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RESUMO

Este trabalho descreve o desenvolvimento e a dlddale um método para
determinagdo das fumonisinas B1 e B2 em milho. @cqaimento de extracdo e
purificagdo otimizado empregou a dispersao da matri fase sélida. O procedimento
otimizado consistiu em dispersar a amostra moiddlida gel; montar um cartucho tipo
seringa com o material disperso; eluir com solueagpdo formiato de aménio (pH 9):
THF (70:30 v/v); diluir com solug¢do acetonitrilagua ultrapura (1:1 v/v); centrifugar;

filtrar o extrato.

O meétodo validado empregou a técnica HPLC-MS/MSa paeparacao,
identificacdo e quantificacdo das fumonisinas BA2¢ avaliando-se uma transicdo de

massas para quantificacédo e duas para confirmpeiomodo de MRM.

Os parametros de validagcdo avaliados apresentarans llesempenhos:
linearidade (R > 0,999), repetitividade (RSR 22%), precisido intermediaria (RSD
18%), porcentagem de recuperacédo (87-101%) e Snuee deteccdo e quantificacdo
inferiores ao limite maximo de fumonisinas perndtigela legislacdo. A incerteza de
medicdo também foi estimada, considerando as fauesdas da curva analitica e de

cada etapa do preparo de amostra.

Palavras-Chave: Fumonisinas; Milho e derivadosp&isio da matriz em fase soélida;
HPLC-MS/MS; Validacao.
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ABSTRACT

Development and Validation of a Method for Fumonisas B1 and B2
Determination in Corn and Sub Products applying Matix Solid Phase Dispersion
and HPLC-MS/MS

This work describes the development and validatdna method for the
determination of fumonisins B1 and B2 in maize. ©pémization of the extraction and
purification procedures was executed using matokdsphase dispersion. The final
procedure was to disperse the ground sample Vith giel; build a syringe type cartridge
with the dispersed material; elute with ammoniummiate buffer (pH 9):THF (70:30
v/v); dilute with acetonitrile: ultrapure water (1v/v); centrifuge; filter the extract.

The validated method employed HPLC-MS/MS technidoe separation,
identification and quantification of the fumoni®d and B2, evaluating one transition of
mass for quantification and two for confirmationngsthe MRM mode.

The evaluated validation parameters showed goddmpeainces: linearity (R>
0.999), repeatability (RSR 22%), intermediate precision (RSD 18%), percentage of
recovery (87-101%) and detection and quantificationts lower than the maximum
residue limit of fumonisin allowed by legislatioRhe uncertainty assessment was also
estimated, considering the analytical curve andstmple preparation procedures as the

main sources.

Keywords: Fumonisin; Maize and derivatives; Masolid phase dispersion;
HPLC-MS/MS; Validation.
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1 INTRODUCAO

1.1 O milho: importancia econémica e nutricional

Em 2013 o Brasil chegou a posicdo de terceiro maiodutor e exportador
mundial de milho com a marca de 81,5 milhdes deeltmlas colhidas em
aproximadamente 15,83 milhdes de hectares plant@asVAO et al., 2014). Esse
alimento tem uma enorme importancia econémica deaalseu alto valor nutricional.
Além disso, devido ao baixo custo, o milho paraaife uma ampla cadeia agroindustrial
de producéo e processamento de alimentos e radiesld 1) (GALVAO et al., 2014).

O milho, juntamente com a soja, representa hojeacde 80% da producéo
brasileira de graos. Sendo a producdo de milhanaelst principalmente ao mercado
interno a fim de atender varios segmentos de mereaddeias produtivas (GALVAO et
al., 2014).

Tabela 1. Consumo de milho no Brasil por diversgagrentos de mercado

Segmento Consumo (x 1000 toneladas)
Avicultura 22.994
Suinocultura 13.169
Pecuaria 2.414
Outros Animais 1.096
Consumo Industrial 4.812
Consumo Humano 756
Perdas/Sementes 453
Exportacéo 6.830

Outros -

Total 52.523




Segundo dados de 2010/2011 a exportacdo de millBya$il representou 12%
do comércio mundial desse cereal, o0 que mostrarokmte a importancia desse grao
também no comércio internacional brasileiro (DUAR&tEl., 2016). Por esse mesmo
motivo, o controle da qualidade do produto expartadna-se prioritario para atender as
exigéncias dos mercados importadores do milho lbnasi Os principais paises
importadores sdo Ird, Malasia, Colémbia, Taiwanabda Saudita, Coréia do Sul,
Marrocos e Espanha, que em 2009 representavans jonais de 80% das exportacdes de
milho do Brasil (OLIVEIRA et al., 2010).

