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Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) (Thompson, et al., 2002) e nacionais
(INMETRO, 2010) tém proposto documentos orientativos para este tipo de validagao,

muito embora estes guias sejam divergentes em alguns aspectos.

Processos de validacdo intralaboratorial permitem avaliar ndo somente a
veracidade e a precisdo de um método, mas também outros parametros de
desempenho como linearidade, faixa de trabalho, sensibilidade, efeitos de matriz,
seletividade, limites de deteccdo e de quantificacdo. Por outro lado, trabalhar
isoladamente reduz, de forma inevitavel, a quantidade de dados obtidos, restringindo
informacgdes como, por exemplo, aquelas relativas a comparabilidade interlaboratorial.
Apesar da impossibilidade de estudo do parametro reprodutibilidade nas validacdes
intralaboratoriais, 0 que exigiria a execucdo de experimentos em diferentes
laboratorios, esta informacdo nem sempre é necessaria. Muitas vezes, estudos de
precisdo intermediaria sdo suficientes. Também é possivel ter uma estimativa da
comparabilidade de resultados de medicdo de qualquer método com outros métodos
pelo ensaio de materiais de referéncia certificados ou pela comparacdo do método em
estudo com outro para o qual a validacéo ja tenha sido feita (Souza, et al., 2007).

3.4.2 PARAMETROS DE DESEMPENHO

Parametro de desempenho é definido pela (UE, 2002) como uma qualidade

funcional que pode ser atribuida a um método de ensaio.

Os parametros de desempenho tipicos na validacdo intralaboratorial de métodos
de ensaio quantitativos sdo: linearidade da curva de calibragéo, sensibilidade, faixa de
trabalho, efeitos de matriz, seletividade, veracidade, preciséo, limite de deteccao, limite

de quantificagéo, robustez e incerteza (Thompson, et al., 2002).

3.4.3 LINEARIDADE, SENSIBILIDADE E FAIXA

Calibracdo € a operacdo que estabelece, sob condi¢cdes especificadas, numa

primeira etapa, uma relacéo entre os valores e as incertezas de medicao fornecidos por
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padrées e as indicacbes correspondentes com as incertezas associadas; numa
segunda etapa, utiliza esta informacdo para estabelecer uma relacdo visando a
obtencdo de um resultado de medicdo a partir de uma indicacdo (INMETRO, 2012).
Considerando que a maioria dos métodos de ensaio em analises de alimentos utiliza
relacbes lineares, a determinacdo da equacdo de calibracdo é extremamente
importante tanto em ensaios de rotina quanto em procedimentos de validacado de
métodos (RSC, 2005).

Linearidade é a habilidade de um método analitico em produzir resultados que
sejam diretamente proporcionais a concentracdo do mensurando em amostras, em
uma dada faixa de concentracdo (EURACHEM, 1998). Mais ainda, uma adequada
avaliacdo da linearidade é fundamental para a qualidade dos demais parametros de
desempenho estabelecidos para métodos quantitativos (como sensibilidade, efeitos de
matriz, seletividade, veracidade, precisdo e limites) (Souza, et al., 2007). Entretanto,
exceto quando ocorrem grandes erros no preparo das curvas, os erros devidos a
calibragdo correspondem aos menores componentes na compilacado da incerteza total
(Thompson, et al., 2002).

A sensibilidade é o gradiente da funcdo de calibracdo, ou seja, a alteracdo na
resposta do instrumento que corresponde a uma mudanca na concentracdo do
mensurando (EURACHEM, 1998; Thompson, et al., 2002).

A faixa de trabalho é o intervalo da concentracdo do mensurando dentro do qual
0 método pode ser considerado como validado (Thompson, et al., 2002). Segundo o
Vocabulario Internacional de Metrologia (VIM) (INMETRO, 2012) trata-se do conjunto
de valores de grandezas da mesma natureza que pode ser medido por um dado
instrumento de medicéo ou sistema de medi¢cdo com incerteza de medi¢cao instrumental

especificada, sob condi¢des determinadas.

A faixa de trabalho deve cobrir a faixa de aplicagéo para a qual o ensaio vai ser
usado e a concentracdo mais esperada da amostra deve, sempre que possivel, se
situar no centro da faixa de trabalho. No limite inferior da faixa, o fator limitante é o
valor do limite de quantificagcdo. No limite superior, os fatores limitantes dependem do

sistema de resposta do equipamento de medi¢cdo. Dentro da faixa de trabalho pode
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existir uma faixa de resposta linear e dentro desta, a resposta do sinal terd uma relacao

linear com o mensurando ou valor da propriedade (INMETRO, 2010).

3.4.4 EFEITOS DE MATRIZ E SELETIVIDADE

Uma amostra consiste do mensurando a ser medido, da matriz e de outros
componentes que podem ter algum efeito na medi¢cdo, mas que nao se quer detectar
ou quantificar (Bruce, et al., 1998; INMETRO, 2010). A seletividade € um parametro de
desempenho relacionado ao evento de deteccdo do mensurando na presenca destes
componentes. Este parametro possui grande importancia, principalmente quando se
considera a area de andlises de alimentos, na qual as matrizes sdo misturas de

constituicdes quimicas complexas (Souza, et al., 2007).

A seletividade é definida como o grau em que um método pode quantificar o
mensurando acuradamente na presenca de interferentes (Thompson, et al., 2002).
Seletividade de um sistema de medicdo € considerada como a propriedade do sistema,
utilizado com um procedimento de medi¢do especificado, segundo a qual o sistema
fornece valores medidos para um ou varios mensurandos, tais que os valores de cada
mensurando sejam independentes uns dos outros ou de outras grandezas associadas
a substancia em estudo (INMETRO, 2012).

Dependendo de como a identidade do mensurando é estabelecida, interferentes
podem inibir a deteccdo distorcendo o sinal proveniente do mensurando.
Diferentemente, os interferentes também podem contribuir para o sinal atribuido ao
mensurando, com efeito de aumentar a concentragdo do mesmo (EURACHEM, 1998).
A medicdo pode ser alterada porque matriz, reagentes ou outros componentes afetam
a sensibilidade do detector que mede o mensurando ou porque estes compostos
afetam diretamente a resposta. Assim, efeitos de erros constantes devidos a
interferentes e erros proporcionais a calibracao devidos a efeitos de matriz podem estar

presentes ao mesmo tempo (Bruce, et al., 1998).

Estudos dos efeitos de matriz correspondem um tipo especifico de estudo de

seletividade que objetiva averiguar possiveis interferéncias causadas por elementos
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diversos que compdem a matriz amostral. A importancia do estudo dos efeitos de
matriz nos processos de validagdo, quando se pretende simplificar a calibragéo pelo
emprego de padrbes de calibracdo preparados como solugbes simples, € discutida no
guia da AOAC, ISO e IUPAC (Thompson, et al., 2002).

3.4.5 VERACIDADE E PRECISAO

Veracidade e precisdo sdo consideradas os parametros de validacdo mais
importantes (Taverniers, et al., 2004). A precisdo diz respeito a distribuicdo dos erros
aleatdérios de um sistema de medicdo, enquanto a veracidade expressa 0S erros
sistematicos (RSC, 2003).

Veracidade é o grau de concordancia entre o resultado experimental e o valor de
referéncia aceito para a propriedade que estd sendo medida, sendo estimada,
guantitativamente, em termos de tendéncia. Para avaliacdo da veracidade de um
método sao utilizados materiais de referéncia certificados (MRC), materiais de
referéncia (MR), métodos de referéncia ou ensaios de adicdo/recuperacdo (Thompson,
et al., 2002).

Precisédo é o grau de concordancia entre resultados de ensaios independentes
obtidos em condicdes, pré-estabelecidas, especificas. O valor da precisdo é
geralmente expresso em termos de imprecisdo e normalmente calcula-se sob a forma
de um desvio padrédo do resultado do ensaio. Uma menor precisao € indicada através
de um elevado desvio padréo (Thompson, et al., 2002). As trés condicbes mais comuns
para obtencéo da precisdo sao repetibilidade, precisdo intermediéria e reprodutibilidade
(INMETRO, 2010). A repetibilidade avalia a variabilidade encontrada quando resultados
independentes sdo obtidos utilizando o mesmo método, em um mesmo laboratério,
com o mesmo analista, usando 0 mesmo equipamento em um curto intervalo de tempo.
A reprodutibilidade representa a variabilidade encontrada quando resultados séo
obtidos utilizando o mesmo método, em laboratorios diferentes, com diferentes
analistas e usando equipamentos diferentes. A precisdo intermediaria refere-se a
precisdo avaliada utilizando o mesmo meétodo, no mesmo laboratorio, mas variando

condicbes como: diferentes analistas; diferentes equipamentos; diferentes tempos. A
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precisdo, tanto sob condicbes de repetibilidade quanto de reprodutibilidade é
dependente da concentragdo do mensurando (EURACHEM, 1998; Thompson, et al.,
2002).

3.4.6 LIMITES E INCERTEZA

O limite de deteccdo é a menor quantidade ou concentragdo do mensurando que
pode ser significativamente distinguida de zero. Este limite corresponde a média mais
trés desvios padrao das respostas obtidas para as amostras brancas ou trés desvios
padrdo das respostas obtidas para amostras de concentragdo baixa do mensurando
(Thompson, et al., 2002). Trata-se, de acordo com o VIM, do valor medido, obtido por
um dado procedimento de medicdo, para o qual a probabilidade de declarar falsamente
a auséncia de um constituinte num material é B, sendo a a probabilidade de declarar
falsamente a sua presenca. Neste documento ha uma recomendacao para que o termo

sensibilidade ndo seja empregado no sentido de limite de detec¢cdo (INMETRO, 2012).

Limite de quantificacdo € a menor concentracdo de uma substancia que pode
ser guantificada com veracidade e precisdo aceitaveis nas condi¢cdes estipuladas do
teste (EC, 2002) ou a concentracdo abaixo da qual o método analitico ndo pode operar
com precisdo e veracidade aceitaveis (Thompson, et al., 2002). Sobre o limite de
guantificacdo, Thompson, et al. (2002) sugerem que, enquanto operar acima de um
limite fornece alguma seguranca, devemos reconhecer que ha uma dicotomia artificial
na escala de concentracdo, uma vez que medidas abaixo deste limite ndo séo privadas
de informacdes de contetudo e podem ser adequadas para o propdsito de uso. Estes
autores ndo recomendam o uso deste tipo de limite, sendo preferivel tentar expressar a
incerteza da medicdo em fungdo da concentragdo, comparando com 0s critérios

acordados entre o laboratoério e o cliente ou o usuario final dos resultados.

E importante observar que ndo é verdade que a deteccdo ou quantificacéo
sejam impossiveis abaixo dos limites. Nestes niveis, a incerteza da medi¢cdo pode ser
maior que o proprio valor da medicdo. Assim, considerando que os resultados
analiticos ndo sdo somente concentracdes, mas sim estimativas de concentracdo

propensas a erros, nas medi¢des abaixo dos limites estas estimativas acompanhadas
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por suas respectivas incertezas podem levar a resultados negativos. Limites ndo sao
diretamente relevantes na estimativa de incerteza, porém a incerteza abaixo do limite
de deteccdo e proOxima ao limite de quantificagdo pode exigir cuidados especiais
(Souza, et al., 2007).

Segundo o VIM, a incerteza de medi¢cdo corresponde um parametro nao
negativo que caracteriza a dispersdo dos valores atribuidos a um mensurando, com
base nas informacdes utilizadas (INMETRO, 2012).
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4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Micotoxinas da FUNED, em
Belo Horizonte, MG, e no Laboratério de Aplicac6es de Cromatografia e Espectrometria

de Massas da Waters Technologies do Brasil, em Barueri, SP, Brasil.