Um dos grandes desafios na conservacao do millhdootontinua sendo evitar
a sua contaminacao durante a cadeia produtivacegsamento dos gréaos e dos produtos
derivados (COSTA et al., 2010). Em condi¢des inapadas de umidade, temperatura e
higiene, a proliferacdo de fungos e bactérias atzaem prejuizos econémicos relevantes
e um risco a saude humana e de animais de criagdig consumir 0s graos ou produtos
originarios desse cereal (LIMA JUNIOR et al., 2012)

1.2 O impacto da contaminacao dos graos por micotoxiaasyricultura e na saude

vegetal, animal e humana

A contaminacao do milho por fungos produtores dmtokinas € um dos grandes
problemas da cadeia produtiva do milho. Esse pnudleode ocorrer na propria lavoura
e agravar durante a colheita, transporte, secalgengficiamento e armazenamento do
milho e dos produtos derivados. As consequénciasesfucdo da qualidade nutritiva,
interferéncia na classificacdo comercial, reduc@o qiialidade sanitéria, fisica e
nutricional dos gréos e seus derivados (Bentg @04PR). A contaminacao dos graos por
fungos geralmente causa o aparecimento de bolonaja, descoloracéo, presenca de
odor desagradavel, perda de matéria seca, aqueoimerudancas quimicas e
nutricionais, além da producao de compostos toxaomicotoxinas. Mais de quinhentas

micotoxinas importantes para a agricultura ja foraemtificadas (BENTO et al, 2012).

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios proadszmbr fungos e representam
um grupo muito amplo de substancias provenientemuatmeras espécies de fungos
micotoxicogénicos. Essas toxinas com grande duoads estrutural resultam em uma

grande variedade de substancias com propriedades-fjuimicas e toxicologicas bem
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diferenciadas. Dentre os varios tipos de micotaxie@onhecidas, apenas algumas tem
de fato um impacto significativo a salde animakgetal e estas devem ser avaliadas
com critérios mais rigorosos. Essas substanci@® etetamente associadas a efeitos
carcinogénicos, teratogénicos, nefrotoxicos e pedpdes hepatotoxicas. Além dos
efeitos toxicos na saude animal e vegetal, as migws podem causar perda econdmica
significativa devido a contaminacao de diversabaitds em todo o mundo (AZAIEZ et
al., 2014).

Um exame detalhado da ocorréncia de micotoxinasnaondo realizado pela
empresa BIOMIN com mais de 6 mil amostras de origecuaria, totalizando 26 mil
analises em 64 paises distintos, mostrou um parmotetico em relacdo a ocorréncia das

principais micotoxinas no mundo (BIOMIN, 2014). Ag&ra 1 ilustra os resultados dessa

pesquisa:
B{afla 16% Afla 1% S0%
E’ ZEN 30% E|ZEN  33% 21%
I-{DON 58% DON  69% oat
'E T-2 14% - g T-2 22% 72%
F{FUM  52% HAfla 1% fdFUM  24% | 3%
oA 2% L. ZEN 61% Elota 8%

50%

[(qr-2  42% .
FHrum 42% 15%
62%
79%
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FUM 32%
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Micotoxinas exibidas: aflatoxinas (Afla). zearalenona (ZEN). desoxinivalenol (DON). tricoteceno (T-2). fumonisinas (FUM) e ocratoxina A (OTA)

Figura 1. Panorama geral da ocorréncia de micoagximo mundo expressa em porcentagem de amostras
contaminadas do total de amostras analisadas (FOBITEVIN, 2014).

De acordo com essa pesquisa, a América do Noristn@ga maior média de
contaminagao por zearalenona e fumonisinas, a® pggsas fumonisinas continuam a
ser a principal ameaga na América do Sul, com aun&g&do de mais de dois tercos das
amostras analisadas (BIOMIN, 2014). O resultadosalegesquisa evidenciou a



importancia do monitoramento continuo dessas migmas no mundo para que medidas
de prevencgao e controle sejam devidamente tomblagprograma de monitoramento
de risco é essencial para a protecdo da sanidadelanvegetal dos impactos causados
pelas micotoxinas (BIOMIN, 2014).