4.1 AMOSTRAS

4.1.1 VALIDACAO

Para os estudos de validacdo, foram utilizadas amostras de fuba (1 kg)
coletadas pela Vigilancia Sanitaria Estadual em cumprimento ao PROGVISA do ano de
2014.

As amostras foram removidas da embalagem original, homogeneizadas por
guarteamento manual e acondicionadas em sacos plasticos, devidamente identificados,
0s quais foram lacrados em seladora térmica MA-201/5 Politerm (Contagem, Minas

Gerais, Brasil) e mantidos refrigerados (2 a 8 °C) até o momento das analises.

As amostras foram analisadas por métodos cromatogréaficos oficiais (AOAC,
2012) para cada grupo de micotoxinas, previamente validados, visando a selecdo de
amostras brancas, ou seja, aquelas para as quais ndo tenham sido obtidos resultados
detectados pelos métodos em questdo. Como néo foi encontrado, dentre as amostras
analisadas, nenhum fuba isento de contaminacdo por FB1, aquelas para as quais a
FB1 foi detectada, mas ndo quantificada, com os menores valores de area de pico para
este mensurando foram selecionadas. Estas amostras foram, entdo, misturadas e
homogeneizadas, por quarteamento manual, seguido de homogeneizacao, utilizando
homogeneizador em Y MA201/5MO da Marconi (Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil), por

doze horas, dando origem a uma amostra pool.
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A amostra pool de fub& foi acondicionada, em saco plastico devidamente
identificado lacrado em seladora MA-201/5 Politerm (Contagem, Minas Gerais, Brasil),
e mantida refrigerada (2 a 8 °C) para emprego nos experimentos de validacao.

4.1.2 ESTUDO DE OCORRENCIA

No ano de 2014 50 amostras de fuba foram utilizadas para o estudo de
ocorréncia, sendo 20 coletadas pela Vigilancia Sanitaria Estadual, em 18 municipios,
cobrindo 8 de um total de 12 mesorregides do estado de Minas Gerais, e 30 foram
adquiridas no mercado de Belo Horizonte. As datas de fabricagdo das amostras
variaram de julho a novembro de 2014. Nesta amostragem foram contempladas 18
diferentes marcas do produto. Nos casos em que houve repeticdo de marca, foram

amostrados diferentes lotes.

As amostras foram removidas da embalagem original, homogeneizadas por
guarteamento manual e acondicionadas em sacos plasticos, devidamente identificados,
0s quais foram lacrados em seladora MA-201/5 Politerm (Contagem, Minas Gerais,

Brasil) e mantidos refrigerados (2 a 8 °C) para o estudo de ocorréncia.

4.2 EQUIPAMENTOS

Para quantificacdo foi utilizado o acoplamento UPLC-MS/MS empregando o0s
sistemas Acquity UPLC H-Class System e Xevo-TQ-S com fonte de ionizacdo
electrospray e analisador tipo triplo quadrupolo, da Waters Corporation (Millford,
Massachusets, USA).

Para determinagdo da concentracdo dos padroes de micotoxinas foi utilizado

espectrofotometro UV-visivel UV-1601-PC da Shimadzu Corporation (Kyoto, Japan).
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4.3 REAGENTES, PADROES E OUTROS

Acetonitrila grau HPLC com 99,98 % de pureza foi obtida da J.T. Baker (Center
Valley, Pennsylvania, USA) e da Merck (Kenilworth, New Jersey, USA). Metanol grau
HPLC e acido formico grau para analise com 98 a 100 % de pureza foram adquiridos
da Merck (Kenilworth, New Jersey, USA). Em todos os ensaios utilizou-se agua grau
reagente tipo I, obtida em sistema Milli-Q synthesis da Merck Millipore (Darmstad,
Deutschland).

Os padrdes de AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 e ZEA foram obtidos da Sigma-Aldrich
(Saint Louis, Missouri, USA) enquanto o padrdo de FB1 foi da Biopure (Union, Missouri,
USA). Material de referéncia certificado (MRC) de milho naturalmente contaminado
com FB1 (TR-F-100) foi obtido da Trilogy Analytical Laboratory (Washington, Missouri,
USA). O MRC foi mantido sob refrigeracdo, entre 2e 8 °C, até o momento das

andalises.

4.4 SOLUCOES

As solucdes estoque de micotoxinas foram preparadas por diluicdo dos padrdes
conforme descrito na Tabela 12. Tais solu¢gbes foram mantidas em frascos de vidro, ao
abrigo da luz, sob congelamento (-15 a -25 °C). As concentra¢des foram determinadas
como descrito em AOAC (2012), com excecdo da FB1. Foram realizadas leituras em
espectrofotometro UV-vis na faixa de comprimentos de onda de 300 a 400 nm. Os
valores maximos de absorbancia de cada micotoxina foram substituidos na Equacéo 2:

Hg

Concentragcao (ﬁ)

_AxMMx CF x 1000
£

(Eq. 2)
sendo
A: absorbancia maxima;

MM: massa molecular da micotoxina;

CF: fator de correcao do equipamento, calculado conforme descrito em AOAC (2012);

€: absortividade molar da micotoxina.
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Como a FB1 ndo possui propriedade de fluorescéncia, nédo foi possivel
determinar a concentragcdo por este método. O padréo desta toxina foi adquirido sélido
em po6, com massa de 5,0 mg, que foi diluida em 100 mL de solugdo aquosa de
acetonitrila a 50 %, dando origem a solucdo estoque de 50 pg/mL utilizada para

realizacdo dos ensaios.

Tabela 12. Concentracdes das solugbes estoque de micotoxinas e respectivos

diluentes
Micotoxina Concentragéo (ug/mL) Diluente
Aflatoxina B, 9,20 Benzeno:Acetonitrila (98:2, v/v)
Aflatoxina B, 10,07 Benzeno:Acetonitrila (98:2, v/v)
Aflatoxina G, 15,06 Benzeno:Acetonitrila (98:2, v/v)
Aflatoxina G, 8,46 Benzeno:Acetonitrila (98:2, v/v)
Fumonisina B, 50 Acetonitrila:Agua (50:50, v/v)
Zearalenona 49,99 Metanol

A partir das solucdes individuais de cada micotoxina, foi preparado uma solucéo
estoque pool de micotoxinas. Para isso, aliquotas das solucdes estoque dos padrdes
de AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 e ZEA foram transferidas para um frasco ambar de 7 mL.
As aliquotas foram totalmente evaporadas com auxilio de fluxo de nitrogénio, sem
aquecimento. A aliquota correspondente da solugdo estoque de FB1 foi, entdo,
adicionada no mesmo frasco, e o volume foi completado para 6,0 mL com metanol. Os
volumes de cada solucéo estoque de micotoxina e suas respectivas concentragdes na

solugéo pool estoque encontram-se descritos na Tabela 13.
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Tabela 13. Composicao da solugéo estoque pool de micotoxinas

Volume da Solucéo

Micotoxina Concentragéo (ug/mL)
Estoque (uL)

Aflatoxina B; 0,25 162
Aflatoxina B, 0,25 150
Aflatoxina G, 0,26 102
Aflatoxina G, 0,25 180
Fumonisina B; 20,00 2400
Zearalenona 7,00 840

Para construcdo das curvas de calibracdo, uma aliquota de 150 puL da solucéo
pool estoque foi transferida para um frasco ambar de 22 mL e totalmente evaporada
com auxilio de fluxo de nitrogénio, sem aquecimento. No mesmo frasco foram
adicionados 12,0 mL de solu¢do aquosa de acetonitrila a 50 %, resultando em uma
solucdo pool intermediaria, com concentracbes de 3,10; 3,15; 3,20; 3,17; 250,00 e
87,48 ng/mL para AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, FB1 e ZEA, respectivamente.

As solucbes pool, estoque e intermediaria, foram preparadas a cada uso,
empregando micropipetadores de volume varidvel Pipetman P200, P1000 e P5000 da
Gilson (Middleton, Wisconsin, USA).

4.5 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

Os procedimentos analiticos foram baseados nos métodos descritos por Spanjer
et al. (2007), Soleimany et al. (2012) e Li et al. (2010) (Tabela 10), com adaptacdes
(Figura 11).
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II 10 g de fuba lI

40 mL de 40 mL de 40 mlL de
acetonitrila : dgua acetonitrila : metanol : dgua metanol : acetonitrila : dgua
(80:20) (60:20:20) (60:20:20)

Adaptado de Li et al

Adaptado de Spanjer et (2010)

al. (2007), Soleimany et

Agitacdo
1 hora

Filtracdo
Filtro GFB

Evaporacdo do Extrato
50°C com Fluxo de N,

l

Retomada do Extrato
2 0 mL acetonitrila:dgua (1:1)

| UPLC — MS/MS |

Figura 11. Marcha analitica do método proposto, empregando trés diferentes solucdes

extratoras.

GFB: filtro de fibra de vidro tipo B; N2: nitrogénio; UPLC-MS/MS: cromatografia liquida de ultra performance acoplada a

espectrometria de massas sequencial.

4.5.1 EXTRACAO

Aliguotas de 10,00 g de fuba foram pesadas e adicionadas de 40,0 mL de
solugcédo extratora, seguido de homogeneizacdo em agitador mecanico multi-wrist da

Lab-Line (lllinois, USA), por uma hora.

Trés diferentes solugdes extratoras foram testadas: solugdo aquosa de acetonitrila

a 80%, acetonitrila:metanol:agua (60:20:20) e metanol:acetonitrila:agua (60:20:20).
45.2 PURIFICAQAO

A mistura homogeneizada foi filtrada a vacuo em filtro de fibra de vidro tipo B
(GFB) da marca Whatman (Buckinghamshire, England), com 1,0 um de porosidade,

0,68 mm de espessura e 47 mm de diametro.

79



4.5.3 DETERMINACAO

Uma aliquota de 1,0 mL do extrato filtrado foi transferida para um frasco ambar
de 7mL e evaporada a 50°C, sob fluxo de nitrogénio. O extrato seco foi, entéo,
reconstituido com 2,0 mL de solucdo aquosa de acetonitrila a 50 % e filtrado em filtro
de seringa GHP Waters Corporation (Millford, Massachusets, USA) de 13 mm de
diametro e 0,22 pm de poro, para injecao no sistema de UPLC-MS/MS.

O volume de injecédo no sistema UPLC foi de 1,0 uL e o fluxo de eluicdo das
fases moéveis 0,3 mL/min. A coluna utilizada foi a ACQUITY UPLC BEH C18 Waters
Corporation (Millford, Massachusets, USA) com dimensdes 2,1 mm de diametro
interno, 100 mm de comprimento e tamanho de particula de 1,7 um. Foi otimizado um
gradiente de eluicdo (Tabela 14) constituido de duas fases moveis: fase movel A:
solucédo aquosa de acido férmico a 0,2 % e fase moével B: solucdo de acido férmico a
0,2 % em acetonitrila. No intervalo de 4 a 8 minutos foi realizada a limpeza do sistema,
com alto teor de solvente organico, para eliminacédo de efeitos de carry over dos sinais
das micotoxinas, com destaque para a FB1. De 8 a 10 minutos foi restabelecida a

condicdo para a préxima injecao.

Tabela 14. Gradiente de elui¢ao

Tempo (min) % Fase Mével A % Fase Mével B
0 60 40
2 60 40
4 1 99
8 1 99
8,1 60 40
10 60 40

Fase movel A: solugdo aquosa de acido férmico a 0,2 %; Fase movel B: solucdo de acido formico a 0,2 % em

acetonitrila.

As analises foram feitas no modo MRM (Multiple Reaction Monitoring) no modo
positivo e duas transicoes foram selecionadas, sendo uma para quantificagcdo e uma

para confirmacao.
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O tempo de permanéncia foi de 29 ms para AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 e FB1 e
163 ms para ZEA. A voltagem do cone foi de 40 V para AFB1, AFB2 e AFG2, 35 V para
AFG1, 20V para ZEA e 47 V para FB1. As energias de colisédo foram de 36 e 24 eV
para as transicdes de quantificacdo e confirmacdo de AFB1 respectivamente, 30 e
26 eV para as transicOes de AFB2, 25 eV para ambas as transicdes de AFG1, 30 eV
para ambas as transicoes de AFG2, 40 e 38 eV para as transi¢coes de FB1 e para ZEA
foram de 23 e 19 eV.

A voltagem aplicada no eletro spray capilar foi de 3,0 kV e a temperatura da
fonte foi mantida em 150 °C, sendo nitrogénio o gas de nebulizacdo mantido a 7 bar. A
temperatura de dessolvatacao foi de 450 °C. Nitrogénio também foi empregado como
gas de dessolvatacao, com fluxo de 800 L/h. O géas de coliséo foi argbnio a um fluxo de

0,17 mL/min. A presséo na célula de colis&o foi mantida em 3,88x10° bar.

4.6 VALIDACAO DO METODO

Os parametros linearidade, sensibilidade, faixa linear, efeitos de matriz e
seletividade, veracidade, precisdo, limites de deteccdo, de quantificacdo e incerteza
foram estabelecidos em ensaios intralaboratoriais com solucdes padrao das
micotoxinas e amostras adicionadas de padrdo conforme proposto por Souza &
Junqueira, 2005, Souza, et al., 2007 e Thompson, et al., 2002. A adequac¢éo para o
propésito de uso do método foi avaliada em funcdo dos parametros estudados e
respectivos critérios de aceitabilidade definidos (UE, 2002; UE, 2006 b). O nivel de
significancia adotado nos testes de hipéteses foi a = 0,05.

4.6.1 LINEARIDADE, SENSIBILIDADE E FAIXA LINEAR

A linearidade do método foi avaliada em experimentos com curvas de calibracéo

dos mensurandos, conforme procedimento descrito por Souza & Junqueira (2005).

Solugbes dos mensurandos (pool) foram preparadas em seis niveis de

concentracao, igualmente espacados, além do branco, com trés replicatas verdadeiras
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e independentes de cada nivel, as quais foram preparadas e analisadas em ordem

aleatoria (Figura 12).

Curva padrao dos
analitos

[ Nivel O ] [ Nivel 1 ] [ Nivel 2 ] [ Nivel 3 ] [ Nivel 4 ] [ Nivel 5 ] [ Nivel 6 ]

R1 R1 R1 R1 R1 R1 R1
R2 R2 R2 R2 R2 R2 R2
R3 R3 R3 R3 R3 R3 R3

Figura 12. Representacdo esquematica do delineamento experimental para avaliacdo

da linearidade.
R: replicata.

Para construcdo da curva de calibracdo foram tomadas aliquotas de 80, 160,
240, 320, 400 e 480 uL da solucdo pool intermediaria, as quais foram diluidas para
1,0 mL com solucé@o aquosa de acetonitrila a 50 %, resultando nos niveis descritos na
Tabela 15. As faixas de concentracdo validadas foram definidas com base na
legislacdo, nas tendéncias de reducdo dos niveis regulamentados, bem como no

histérico de monitoramento do laboratério quando empregados métodos oficiais.

Tabela 15. Niveis de concentracao estudados nas curvas de calibracao

Concentragéo (ng/mL)

Nivel Aflatoxina  Aflatoxina Aflatoxina Aflatoxina Fumonisina Zearalenona
B B, G, G, =21
1 0,25 0,25 0,26 0,25 20,00 7,00
2 0,50 0,50 0,51 0,51 40,00 14,00
3 0,75 0,76 0,77 0,76 60,00 20,99
4 0,99 1,01 1,02 1,02 80,00 27,99
5 1,24 1,26 1,28 1,27 100,00 34,99
6 1,49 1,51 1,54 1,52 120,00 41,99
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Outliers foram investigados pelo teste de Jacknife. Os parametros das curvas
foram estimados pelo método dos minimos quadrados ordinarios, sendo verificadas as
premissas de normalidade (teste de Ryan & Joiner), homoscedasticidade (teste de
Brown & Forsythe), independéncia dos residuos da regressao (teste de Durbin &
Watson), significancia da regressao e adequacédo do ajuste ao modelo linear (ANOVA)
(Souza & Junqueira, 2005).

4.6.2 EFEITOS DE MATRIZ E SELETIVIDADE

Para avaliacdo dos efeitos de matriz foi empregado o método de comparacédo de
curvas de padrdes. Quatro curvas de calibracdo foram preparadas, com as mesmas
concentragcfes dos mensurandos, sendo uma preparada com o solvente como descrito
no procedimento de linearidade do item 4.6.1 (curva usual) e as outras preparadas em
extratos da amostra pool de fuba (amostras brancas), empregando cada uma das trés

solucdes extratoras pesquisadas (curvas matrizadas) (Figura 13).

Curva padrdo matrizada Curva padréo usual
Extrato de fuba + analltos (acetomtnla agua 80:20) Solvente + analitos

vaeIO vaell vael2] N|ve|3] vael4 vaeI5 vael6 vaeIO vaell] Niv‘elz] [NivLaIS] [Niv‘el4 Nivel 5| [Nivel 6
5

Curva padrao matrizada Curva padrdo matrizada
Extrato de fuba + analitos (acetomtrlla metanol:agua 60:20:20) Extrato de fuba + analitos (metanol acetonitrila: agua 60:20:20)

N|veIO vael 1 vaeI2 N|ve|3] vael4] vael5] [Nwelﬁ] [NwelO] vael 1] vaeI2 N|vel3 vael4 vaeI5 N|veI6]
R1 R1
R2 R2
R3 R3

Figura 13. Representacdo esquematica do delineamento experimental para avaliacdo

R: replicata

dos efeitos de matriz.
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Para construcdo das curvas matrizadas, 21 aliqguotas de 1,0 mL foram tomadas
do extrato purificado da amostra pool de fuba, em cada condicéo de extracdo avaliada.
As aliquotas eram evaporadas a 50°C, sob fluxo de nitrogénio. Os extratos secos eram
adicionados de 160, 320, 480, 640, 800, e 960 uL da solucdo pool intermediaria, em
triplicata, e adicionados de solucdo aquosa de acetonitrila a 50 % para um volume final
de 2,0 mL. Brancos também foram preparados em triplicata. Em seguida, extratos
foram filtrados em filtro de seringa GHP Waters Corporation (Millford, Massachusets,
USA) de 13 mm de diametro e 0,22 um de poro, para inje¢cdo no sistema de UPLC-
MS/MS.

As curvas foram avaliadas como descrito para o estudo da linearidade. Em
casos de confirmacgéo de adequacdo dos modelos lineares, a interferéncia da matriz foi
investigada pela comparacao das inclinacdes e intersecdes das curvas matrizadas com
aquelas obtidas para a curva usual, pelo teste de t (Thompson, et al., 2002; Souza &
Junqueira, 2005; Souza, et al., 2007).

Como houve a deteccdo da micotoxina FB1 na amostra pool de fuba, optou-se
por realizar a extragao e leitura de 21 replicatas da referida amostra, para estimativa de
um valor médio da area dos picos cromatograficos, que foi descontado das leituras
obtidas, para cada ponto da curva de FB1, o que permitiu a comparacdo dos
interceptos também para este mensurando. Para as demais micotoxinas, que nao
foram detectadas na amostra pool, a comparacao dos interceptos foi realizada sem

necessidade de correcéo.

Para determinacdo da seletividade, foi realizada a analise de amostras
adicionadas de padrédo, amostra branca pool, solu¢des padrédo das curvas matrizadas e
solugbes padrao das curvas usuais, nas diferentes condigcdes de extracdo avaliadas,
para avaliacdo de possiveis interferéncias de matriz ou espectrais, tais como sinais,

picos e vestigios iGnicos.
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4.6.3 RECUPERACAO, PRECISAO, LIMITES E INCERTEZA

Para estudo da recuperagédo, da precisdo, sob condicbes de repetibilidade e
precisdo intermediaria, e dos limites foram empregadas amostras adicionadas de
solucao estoque pool, em trés niveis de concentragdo, além do branco, na faixa linear,

como descrito na Tabela 16.
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Tabela 16. Niveis de contaminacdo das amostras adicionadas de padrdo nos estudos

de veracidade e precisao

Micotoxina Volume do Pool Contaminacao Concentracdo na
Estoque (uL) (ng/mL) Amostra (ug/kg)
Aflatoxina B; 0,25 1,99
Aflatoxina B, 0,25 2,01
Aflatoxina G; 0,26 2,05
80
Aflatoxina G, 0,25 2,03
Fumonisina B, 20,00 160,00
Zearalenona 7,00 55,99
Aflatoxina B, 0,75 5,96
Aflatoxina B, 0,76 6,04
Aflatoxina G; 0,77 6,15
240
Aflatoxina G, 0,76 6,09
Fumonisina B; 60,00 480,00
Zearalenona 20,99 167,96
Aflatoxina B, 1,49 11,92
Aflatoxina B, 1,51 12,08
Aflatoxina G, 1,54 12,29
480
Aflatoxina G, 1,52 12,19
Fumonisina B; 120,00 960,00
Zearalenona 41,99 335,91
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Para cada nivel de concentracéo estudado, vinte e uma replicatas verdadeiras e
independentes foram preparadas, as quais foram divididas em trés baterias analiticas
distintas, com sete replicatas cada. As baterias analiticas envolveram diferentes dias e
analistas, para simular condi¢cdes de precisdo intermediaria (Thompson, et al., 2002;
Souza, et al., 2007). Este delineamento foi realizado para cada uma das trés solucdes
extratoras avaliadas, conforme esquema apresentado na Figura 14. Em cada bateria

analitica foi preparada uma nova curva de calibragdo matrizada.

Bateria analitica 1 Bateria analitica 2 Bateria analitica 3
Fuba + analitos Fubé + analitos Fuba + analitos
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Figura 14. Representacdo esquematica da avaliacdo dos parametros: veracidade,

precisao, limite de deteccao e limite de quantificacdo, para cada solucéo extratora
N: nivel; R: replicata.

As porcentagens de recuperacdo médias foram estimadas, para cada nivel de
concentracdo estudado, apés tratamento de outliers pelo teste de Grubbs, em cada
condicdo de extracdo. No caso da FB1, o valor médio das éareas dos picos
cromatograficos foi descontado da resposta encontrada, assim como realizado no
estudo de efeito matriz. Estes resultados foram submetidos a analise de variancia para
estimativa dos desvios padrfes relativos sob condicbes de repetibilidade (DPR;) e de
precisao intermediaria (DPRg), com verificacdo prévia das premissas de normalidade e
homoscedasticidade (Thompson, et al., 2002; Souza, et al., 2007). Os valores adotados
como referéncia para avaliacdo da recuperacdo foram os estabelecidos pela UE
(2006). Os valores de referéncia para a precisdo intermediaria, para o caso das
aflatoxinas, foram os obtidos pelas equacfes de (Horwitz, 1982) ou de (Thompson,
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2000) dependendo da faixa de concentracdo do mensurando, conforme definido pela
UE (2006).

O MRC de milho naturalmente contaminado com FB1 foi analisado, em triplicata,
na melhor condicdo de extracdo. A estatistica adotada na avaliacdo da veracidade foi o
indice z-escore, conforme descrito no ISO Guia 33, sendo considerados satisfatérios

valores de z-escore na faixa -2 <z < +2 (ABNT, 2002).