1.3 As fumonisinas: importancia toxicologica e cardstaras fisico-quimicas

Um grupo de micotoxinas com toxicidade expressivgrande relevancia de
estudos € o das fumonisinas, que sdo metabdlitmbupdos por fungos do género
Fusarium reportadas pela primeira vez na Africa do Sull&®8 (ZHANG et al., 2013).

A contaminacdo pelo géner&usarium ocorre frequentemente no periodo de
amadurecimento do grdo, sendo favorecida por teaatyare umidade elevadas (BENTO
et al, 2012)As fumonisinas podem contaminar uma ampla gamaatkifos agricolas e

commodities alimenticias, causando um crescimeataimero de apoptose celular e

cancer de esb6fago induzido em animais e até ers keneanos (ZHANG et al., 2013).

A incidéncia de cancer de esdfago em seres hurmalaasonados a presenca de
fumonisinas em alimentos foi relatada pela primgga em Transkei, uma regido da
Africa. A mesma relagéo também foi reportada nan&Hra, norte da Argentina e sul do
Brasil. Em animais, as fumonisinas estdo assocetiagoencefalomalacia em equinos,
edema pulmonar em suinos, nefrotoxicidade e cadeefigado em ratos, efeitos
aterogénicos e arteosclerosis em macacos, hiparfpafmonar meédia das artérias de
suinos, imunossupressao em aves de capoeira entmrhgia cerebral em coelhos
(RUBERT et al., 2013).

Vérias fumonisinas (Tabela 2) ja foram identificgdaendo quatro do tipo B
(FB1, FB2, FB3 e FB4) com um grupo amino livrestd® tipo A (FAL1, FA2 e FA3) na
forma de amida, quatro do grupo C (FC1, FC2, FE&4) que ndo possuem 0 grupo
metil terminal e trés do grupo P (FP1, FP2 e FBBANG et al., 2013).



Tabela 2. Nomenclatura e estrutura quimica das fiisimas

Fumonisina R R Ro Rs Ra
FB1 ATC OH OH NH CHs
FB2 ATC H OH NH: CHs
FB3 ATC OH H NHz CHs
FB4 ATC H H NH2 CHs
FAl ATC OH OH NHCOCH CHs
FA2 ATC H OH NHCOCH CHs
FC1 ATC OH OH H H
FC4 ATC H H H H
FP1 3HP OH OH 3HP CH
FP2 3HP H OH 3HP CH
FP3 3HP OH H 3HP CH

™~ X
OH 0] = l‘\Ll
o) OH ™~
Acido tricarboxilico (ATC) 3-Hidroxipiridinio (3HP)

Dentre todas as fumonisinas identificadas, a FBIFB2 sdo as mais potentes
causadoras de cancer de esd6fago em seres humadk\(A et al., 2013), sendo a FB1
classificada no grupo 2B, de acordo com a Agémtexracional de Pesquisa de Cancer.

Além disso, o aumento na incidéncia de defeitosudes neurais, na fronteira entre o



estado do Texas e o México, foi correlacionaddaacdorréncia de FB1 em milho e seus
derivados (BORDIN et al., 2014).

As FB1 e FB2 puras sdo solidos brancos higroscéMASKIEWICZ et al.,
2012). As fumonisinas sdo compostos quirais conovdaentros esterogénicos na sua
estrutura. A estereoquimica das FB1 e FB2 ja fataicidadas (EDWARDS et al., 1999;
HARMANGE et al., 1994; BOYLE &KISHI, 1995; POOH at., 1994; BLACKWELL
et al., 1995) ao passo que para as FB3 e FB4 @mtésconhecida (BOLGER et al.,
2001).

Dependendo da composi¢céo do meio ou da tempeegduanonisinas podem ser
degradadas. As solu¢des preparadas em acetordigiila:(1:1, v/v) sdo estaveis a 25 °C,
ao passo que as solucdes em metanol, nesta masperaéura, sao instaveis uma vez
que sao formados mono ou dimetil ésteres (GELDERBIlgDal., 1992; VISCONTI et
al., 1994). Porém, a -18 °C as solu¢des metan@daasstaveis (VISCONTI et al., 1994).
As fumonisinas puras sao estaveis a 75 °C por l&tas e a 125 °C por 5 minutos
(DUPUY et al., 1993). Em solu¢des com pH entreed90, as fumonisinas sao estaveis
até 78°C (HOWARD et al., 1998).