Os limites de detecc¢éo e quantificacdo tedricos foram estimados considerando-
se resultados das curvas de calibracdo matrizadas, em cada condicdo de extracdo. Os
limites de deteccdo e quantificagcdo foram, entdo, definidos como sendo trés e dez
vezes 0 desvio padrdo do intercepto dividido pela inclinagcdo as curvas,
respectivamente (Thompson, et al., 2002; Souza & Junqueira, 2005; Souza, et al.,
2007).

Para a estimativa da incerteza foi utilizada a abordagem Top Down, considerando
os dados obtidos nos estudos de validacdo, na condicdo de extracdo escolhida. Os
componentes considerados foram a incerteza-padrao devida a precisdo intermediaria
obtida nos estudos de precisdo e a incerteza-padrdo devida a curva de calibracdo
obtida no estudo da linearidade. As incertezas estimadas foram avaliadas frente aos
critérios descritos em (UE, 2006 a), de forma que as incertezas combinadas devem ser

inferiores a incerteza de medi¢cdo méaxima definida no referido documento.

4.7 ESTUDO DE OCORRENCIA

As 50 amostras coletadas foram analisadas pelo método validado, para
determinacao dos seis mensurandos objetos deste estudo, em duplicata. Os resultados
foram reportados com respectivas estimativas de incerteza e comparados com 0s

limites das legisla¢des vigentes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 VALIDACAO DO METODO

Utilizando o analisador tipo triplo quadrupolo no modo MRM (Multiple Reaction
Monitoring), foram selecionados dois fragmentos do ion precursor, sendo um utilizado
para quantificacdo e o outro para confirmagdo. A escolha destes ions foi conduzida
segundo critérios da Unido Europeia (Tabela 17), que determina as tolerancias
maximas para as intensidades relativas destes ions em diferentes técnicas de

espectrometria de massas (UE, 2002).

Os resultados obtidos para as intensidades relativas na curva de padrbes em
matriz e em amostras adicionadas de padrdo sé&o apresentados na Tabela 18.
Seguindo o critério de variacdo maxima de 10 % das intensidades relativas, conclui-se
gue os ions escolhidos para todas as micotoxinas sdo adequados para conducéao dos

experimentos.

Tabela 17. Tolerancia maxima permitida para intensidade relativa dos ions em

diferentes técnicas de espectrometria de massas

CI-GC-MS, GC-MS"

IntenS|da(_je Relativa EI—G_C—IYIS LC-MS, LC-MS"
(% do pico base) (variagdo) -z
(variacéo)
>50% + 10% + 20%
>20% até 50% + 15% + 25%
>10% até 20% 1+ 20% + 30%
<10% + 50% + 50%

Fonte (UE, 2002)

EI-GC-MS: cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas com fonte de ionizagéo por elétrons; CI-GC-
MS: cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas com fonte de ionizacdo quimica; GC-MS™
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas sequencial; LC-MS: cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas; LC-MS": cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial.
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Tabela 18. Intensidades relativas dos ions confirmatérios obtidas para solucdes
padrdes de curva matrizada e amostras adicionadas de padrédo, por mensurando, e

respectivas variacoes

Intensidade Intensidade
. . Cy Relativa Média Relativa Média  Variag&o®

Micotoxina lons™(m/z) ~ 2 2

padrées amostras (%)
(%) (%)

Aflatoxina B1 241 — 285 106,0 £ 7,2 105,3+£9,1 0,6
Aflatoxina B2 259 — 287 1149 £ 6,2 113,2+£9,5 1,5
Aflatoxina G1 283 -243 210,1 £ 50,9 191,7 £+ 61,9 8,7
Aflatoxina G2 257 - 245 135,0+18,4 134,0 £ 26,3 0,8
Fumonisina 352-334 117,713 119,3+£2,8 1,3
Zearalenona 185 -187 1189+1,9 118,8+2,6 0,1

! Os ions sublinhados correspondem aos ions de maior intensidade no espectro de massas de cada composto e
utilizados na quantificacdo. m/z: razdo entre massa e carga.

2 Ntmero de observacBes: para determinacdo da intensidade relativa média dos padrbes foram utilizadas 18
repeticBes, e das amostras foram utilizadas 63, para cada micotoxina.

% valor absoluto da diferenca entre as intensidades relativas médias dos padrées e amostras, dividida pelas
intensidades relativas médias dos padrdes, expressa em porcentagem.

* Consideradas as intensidades dos 6 niveis de concentragao da curva de calibragao (tabela 17)

® Consideradas as intensidades dos 3 niveis de concentracao de amostras adicionadas (tabela 18).

Perfil cromatogréfico similar foi observado em todas as condi¢cdes de extracdo
avaliadas, os picos cromatograficos ndo sofreram interferéncias espectrais ou de
elementos da matriz. Nas Figuras 15, 16, 17 e 18 encontram-se representados
cromatogramas tipicos daqueles obtidos para amostras adicionadas de padrao,
amostra branca pool, solu¢cdes padrao das curvas matrizadas e solugcbes padrdo das

curvas usuais, respectivamente.
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Aflatoxin B1 Aflatoxin B2
LI8soB F1:MRM of 2 channels ES+ LI8soB F2:MRM of 2 channels ES+
313.2>285.1 315.2> 2871
100 3.999e+004 10 4.121e+004
% %
0 min min
LI 8oB F1:MRM of 2 channels ES+ LI 8oB F2:MRM of 2 channels ES+
313.2>2411 315.2>259.1
100 3.755e+004 10 3.416e+004
%
0 min min
1.50 2.00 150 2.00
Aflatoxin G1 Aflatoxin G2
LIs8oB F4:MRM of 2 channels ES+ LI 8soB F5:MRM of 2 channels ES+
329.2>243 1 331.2>245.1
100 3.647e+004 100 e 1.0221 e;OO4
%1.25 %] 1; /\ 155 !
04—+ min =‘/,',,2,03‘/ min
LI 8oB F4:MRM of 2 channels ES+ LInsoB F5:MRM of 2 channels ES+
329.2>283.1 331.2> 2571
100 - 1.597e+004 10 1.015e+004
%3/ 157 173 _ I 154 1.99 .
0 min min
4 cAn -~ nnn 1 &8N0 20N
Zearalenone Fumonisin B1
LIsoB F3:MRM of 2 channels,ES+ LIIIS0OB F6:MRM of 2 channels ES+
319.2> 187 7224 >3342
10 1.464e+005 10 8.795e+005
min Mﬁmmm min
LI soB F3:MRM of 2 channels,ES+ L1808 F6:MRM of 2 channels ES+
319.2> 185 7224 >3522
1.206e+005 7.362e+005
10 10
3.03 411 _ «%3 !\
min min
3.50 4.00 1.00 150 2.00

Figura 15. Cromatogramas tipicos obtidos para amostras adicionadas de 80 pL da
solucdo estoque pool de micotoxinas, utilizando metanol:acetonitrila:adgua (60:20:20)

como solucdo extratora.

Tempos de retencéo de 1,62 min para AFB1; 1,43 min para AFB2; 1,43 min para AFGL1; 1,28 min para
AFG2; 1,02 min para FB1 e 3,65 min para ZEA.
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Aflatoxin B1

Branco F1:MRM of 2 channels ES+

.68 313.2 > 285.1

1.577e+003

100 125
% : 157175 201 228 45
0 min

Branco F1:MRM of 2 channels ES+
313.2>2411
1.26 3.072e+002
100 1.50

% 1.85 2005 10 2.33 241

0 min
1.50 2.00
Aflatoxin G1

Branco F4:MRM of 2 channels ES+
1.25 329.2>243.1

1.647e+003
100 Y

% : 175 191 213221
0 min

Branco F4:MRM of 2 channels ES+
329.2>2831
- 128 158 1.782e+003
1.78
% 186 202 209
0 min
1.500 2.000
Zearalenone
Branco F3:MRM of 2 channels ES+
3.03 319.2> 187
10 1,68 2.809e+003
A1 N394.402 438
min
Branco F3:MRM of 2 channels ES+

319.2> 185
4.11 1.086e+004

10033.03
“%_% 3.62 /\ 4.364:;46_
min

3.50 4.00

Aflatoxin B2

Branco F2:MRM of 2 channels ES+
315.2> 2871
1.1 6.558e+002
1 . 1.20 227
0 1.79 2136
min
Branco F2:MRM of 2 channels ES+
123 315.2> 2591
10 “N.1:34 5.296e+002
s 193 208 240043
min
1.50 2.00
Aflatoxin G2
Branco F5:MRM of 2 channels ES+
331.2> 2451
10 1.13 1.555e+003
% 147 4167 1.90 220
min
Branco F5:MRM of 2 channels ES+
1.06 331.2> 2571
10 : 8.010e+002
135 1564731.96,,, 216
min
150 2.00
Fumonisin B1
Branco F6:MRM of 2 channels ES+
7224 > 3342
1.522e+005
10
min
Branco F6:MRM of 2 channels, ES+
7224 > 3522
1.280e+005
10
min
1.00 1.50 2.00

Figura 16. Cromatogramas tipicos obtidos para o pool de amostras brancas, utilizando

metanol:acetonitrila:agua (60:20:20) como solucéo extratora.

Tempos de retencéo de 1,62 min para AFB1; 1,43 min para AFB2; 1,43 min para AFGL1; 1,28 min para

AFG2; 1,02 min para FB1 e 3,65 min para ZEA.
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Aflatoxin B1

CurvaMatriz01C F1:MRM of 2 channels ES+
313.2>285.1

4.045e+004

100
% 1.06
0 min

F1:MRM of 2 channels, ES+
313.2>241.1
3.785e+004

100
%
0 min

1.50 2.00

Curva Matriz01 C

Aflatoxin G1

CurvaMatriz01C F4:MRM of 2 channels ES+

329.2>243.1
100 3.781e+004
%3
—
CurvaMatriz01C F4:MRM of 2 channels ES+
329.2>283.1
100 . 1.613e+004
%q12 1.58 1.89 .
0 min
1.500 2.000

Zearalenone

Curva Matriz01 C  F3:MRM of 2 channels,ES+
319.2> 187

1.334e+005

10
min

Curva Matriz01 C  F3:MRM of 2 channels ES+

319.2> 185
10 1.145e+005
3.03 411 .
min
3.50 4.00

Aflatoxin B2

CurvaMatriz01 C F2:MRM of 2 channels ES+

315.2 > 287.1
0 3.171e+004
% 162 .

min

CurvaMatriz01 C F2:MRM of 2 channels ES+
315.2>259.1

2.495e+004

10
min

1.50 2.00

Aflatoxin G2

Curva Matriz01 C  F5:MRM of 2 channels ES+

331.2>2451
10 1.208e+004
1.1 431.58 .
min
CurvaMatriz01 C F5:MRM of 2 channels ES+
331.2> 2571
10 8.163e+003
%3 11 155 .
min
1.50 2.00

Fumonisin B1
Curva Matriz01 C  F6:MRM of 2 channels,ES+
7224>3342

1.063e+006

10
min

CurvaMatriz01 C F6:MRM of 2 channels ES+

7224 > 3522
10 8.917e+005
min

1.00 1.50 2.00

Figura 17. Cromatogramas tipicos obtidos para as solu¢cbes padrdo da curva

matrizada, utilizando metanol:acetonitrila:adgua (60:20:20) como solugéo extratora.

Tempos de retencéo de 1,62 min para AFB1; 1,43 min para AFB2; 1,43 min para AFG1; 1,28 min para
AFG2; 1,02 min para FB1 e 3,65 min para ZEA.
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Aflatoxin B1
CurvaUsual06 C  F1:MRM of 2 channels ES+
313.2>2851

1.007e+005

100
%
0 min

F1:MRM of 2 channels ES+
313.2>2411
9.565e+004

100
%
min

1.50 2.00

Curva Usual 06 C

Aflatoxin G1

CurvaUsual06 C  F4:MRM of 2 channels ES+

329.2> 2431

100 8.512e+004
%

c llllllllllillllllllll mln

CurvaUsual06 C  F4:MRM of 2 channels ES+

329.2>283.1
6.771e+004
1004 1,28 168 192 217
%3
0 3 Ll Ll Ll L] l Ll LJ T Ll l Ll Ll L Ll ] Ll L] L} T min
1.500 2.000
Zearalenone
CurvaUsual 06 C  F3:MRM of 2 channels, ES+
319.2> 187
6.299¢+005

10
min

CurvaUsual06 C  F3:MRM of 2 channels ES+
319.2> 185

5.249e+005

10
min

3.50 4.00

Figura 18. Cromatogramas tipicos obtidos para as solu¢des padrdo da curva usual

Aflatoxin B2
CurvaUsual06 C  F2:MRM of 2 channels ES+
315.2> 2871

8.762e+004

10
min

CurvaUsual06 C  F2:MRM of 2 channels ES+

315.2> 2591
10 7.128e+004
m
min
1.50 2.00
Aflatoxin G2
CurvaUsual06 C  F5:MRM of 2 channels ES+
331.2>2451
10 2.696e+004
m
min
CurvaUsual06 C  F5:MRM of 2 channels ES+
331.2> 2571
2.020e+004
10
00
Mﬁm min
150 2.00
Fumonisin B1
CurvaUsual06 C  F6:MRM of 2 channels, ES+
7224 > 3342
2.941e+006

10
min

F6:MRM of 2 channels ES+
7224 > 3522
2.497e+006

10
min

1.00 1.50 2.00

Curva Usual 06 C

Tempos de retencéo de 1,63 min para AFB1; 1,44 min para AFB2; 1,43 min para AFGL1; 1,28 min para

AFG2; 1,41 min para FB1 e 3,79 para ZEA.
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Linearidade foi demonstrada para todos os mensurandos, nas faixas de
concentracdo estudadas, tanto para curvas usuais quanto para aquelas matrizadas,

com confirmacao de todas as premissas da regressao linear simples (Tabela 19).

No teste de outliers, em nenhum caso houve indicacdo de quantidade de valores
dispersos superior ao limite maximo recomendado, ou seja, 22 % do montante de
dados originais. A andlise de residuos mostrou que, para todos os mensurandos, 0S
residuos seguiram a distribuicdo normal (p > 0,10, com excec¢do de zearalenona na
curva usual para a qual p > 0,01). Tais resultados indicaram que os dados poderiam

ser submetidos aos testes de hipdteses dete F.

A variabilidade dos residuos foi homogénea (p >0,05), para todos os
mensurandos, ao longo das faixas de concentracdo selecionadas no presente estudo.
Independéncia dos residuos foi evidenciada em todos os casos, exceto para AFB2 e
AFG2 na curva usual e ZEA na curva matrizada obtida com solugdo extratora
acetonitrila:metanol:agua (60:20:20), visto que nestes casos foram obtidos resultados
inconclusivos pelo teste de Durbin-Watson. Desta forma, com a confirmagdo das
premissas de homoscedasticidade e independéncia, foi possivel empregar a regressao
linear simples para estimativa dos parametros da regressdo, sem necessidade de

ponderacoes.

Nas curvas matrizadas em que foi utilizado metanol na solugdo extratora, 0s
valores das inclinacdes foram significativamente superiores aqueles encontrados nas
demais condicbes (p < 0.05), considerando os seis mensurandos do escopo. Tais
resultados indicaram que a adicdo de metanol proporcionou um aumento na
sensibilidade quando comparado com a curva usual e com a curva matrizada obtida
com solucéo aquosa de acetonitrila como solucao de extracdo. Quando comparadas as
inclinagbes estimadas para curvas matrizadas utilizando diferentes proporcdes de
metanol, diferencas significativas na sensibilidade também foram evidenciadas
(p < 0,05), exceto para ZEA (p > 0,05).
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Tabela 19. Avaliacdo dos parametros de regressdo para as curvas de calibracdo das seis micotoxinas do escopo, preparadas em

solvente e matriz, nas trés condi¢des de extracdo estudadas

Normalidade Independéncia Homoscedasticidade Regresséo Falta de Ajuste
Micotoxina Equacéo R® n°
RC pd de pd th pd = pd = pd
Curva Usual
Aflatoxina B1 ~ y=(3213,55+61,37)x + (38,73£56,91) ~ 0,9946 17 09626 p>0,10 1,85 p>0,05 0,30 0,77 274153 2,12x10™ 0,66 0,63
Aflatoxina B2 y=(2498,23 + 35,00)x + (44,54 £33,62)  0,9971 17 0,9895 p>0,10 0,96 Néoconclusivo 0,54 0,60 5093,60 2,07x10%° 3,08 0,06
Aflatoxina G1 ~ y=(2676,29 + 34,75)x - (55,79  31,72) 0,9980 14 0,9837 p>0,10 2,16 p>005 1,11 0,29 5931,95 1,53x10"" 0,49 0,75
Aflatoxina G2~ y=(971,58 + 36,67)x + (42,70 + 35,16) 0,9805 16 09814 p>010 2,90 N&oconclusivo 1,32 0,21 702,08 2,31x10" 0,65 0,64
F“mgTSi”a y= (1137,47 + 15,38)x - (4645,84 + 1197,90)  0,9971 18 10,9642 p>0,10 3,03 p>002 0,18 0,86 547001  1,03x10% 2,77 0,08
Zearalenona  y= (685,10  3,83)x - (931,50 + 104,94) 0,9996 14 0,9292 p>0,01 2,49 p>0,05 0,37 0,72 3205524  6,20x10%° 1209 0,38
Curva Matrizada (acetonitrila:dgua 80:20)
Aflatoxina B1  y=(3234,67 + 28,35)x + (135,01 £29,03)  0,9991 14 09630 p>0,10 2,26 p>005 0,76 0,46 13016,68 1,38x10™ 0,29 0,88
Aflatoxina B2  y=(2663,51 +26,58)x - (43,72+26,11)  0,9987 15 0,9857 p>0,10 1,67 p>0,05 0,01 0,99 10043,24 3,64x10%° 2,03 0,17
Aflatoxina G1  y=(2649,61 +53,49)x + (33,03+£53,24)  0,9939 17 09773 p>0,10 2,44 p>005 0,67 0,51 2453,88  4,84x10™® 0,29 0,88
Aflatoxina G2 y=(990,96 + 23,05)x + (71,24+20.67)  0,9930 15 0,9887 p>0,10 169 p>0,05 0,43 0,67 1848,85 2,11x10"° 212 0,16
F“mgTSi”a y=(1277,92 + 6,42)x - (514,99 £ 454,74)  0,9997 16  0,9800 p>0,10 2,10 p>0,05 0,96 0,35 3968497 1,42x10%° 057 0,69
Zearalenona  y= (513,10 +3,82)x + (241,59+99,73)  0,9992 17 0,9804 p>0,10 250 p>005 0,42 0,68 18072,27 157x10* 0,63 0,65

96



Curva Matrizada (acetonitrila:metanol:dgua 60:20:20)

Aflatoxina B1  y=(8160,60 + 52,45)x + (148,46 + 49,60)  0,9994 16 09921 p>0,10 1,80 p>0,05 0,13 0,89 24206,93 4,52x10%* 2,80 0,09
Aflatoxina B2  y=(7127,54 + 16,55)x+ (58,06 + 16,61) 0,9999 14 09826 p=>0,10 2,61 p>0,05 0,55 0,59 184696,34 1,70x10?° 0,50 0,74
Aflatoxina G1 y=(7324.52 + 87,53)x + (210,81 * 86,60) 0,9980 16 0,9773 p>0,10 290 p>0,02 0,69 0,50 7002,88 2,64 x 102 0,34 0,84
Aflatoxina G2  y=(3240,80 + 46,55)x + (48,45 + 45.16) 0,9969 17 0,9605 p>0,10 2,46 p>0,05 0,25 0,81 484726  3,00x10% 2,01 0,16
F“mgri's'”a y= (2036,16 + 7,17)x - (302,41 + 558,64)  0,9998 18 09833 p>0,10 2,85 p>002 1,51 0,15 8059598 4,73x10°' 1,63 0,23
Zearalenona Nao
y= (709,87 + 4,38)x + (17,35 + 116,86) 0,9995 16 0,9866 p>0,10 2,97 conclusi 0,55 0,59 26202,15 2,60x10%* 0,18 0,95
Vo
Curva Matrizada (metanol:acetonitrila:dgua 60:20:20)

Aflatoxina B1 ~ y=(7003,04 + 79,09)x - (54,59 + 73,84) 0,9983 15 0,9793 p=>0,10 2,16 p=>0,05 0,21 0,83 784001 1,82x10" 0,89 0,51
Aflatoxina B2 y=(5894,06 + 79,19)x+ (19,74 + 77,56) 09971 18 0,9852 p=>0,10 1,99 p>0,05 0,51 0,62 5539,88  9,30x10%* 2,09 0,15
Aflatoxina G1 ~ y=(6022,19 + 79,58)x - (46,27 + 77,74) 0,9976 16 0,9614 p=>0,10 2,32 p>0,05 0,41 0,69 5726,65 1,08x10"° 0,66 0,64
Aflatoxina G2 y=(2361,66 + 26,51)x + (45,31 + 23,65) 0,9984 15 09881 p=>0,10 2,48 p>0,05 0,94 0,93 7935,35 1,68 x 10" 1,62 0,25

Fumonisina __ -25
B1 y=(1930,45 + 10,39)x + (1643,89+ 776,14) 0,9996 16 09725 p=>0,10 1,98 p>0,05 0,86 0,40 34488,86 3,79 x 10 1,65 0,24
Zearalenona y= (698,47 + 5,86)x - (163,43 + 152,33) 0,9990 16 0,9807 p=>0,10 2,20 p>0,05 0,44 0,67 14222,24 1,86 x 102 1,14 0,39

R’ = coeficiente de determinacéo, n = nimero de observacdes, R = coeficiente de correlagdo de Ryan-Joiner, p = significancia, d = estatistica de Durbin-Watson, t = estatistica t de Levene, F = raz&o entre

variancias.
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Avaliando os trabalhos sobre métodos de analise de micotoxinas de escopo
similar ao do presente estudo (Tabela 10), foi possivel verificar que o estudo do
parametro linearidade ndo tem sido conduzido de forma adequada, pela maioria dos
autores. Na maioria dos casos, é utilizado somente o coeficiente de correlacdo R?
como evidéncia de linearidade do método (Faberi, et al., 2005; Berthiller, et al., 2005;
Spanjer, et al., 2007; Frenich, et al.,, 2009; Tanaka, et al., 2010; Li, et al.,, 2010;
Lattanzio, et al., 2011; Soleimany, et al., 2012). Em alguns trabalhos, os autores n&o
apresentam as curvas utilizadas e ndo comentam sobre a avaliagcdo da linearidade
(Lattanzio, et al., 2007; Sulyok, et al., 2006; Zachariasova, et al., 2010; Varga, et al.,
2012). Embora o coeficiente de correlagdo seja muito utilizado como indicador de
ajuste ao modelo linear, esta abordagem é inapropriada para teste de linearidade e ndo
deve ser utilizada (Thompson, et al., 2002). O valor de R? assumira valores préximos de
um no caso de uma relacdo entre variaveis seguir o modelo linear, mas, se esta
relagdo nado tiver sido predita, o valor préximo de um deste coeficiente ndo €

necessariamente evidéncia de linearidade (Souza & Junqueira, 2005).

Alguns autores apresentaram faixas lineares muito amplas para a execuc¢ao dos
ensaios como 0,4 a 2000 pg/kg para FB1; 0,2 a 2000 pg/kg para ZEA e 0,01 a
100 pg/kg para aflatoxinas (Soleimany, et al., 2012), o que potencializa erros nas
determinacBes. E recomendado na literatura que os niveis de concentragdo estejam
igualmente espacados ao longo da faixa de interesse, no estudo de linearidade,
evitando que ocorra o efeito de alavanca na estimativa dos parametros da regressao
(Thompson, et al., 2002; Burke, 2011).

Os resultados agrupados na Tabela 20 resumem o estudo dos efeitos da matriz
nas analises de multigrupos de micotoxinas em fuba. Para a solucdo extratora
acetonitrila:dgua (80:20), observou-se efeitos de matriz para AFB2 somente na
inclinagéo (p < 0,05), enquanto que, para FB1 e ZEA, a ocorréncia de efeitos matriz foi
observada tanto na comparagdo da inclinagdo quanto do intercepto (p <0,05).
Considerando as AFB1, AFG1 e AFG2, ndo foram evidenciados efeitos de matriz em

relacdo a nenhum dos parametros da curva (p > 0,05).

No procedimento utilizando a solucdo extratora acetonitrila:metanol:agua

(60:20:20), foram detectados efeitos de matriz devidos as diferengas significativas nas
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inclinacdes das curvas de todas as micotoxinas (p < 0,05). Considerando os interceptos

das curvas, efeitos de matriz foram observados para AFG2, FB1 e ZEA (p < 0,05).

Quando a solucéo extratora metanol:acetonitrila:dgua (60:20:20) foi empregada,
observou-se que, com excecdo da ZEA (p>0,05), todos o0s mensurandos
apresentaram efeitos de matriz devidos as diferencas significativas nas inclinacdes das
curvas (p <0,05). Efeitos de matriz devidos as comparagfes dos interceptos das
curvas foram evidenciados para os mensurandos ZEA e FB1.

Tabela 20. Comparacdes das inclinacbes e interceptos das curvas usuais e

matrizadas, para as seis micotoxinas do escopo, nas trés condicdes de extracao

estudadas

Comparagdes das Comparacgdes
Micotoxina inclinacbes dos interceptos

t© p° teritico te pe

Solucéo extratora (acetonitrila:agua 80:20)
Aflatoxina B; 0,312 0,758 2,080 1,507 0,147
Aflatoxina B, 3,654 0,001 2,048 2,006 0,055
Aflatoxina G, 0,418 0,679 2,064 1,433 0,165
Aflatoxina G, 0,448 0,659 2,074 0,700 0,491
Fumonisina B, 8,428 0,000 2,086 3,224 0,004
Zearalenona 31,772 0,000 2,052 8,085 0,000
Solugéo extratora (acetonitrila:metanol:agua 60:20:20)

Aflatoxina B; 61,298 0,000 2,045 1,452 0,157
Aflatoxina B, 119,514 0,000 2,080 0,360 0,722
Aflatoxina G, 49,359 0,000 2,110 2,891 0,010
Aflatoxina G, 37,873 0,000 2,045 1,578 0,125
Fumonisina B; 52,958 0,000 2,074 3,286 0,003
Zearalenona 4,195 0,000 2,056 5,937 0,000
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Solucéo extratora (metanol:acetonitrila:agua 60:20:20)

Aflatoxina B, 38,213 0,000 2,048 1,011 0,320
Aflatoxina B, 39,222 0,000 2,074 0,293 0,772
Aflatoxina G, 39,769 0,000 2,093 0,117 0,908
Aflatoxina G, 29,910 0,000 2,052 0,061 0,952
Fumonisina B, 41,692 0,000 2,042 4,339 0,000
Zearalenona 1,872 0,072 2,056 4,022 0,000

Os dados em destaque evidenciam os parametros em que foram observados efeitos de matriz.

Com base nestes resultados, as determinacdes quantitativas destes grupos de
micotoxinas em fuba foram conduzidas empregando curvas matrizadas nas etapas
subsequentes da validacdo. Isto porque as curvas usuais forneceram respostas que
diferiram significativamente daquelas obtidas para curvas matrizadas obtidas pelos trés

procedimentos (solucbes extratoras) descritos neste trabalho.

Alguns autores que publicaram métodos de andlise de escopos semelhantes ao
da presente estudo optaram pela utilizacdo de curvas matrizadas, embora ndo tenham
relatado que conduziram uma verificacdo prévia da ocorréncia de efeitos de matriz
(Ren, et al., 2011; Hartl, et al., 1999; Tanaka, et al., 2010; Soleimany, et al., 2012).

A comparacao dos pardmetros de curvas de calibragdo construidas em solvente
e matriz, como recomendado nos protocolos internacionais de validacao, foi executada
em alguns trabalhos reportados na literatura (Lattanzio, et al., 2007; Faberi, et al.,
2005), sendo detectados os efeitos de matriz e utilizadas curvas matrizadas para
guantificacdo dos mensurandos, corroborando com os resultados desta pesquisa.

Em outros trabalhos, o efeito matriz foi avaliado por meio da relacdo entre as
inclinacbes das curvas matrizadas e usuais, signal suppression/enhancement (SSE)
(Lattanzio, et al., 2011; Sulyok, et al., 2006; Spanjer, et al., 2007; Zachariasova, et al.,
2010), embora tal procedimento ndo seja citado em nenhum documento orientativo de

validacdo. Nestes casos, 0os autores optaram pela utilizagdo da curva matrizada,

100



embora ndo tenham apresentado nenhum critério para avaliacdo dos resultados
obtidos.

Nas Tabelas 21, 22 e 23 sdo apresentados os resultados dos ensaios de

recuperacao e precisao, considerando as diferentes condicdes de extracao testadas.

No procedimento utilizando acetonitrila:agua (80:20), as porcentagens de
recuperacédo variaram de 81,11 a 90,69 % para AFB1, de 86,15 a 93,07 % para AFB2,
de 81,83 a 87,56 % para AFG1, de 74,97 a 85,42 % para AFG2, de 39,73 a 46,35 %
para FB1 e de 89,48 a 94,46 % para ZEA. Entéao, para FB1 os valores de porcentagem
de recuperacao ndo atenderam aos critérios preconizados pela Unido Europeia de 60 a
120% e de 70 a 110% para niveis menores e maiores que 500 pg/kg,
respectivamente. DPR, foram estimados entre 5,15 e 11,25 % para AFB1, 4,31 e
8,17 % para AFB2, 5,31 e 12,50 % para AFGL1, 544 e 17,12 % para AFG2, 3,00 e
5,99 % para FB1 e 2,40 e 3,43 % para ZEA. Tais desvios foram inferiores aos valores
maximos permitidos para todas as micotoxinas e niveis de contaminagéo estudados,
com excec¢do do nivel 2,03 ug/kg de AFG2, no qual foi calculado um valor de 17,12 %,
superior ao valor maximo de 14,7 %. Para os DPRg, 0s valores encontraram-se entre
18,17 % e 26,37 % para AFB1, 14,91 e 22,95 % para AFB2, 13,83 e 21,51 % para
AFG1, 10,04 e 23,31 % para AFG2, 5,24 e 6,63 % para FB1 e 2,40 e 13,53 % para
ZEA. Nos niveis de contaminacdo de 1,99 ug/kg de AFB1, 12,08 pg/kg de AFB2 e
12,19 pg/kg de AFG2 também foram obtidos valores de DPRg acima do valor maximo
estipulado de 22 % (Tabela 21).

Quando acetonitrila:metanol:agua (60:20:20) foi empregada como solucao
extratora, a recuperacao variou de 91,52 a 96,99 % para AFB1, de 92,58 a 102,64 %
para AFB2, de 93,03 a 95,31 % para AFG1, de 90,08 a 104,25 % para AFG2, de 41,49
a 61,85 % para FB1 e de 88,36 a 99,76 % para ZEA. Embora os valores estimados
para DPR; e DPRg tenham ficado abaixo dos valores maximos permitidos para todas
as micotoxinas em todos o0s niveis de contaminacdo estudados, os valores de
recuperacdo para FB1 ndo atenderam aos critérios preconizados pela Unido Europeia

supramencionados (Tabela 22).

Para a solucdo de extracdo metanol:acetonitrilazagua (60:20:20), as
porcentagens de recuperagao variaram de 85,85 a 88,99 % para AFB1, de 91,36 a
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94,68 % para AFB2, de 92,54 a 94,33 % para AFG1, de 91,12 a 97,66 % para AFG2,
de 75,68 a 85,44 % para FB1 e de 94,12 a 98,43 % para ZEA. Os valores maximos
estimados para DPR; e DPRg foram 7,59 e 8,10 % para AFB1, 10,83 e 11,46 % para
AFB2, 8,03 e 9,08 % para AFG1, 13,55 e 13,55 % para AFG2, 6,26 e 0,26 % para FB1
e 3,98 e 0,24 % para ZEA, respectivamente. Tanto as porcentagens de recuperacao
quando os DPR estimados cumpriram com os critérios definidos pela Unido Europeia,
para todas as micotoxinas, em todos os niveis de contaminagdo estudados (Tabela
23).

Desta forma, utilizando a solucao de extracao acetonitrila:agua (80:20), além das
recuperacbes médias para FB1 terem sido insatisfatorias, algumas toxinas
apresentaram DPR acima dos valores maximos permitidos. Para a condicdo de
extracdo utilizando acetonitrila:metanol:agua (60:20:20) foram obtidos valores
satisfatorios de precisdo, sob condicbes de repetibilidade e precisdo intermediaria,
porém as recuperacfes médias, para FB1, ficaram abaixo do determinado para este
mensurando nesta faixa de concentracdo. Entdo, concluiu-se que o procedimento
empregando metanol:acetonitrila:agua (60:20:20) como solucdo extratora assegurou
melhor adequacdo ao objetivo proposto, com evidéncias de precisdo e valores de
recuperacao satisfatorios, para todos os niveis de contaminacdo propostos, frente aos
critérios considerados da UE (2006).

O MRC analisado tinha o valor de propriedade certificado para FB1 de 800 pg/kg
+ 23,4 %. Na andlise do referido material, em triplicata, empregando a condicdo de
extracao considerada satisfatéria nos estudos de recuperacgéo e precisdo, um valor de
escore-z de 0,19 foi alcancado, assumindo como desvio padrédo alvo o desvio maximo
de 30 % regulamentado pela UE (2006). O resultado obtido indicou veracidade do

método.

A adicao de metanol na solucéo extratora teve como consequéncia a melhora na
eficiéncia de extracdo da FB1. Esta toxina possui maior massa molecular do que os
outros grupos de micotoxinas estudados, além de apresentar varios sitios de interacao
ao longo de sua cadeia molecular, o que permite maior interagcdo com as matrizes,

resultando em maior dificuldade de extracdo. A maior polaridade e acidez do metanol
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em relacdo a acetonitrila resultou em melhores recuperacfes quando se utilizou uma

proporgcdo maior deste solvente nos procedimentos de extracao.

Pela analise do MRC pbdde-se verificar que os dados de recuperacdo de FB1 em
milho foram melhores do que aqueles obtidos para o fuba. Isso ocorreu,
provavelmente, devido a uma diferenca estrutural existente entre estes dois produtos.
O grao de milho, no processamento por moagem a seco, passa por degerminacao e a
fracdo amilacea do grao, ao ser submetida a processos de moagem e classificacao,
sofre grandes alteracdes na estrutura do endosperma (Paes, 2006), o que resultaria em
diferencas na intensidade de interacdo da toxina com a matriz alimenticia. O arranjo
proteico que envolve os granulos de amido dentro das células do endosperma é
desestruturado resultando em maior quantidade de sitios de interac@o o que dificultaria

a extracdo das toxinas da matriz fuba neste novo arranjo.

Outro fenbmeno a ser considerado € a associacdo da fumonisinas com
macronutrientes da matriz, como o amido e a proteina, por meio de interacbes néo
covalentes. Esta interag&o resulta na ocorréncia de fumonisinas ocultas, as quais nao
sdo detectadas pelos métodos utilizados para analise da micotoxinas em sua forma
nativa, resultando em uma subestimacédo do teor total deste contaminante no alimento.
A ocorréncia de fumonisinas ocultas em derivados de milho, como consequéncia de
etapas de processamento térmico e moagem do grao, foi verificada (Dall’Asta, et al.,
2009 a), podendo levar a erros na determinacdo do teor de contaminacdo por
fumonisina em amostras de fuba. Estas interacfes podem ser quebradas, durante os
procedimentos de extracao, devido as diferencas nos parametros experimentais como,
polaridade do solvente, pH, forca idnica, tempo e temperatura, devolvendo a micotoxina
a sua forma nativa, o que explica as diferencas nas recuperacdes devido a diferentes

procedimentos analiticos utilizados (Dall”Asta, et al., 2009 b; Rychlik, et al., 2014).
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Tabela 21. Médias de recuperacdo e desvios padrdo relativos, sob condi¢cbes de
repetibilidade e precisdo intermediaria, para as seis micotoxinas do escopo,

empregando extracdo com acetonitrila:agua (80:20)

Recuperacgéo
- DPR, DPRg
Micotoxina Concentragao n Média
(ng/kg) (%) (%)
(%)

1,99 21 81,11 11,25 26,37

Aflatoxina B1 5,96 21 90,69 6,61 18,17
11,92 21 86,79 5,15 21,23

2,01 21 87,27 8,17 20,37

Aflatoxina B2 6,04 21 93,07 6,46 14,91
12,08 21 86,15 4,31 22,95

2,05 21 86,89 12,50 20,05

Aflatoxina G1 6,15 21 87,56 7,23 13,83
12,29 21 81,83 5,31 21,51

2,03 19 74,97 17,12 19,27

Aflatoxina G2 6,09 21 85,42 7,67 10,04
12,19 21 84,05 5,44 23,31

160,00 21 46,35 3,55 6,35

Fumonisina B1 480,00 21 39,73 5,99 6,63
960,00 21 38,73 3,00 5,24

55,99 21 89,64 3,43 5,51

Zearalenona 167,96 21 94,46 2,40 2,40
335,91 21 89.48 4,04 13,53

n: nimero de observagdes apds tratamento de outliers pelo teste de Grubbs.

DPR;: desvio padréo relativo de repetibilidade.

DPRg: desvio padrao relativo de reprodutibilidade (preciséo intermediaria no caso deste estudo intralaboratorial).
Os dados em destaque indicam os parametros ndo conformes, segundo os critérios de aceitacéo considerados.
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Tabela 22. Médias de recuperacao e desvios padrao relativos, sob condi¢des de
repetibilidade e precisdo intermediaria, para as seis micotoxinas do escopo,
empregando extracdo com acetonitrila:metanol:agua (60:20:20)

. _ Concentracéo Recll\vlﬂrézri:géo DPR, DPRg
Micotoxina n

(Hglkg) (%) (%) (%)

1,99 21 96,99 9,37 11,77

Aflatoxina B1 5,96 21 91,52 4,91 7,58
11,92 21 92,70 4,73 7,25

2,01 21 102,64 8,44 8,44

Aflatoxina B2 6,04 21 92,58 5,13 6,60
12,08 21 94,73 4,40 5,03

2,05 21 95,31 7,17 8,26

Aflatoxina G1 6,15 20 93,03 4,02 5,28
12,29 21 94,75 5,39 5,73

2,03 20 104,25 6,43 12,81

Aflatoxina G2 6,09 21 90,08 6,39 9,92
12,19 21 91,25 6,63 8,61

160,00 21 61,85 7,27 7,29

Fumonisina B1 480,00 21 44,81 6,02 6,21
960,00 21 41,49 4,36 4,36

55,99 21 99,76 5,74 6,43

Zearalenona 167,96 21 89,33 3,22 4,30
335,91 21 88,36 3,40 3,40

n: nimero de observagdes apods tratamento de outliers pelo teste de Grubbs.

DPR;: desvio padréo relativo de repetibilidade.

DPRg: desvio padréo relativo de reprodutibilidade (precisdo intermediaria no caso deste estudo intralaboratorial)
Os dados em destaque indicam os parametros ndo conformes, segundo os critérios de aceitacéo considerados.
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Tabela 23. Médias de recuperacdo e desvios padrdo relativos, sob condicbes de
repetibilidade e precisédo intermediaria, para as seis micotoxinas do escopo,
empregando extracdo com metanol:acetonitrila:agua (60:20:20)

Recuperagéo
Concentragao Média DPR;  DPRs
Mensurando n
(ng/kg) %) (%) (%)
1,99 21 88,99 7,59 8,10
Aflatoxina B1 5,96 21 85,85 4,90 5,40
11,92 21 87,87 3,14 4,70
2,01 21 94,68 10,83 11,46
Aflatoxina B2 6,04 21 91,36 4,20 5,70
12,08 21 93,49 3,73 5,63
2,05 21 93,17 8,03 9,08
Aflatoxina G1 6,15 21 92,54 5,23 5,23
12,29 21 94,33 5,59 5,85
2,03 19 91,12 13,55 13,55
Aflatoxina G2 6,09 21 93,83 5,68 7,16
12,19 21 97,66 4,44 6,32
160,00 21 85,44 3,70 6,26
Fumonisina B1 480,00 21 75,68 2,69 2,69
960,00 21 75,16 2,12 2,60
55,99 21 98,43 3,54 3,54
Zearalenona 167,96 21 95,39 3,20 3,98
335,91 21 94,12 2,47 3,85

n: nimero de observagdes apds tratamento de outliers pelo teste de Grubbs.
DPR;: desvio padréo relativo de repetibilidade.
DPRg: desvio padrdo relativo de reprodutibilidade (precisdo intermediaria no caso deste estudo intralaboratorial).

106



Verificou-se pelos trabalhos publicados na literatura, de escopo similar, que
poucos autores avaliaram a precisdo sob condi¢des de precisdo intermediaria (Faberi,
et al., 2005; Li, et al., 2010; Frenich, et al., 2009). Faberi et al. (2005) desenvolveram
um método para analise de FB1 em milho e derivados, com resultados de recuperacao
meédia de 98 % e DPRgr de 4 %, considerando dois niveis de concentracdo, 1000 e
5000 pg/kg, superiores agueles investigados neste estudo. Li, et al. (2010) trabalharam
com as fumonisinas B3, B, e B3 em milho em trés niveis de concentracdo, entre 200 e
1000 pg/kg, em 5 replicatas. As recuperacbes médias e DPR sob condicbes de
precisao intermediaria reportados por tais autores variaram entre 93 e 95 % e entre 3 e
6 %, respectivamente. Ressalta-se que os resultados satisfatorios obtidos e niveis de
concentracéo estudados foram similares aos do presente estudo. Frenish, et al. (2009)
obtiveram, com a matriz trigo, recuperacfes médias de FB1 de 74 e 84 % e DPRr de 9
e 12 % para os niveis de 50 e 5 pg/kg, respectivamente, cumpre destacar a diferenca

em relacao a matriz e niveis de concentracao investigados na presente validagao.

Alguns autores apresentaram propostas de analises multigrupos cobrindo um
namero significativo de micotoxinas (Spanjer, et al., 2007; Sulyok, et al., 2006).
Spanjer, et al. (2007) desenvolveram um método para a analise simultdnea de 33
micotoxinas em diversas matrizes alimenticias, obtendo recuperacdo média de 20 % e
DPR, de 72 % para FB1, em faixa de concentragdo compreendida entre 20 e
200 pg/kg. Ressalta-se que os valores reportados para recuperacdo e DPRr nao
cumprem com os limites maximos preconizados pela Unido Europeia. Sulyok et al.
(2006) trabalharam com 39 micotoxinas em milho e trigo, obtendo recuperagbes
médias em torno de 80 % para AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 com DPR;, variando entre 3
e 5% para estas micotoxinas em uma faixa compreendida entre 2 e 160 pg/kg. A
recuperacdo média estimada para FB1 neste trabalho foi insatisfatéria, 41 %, com

DPR; de 2,6 % ,cobrindo uma faixa de 10 a 816 pg/kg para esta toxina.

Hartl, et al. (1999) trabalharam com FB1 em milho e obtiveram recuperacdes de
80 a 87 % na faixa de 30 a 3000 pg/kg, porém nao apresentaram dados de estudos do
parametro precisdo. No estudo realizado por Tanaka, et al. (2010), as recuperacdes de
ZEA para a matriz trigo variaram de 102 a 109 % com DPR;, variando entre 3 e 6 %, em
faixa compreendida entre 10 e 100 pg/kg. Soleimany, et al. (2012) apresentaram faixas

lineares muito amplas para as micotoxinas estudadas como, 0,01 a 100 ug/kg para
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AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2, 0,4 a 4000 ug/kg para FB1 e 0,2 a 2000 pg/kg para ZEA.
A recuperacgdo reportada pelos referidos autores para FB1 foi de 87,5 % no nivel de
concentracédo de 62,5 pg/kg com desvio padréo de repetibilidade de 14,4 %. Para as
aflatoxinas as recuperacfes variaram de 84 a 106 % com desvios padrdo de 7 a 9 %
em niveis de concentracdo de 2,5 ug/kg para AFB1 e AFGL, e de 0,75 ug/kg para
AFB2 e AFG2. A recuperacao no nivel de contaminagéo de 62,5 pg/kg para ZEA foi de
88 % com desvio padrao de 12 %. Sendo assim, foram reportados resultados de

apenas um nivel de concentracéo para cada toxina, em diferentes matrizes.

Os limites de deteccéo e quantificacédo tedricos estimados para os mensurandos
encontram-se detalhados na Tabela 24. Os limites foram similares nas trés formas de
extracdo estudadas e apropriados em relacdo aos LMT para as micotoxinas do escopo.
Contudo, como os limites estimados encontraram-se abaixo das faixas de
concentracdo validadas, para efeito de quantificacdo, foram assumidos como limites de
quantificacdo os niveis inferiores das curvas de calibracdo de cada mensurando, ou
seja, 1,99; 2,01; 2,05; 2,03; 160 e 55,99 ug/kg para AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, FB1 e

ZEA, respectivamente.

Nos trabalhos reportados na literatura, frequentemente, os limites de deteccao e
qguantificacdo ndo sdo mencionados (Lattanzio, et al., 2007; Lattanzio, et al., 2011,
Sulyok, et al., 2006; Hartl, et al., 1999). Quando estabelecidos, normalmente foram
empregados os critérios das razdes entre sinal e ruido, de 3/1 para o limite de deteccao
e de 10/1 para o limite de quantificacéo, calculados pelos softwares dos equipamentos
(Ren, et al., 2011; Faberi, et al., 2005; Berthiller, et al., 2005; Spanjer, et al., 2007;
Tanaka, et al., 2010; Zachariasova, et al., 2010; Li, et al., 2010; Frenich, et al., 2009).
Para as estimativas das razfes entre sinal e ruido, os autores utilizaram amostras
contendo os mensurandos em baixas concentracfes. Os valores obtidos foram,
geralmente, baixos e o0s critérios para quantificacdo em amostras reais ndo foram
apresentados, mesmo com os valores estando fora das faixas lineares validadas pelos

referidos autores.
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Tabela 24. Limites de deteccdo e de quantificacdo tedricos estimados para as seis

micotoxinas do escopo, nas trés condi¢cdes de extracdo estudadas

Limites tedricos

(ug/kg)
Mensurando
Deteccéo Quantificacao
Solugdo extratora (acetonitrila:agua 80:20)
Aflatoxina B, 0,22 0,72
Aflatoxina B, 0,24 0,78
Aflatoxina G, 0,48 1,61
Aflatoxina G, 0,50 1,67
Fumonisina B; 8,54 28,47
Zearalenona 4,67 15,55
Solucao extratora (acetonitrila:metanol:agua 60:20:20)
Aflatoxina B, 0,15 0,49
Aflatoxina B, 0,06 0,19
Aflatoxina G; 0,28 0,95
Aflatoxina G, 0,33 1,12
Fumonisina B; 6,59 21,95
Zearalenona 3,95 13,17
Solucao extratora (metanol:acetonitrila:agua 60:20:20)

Aflatoxina B, 0,25 0,84
Aflatoxina B, 0,32 1,05
Aflatoxina G, 0,31 1,03
Aflatoxina G, 0,24 0,80
Fumonisina B; 9,65 32,16
Zearalenona 5,23 17,45

Na Tabela 25 sao apresentadas as estimativas das incertezas de medi¢ao nos
trés niveis de contaminacgao estudados, considerando a melhor condicdo de extracao
obtida. Para cada toxina escolheu-se o maior valor de incerteza obtida entre os niveis
estudados, ficando estes valores abaixo dos limites maximos estipulados pela UE
(2006). Cumpre destacar que a contribuicdo da incerteza-padrdo devida a preciséo
intermediaria foi significativamente maior que a da incerteza-padrao devida a curva de

calibracdo na composicao da incerteza combinada.
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Tabela 25. Estimativas das incertezas de medicdo por nivel estudado e respectivas

incertezas maximas aceitaveis, para as seis micotoxinas do escopo, empregando a

condicao de extracdo selecionada - metanol:acetonitrila:agua (60:20:20)

U, k=
Uf!
U =
Mensurando N1 N2 aser k=2
utilizada
Hg/kg % Hg/kg % Hg/kg % (%) (%)
Aflatoxina B; 0,32 16,26 0,64 10,81 1,12 9,40 16,26 41,98
Aflatoxina B, 0,46 23,10 0,69 11,44 1,36 11,27 23,10 42,97
Aflatoxina G; 0,37 18,32 0,64 10,49 1,44 11,71 18,32 42,76
Aflatoxina G, 0,55 27,12 0,87 14,32 1,54 12,64 27,12 41,71
Fumonisina B, 20,05 12,53 25,84 5,38 49,93 5,20 12,53 40,45
Zearalenona 3,96 7,08 13,37 7,96 25,86 7,70 7,96 40,12

Niveis de adicdo N1: 1,99; 2,01; 2,05 e 2,03 pg/kg para aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, respectivamente, 160,00 para
fumonisina B1 e 55,99 para zearalenona; N2: 5,96; 6,04; 6,15 e 6,09 ug/kg para aflatoxinas B1, B2, G1 e G2,
respectivamente, 480,00 para fumonisina B1 e 167,96 para zearalenona e N3: 11,92; 12,08; 12,29 e 12,19 pg/kg
para aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, respectivamente, 960,00 para fumonisina B1 e 335,91 para zearalenona.

U: incerteza expandida.

K: fator de abrangéncia

Us: incerteza expandida maxima aceitavel de acordo com critério UE (2006).

Nos trabalhos de escopo similar publicados na literatura, normalmente, a
estimativa de incerteza ndo € reportada (Ren, et al., 2011; Lattanzio, et al., 2007,
Faberi, et al., 2005; Sulyok, et al., 2006; Berthiller, et al., 2005; Soleimany, et al., 2012;
Spanjer, et al., 2007; Hartl, et al., 1999; Senyuva, et al.,, 2010; Tanaka, et al., 2010;
Zachariasova, et al., 2010; Li, et al., 2010; Frenich, et al., 2009). Lattanzio, et al. (2011)
menciona o calculo de incerteza, da mesma forma que no presente trabalho, contudo,
as incertezas sdo apresentadas somente quando relatados os resultados da analise de

um material de referéncia certificado. Resultados como 49 + 10 pg/kg para ZEA, 5,3 +
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1,2 ug/kg para AFB1, 1,1 £ 0,5 pug/kg para AFB2, 2,8 £ 0,7 pg/kg para AFG1e 1,2+ 0,5
pHog/kg para AFG2 foram apresentados, 0S quais corresponderiam a incertezas
percentuais de 20,41 % para ZEA, 22,64 % para AFB1, 45,45 % para AFB2, 25 % para

AFGL1 e 41,67 % para AFG2, superiores aquelas obtidas no presente estudo.

5.2 ESTUDO DE OCORRENCIA

Na analise de incidéncia em amostras do estado de Minas Gerais, verificou-se
que, em 44 % das 50 amostras analisadas, foi detectada a presenca de FB1 em niveis
guantificaveis. As concentracdes variaram de 166,68 a 1460,76 ug/kg, sendo que 13
amostras tiveram niveis entre 160 e 500 ug/kg, sete amostras entre 500 e 1000 pg/kg e
duas apresentaram niveis de FB1 acima de 1000 pg/kg. Nenhuma das amostras
apresentou niveis superiores aos limites maximos tolerveis previsto na legislacao
brasileira, de 2500 ug/kg. Considerando o limite previstos pela Unido Europeia, de
1000 pg/kg, uma amostra que apresentou contaminacao correspondente a 1460,76 +
183,03 pg/kg seria considerada n&do conforme enquanto que outra amostra,
contaminada com 1027,22 + 128,71 pg/kg, poderia ser considerada nédo conforme
dependendo do critério de avaliacdo do 6rgdo fiscalizador. Para ZEA, 18 % das
amostras apresentaram niveis detectaveis da micotoxina, porém nenhuma apresentou
contaminacgdo superior ao limite de quantificacdo do método. N&do foram detectadas
aflatoxinas nas amostras analisadas, sendo 0,25; 0,32; 0,31 e 0,24 ug/kg, os limites de
deteccado para AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2, respectivamente.

Os resultados meédios obtidos para as 50 amostras, com as respectivas

incertezas, sdo apresentados na Tabela 26.
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Tabela 26. Resultados obtidos no estudo de ocorréncia para fumonisina Bl e

zearalenona, com respectivas estimativas de incerteza

Amostra Fumonisina B1 Zearalenona
01 <LQ ND
02 <LQ ND
03 ND ND
04 ND ND
05 ND ND
06 321,89 + 40,33 <LQ
07 329,46 + 41,28 <LQ
08 472,30 + 59,18 ND
09 208,40 + 26,11 <LQ
10 ND ND
11 545,88 + 68,40 ND
12 <LQ ND
13 960,55 + 120,36 ND
14 226,83 + 28,42 ND
15 <LQ ND
16 ND ND
17 166,68 £ 20,88 ND
18 <LQ ND
19 ND ND
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20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

<LQ

542,11 + 67,93

575,68 + 72,13

231,19 + 28,97

303,99 + 38,09

<LQ

729,10 + 91,36

189,30 + 23,72

438,81 + 54,98

176,23 + 22,08

659,98 + 82,70

<LQ

1460,76 + 183,03

<LQ

<LQ

<LQ

<LQ

587,85 + 73,66

<LQ

ND

<LQ

292,51 + 36,65

<LQ

ND

ND

ND

ND

ND

ND

<LQ

<LQ

ND

<LQ

ND

ND

<LQ

<LQ

ND

ND

ND

<LQ

ND

ND

ND

ND

ND
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43

44

45

46

47

48

49

50

<LQ

<LQ

<LQ

<LQ

309,56 + 38,79

1027,22 £ 128,71

<LQ

<LQ

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND: nado detectado.

<LQ: abaixo do limite de quantificacdo do método.
Limite de quantificagdo para fumonisina B1: 160 pg/kg.
Limite de deteccéo para fumonisina B1: 9,65 pg/kg.
Limite de quantificacé@o para zearalenona: 55,99 pg/kg.
Limite de deteccéo para zearalenona: 5,23 pg/kg.
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6. CONCLUSOES

Foi desenvolvido um método rapido de extracdo em Unica etapa para a analise
simultdnea das micotoxinas, AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, FB1 e ZEA, em fub4,
utiizando o acoplamento de cromatografo liquido de ultra performance com
espectrometro de massas com analisador tipo triplo quadrupolo e fonte de ionizac&o
electrospray.

O método foi validado em trés condices de extracdo distintas. Foram utilizadas
diferentes composicoes e propor¢cdes de reagentes organicos nas solucdes extratoras,
acetonitrila:dgua (80:20), acetonitrila:metanol:agua (60:20:20) e
metanol:acetonitrila:agua (60:20:20), sendo que ultima condicdo foi a que forneceu

melhores resultados, sendo adotada para uso.

A seletividade do método foi confirmada, pela analise de solu¢des de padrdes e
amostras brancas, ndo sendo verificada a presenca de interferéncias de matriz ou
espectrais, tais como sinais, picos, vestigios idnicos, na regido em que se previa a

eluicdo dos mensurandos pesquisados.

O método apresentou linearidade nas faixas de 0,25 a 1,50 ng/mL para AFB1,
AFB2, AFG1 e AFG2, de 20,00 a 120,00 ng/mL para FB1 e de 7,00 a 42,00 para ZEA,
com comprovacdo de todas as premissas da regressdo linear simples. Foram

evidenciados efeitos de matriz para todos os grupos de micotoxinas estudados.

Recuperacbes médias de 85,85 a 97,66 %; de 75,16 a 85,44 %; e de 94,12 a
98,43 % foram obtidas para aflatoxinas, FB1 e ZEA, respectivamente, em ensaios com
amostras adicionadas, em trés niveis de concentracdo, nas respectivas faixas lineares
do método. Foi analisado um MRC de milho contendo FB1, sendo obtido indice z-

escore satisfatorio, indicando veracidade.

No ensaio de precisao, os desvios padrao relativos obtidos, sob condi¢cbes de
repetibilidade, variaram de 3,14 a 13,55 % para aflatoxinas, de 2,12 a 3,70 % para FB1

e de 2,47 a 3,54 % para ZEA. Os desvios sob condi¢cdes de precisdo intermediéria
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variaram entre 4,70 e 13,55 %, entre 2,60 e 6,26 %, e entre 3,54 e 3,98 % para

aflatoxinas, FB1 e ZEA, respectivamente.

O método foi aplicado a um estudo de ocorréncia em 50 amostras de fuba
provenientes de 19 municipios, cobrindo 8 das 12 mesorregides do estado de Minas
Gerais. A FB1 foi quantificada em 44% das amostras, enquanto que ZEA foi detectada
em 18 %.

Todas as amostras foram consideradas conformes segundo os limites da
legislacdo brasileira em vigor. Pela legislacdo europeia, duas amostras poderiam ser

consideradas inadequadas ao consumo.

A metodologia validada mostrou adequagdo ao proposito de analises
multigrupos de micotoxinas em fuba, com finalidade de monitoramento fiscal no
controle de qualidade de alimentos para promocdo da saude publica, associada a

reducdo no consumo de tempo, materiais, solventes e geracao de residuos.
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