Algumas propriedades fisico-quimicas das FB1 e é820 resumidas na Tabela



Tabela 3 Algumas propriedades fisico-quimicas das FB1 e FB2

Propriedade fisico-quimica FB1 FB2
Formula molecular &Hs0NOs5 Cz4H59NO14
Massa molecular (g md) 721,84 705,84
pKaz 3,49; pkaz2: 4,56;
pKa -
pKaz 5,83; pkas 9,25
Densidade (g cm) 1,30 -
indice de refracdo (n20D) 1,53 -

Coeficiente de particdo
-0,67 0,72
octanol/agua (log P)

3 SolGveis em agua (25 mg M), metanol (10 mg nib),
Solubilidade

acetonitrila e dimetilsulfoxido (10 mmoli)

1.4 Limites maximos permitidos para as fumonisinas émestos

Devido a toxicidade e ocorréncia das fumonisinasdamrsos alimentos, as
autoridades reguladoras de diversos paises estipulaiveis maximos de fumonisinas
em diferentes matrizes alimentares, com base nsuocwm diario dessas toxinas. Os
principais orgaos regulamentadores no Brasil e nodm sdo a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2011c), a Gossado da Comunidade Europeia
(CCE) (CE, 2006b) e a Food and Drug Administrabbtunited States (FDA, 2001). A

Tabela 4 apresenta os limites maximos estipuladoegies 6rgaos.



Tabela 4. Limites maximos estabelecidos pela ANVIGEAE e FDA para as

fumonisinas em milho e derivados

CCE
. Limite Maximo para FB+ FB
Matriz
(hg kg")
Milho néo transformado 2000
Farinha de milho, sémola de milho, gérmen de 1000

milho e 6leo de milho refinado

Alimentos transformados a base de milho e
alimentos para bebés destinados a lactentes e 200
criangas jovens

Alimentos a base de milho para consumo humano
direto, com excecdo dos alimentos referidos 400
anteriormente

FDA

Limite Maximo para FB+ FB, +

Matriz FBs (g kgY)
Produtos a base de milho ndo-germinado seco e
p 2000
moido
Produtos a base de milho parcialmente
; ~ . . 4000
germinado ou ndo germinado seco e moido
Farelo de milho seco moido 4000
Milho limpo direcionado a producdo em massa 4000
Milho limpo para producao de pipoca 3000
ANVISA
. Limite Maximo para FB+ FB
Matriz
(ug kgh
Milho de pipoca 2000
Alimentos a base de milho para alimentacéo
infantil (lactentes e criangas de primeira 200
infancia)
Milho em gréo para posterior processamento 5000
Farinha de milho, creme de milho, fuba, flocos, 1500
canjica, canjiquinha
Amido de milho e outros produtos a base de 1000

milho




1.5 O milho: caracteristicas anatdbmicas e composicao

O gréo de milho tem peso entre 250 a 300 mg ergeraé apresenta coloracao
amarela ou branca (GERALDI et al., 2012).

A classificacao dos gréaos é baseada na formaamenho, que séao definidos pela

estrutura do endosperma e do tamanho do gérmenJPZID6).

Com base nessas partes anatdbmicas os milhos séicélos em dentado, duro
(ou “flint™), farinaceo, pipoca e doce, sendo oaarprincipal classe produzida no Brasil
(PAES, 2006).

1-2"10

Pipoca Dentado Farindceo

I Endospermavitreo [ | Endosperma farindcec = Gémen

Figura 2. Classificacdo dos tipos de milho e as salativas propor¢des anatdmicas (FONTE: PAES,
2006).

A estrutura e a composicéo do grao de milho sa@as (Figura 3 e Tabela 6)
e a distribuicdo das diversas substancias que megs® grao ndo € homogénea em todas
as suas diferentes partes anatomicas (Tabelacgmposicdo do milho depende do tipo
de milho cultivado e também da forma como ele égssado e comercializado (Tabela
6) (BRASIL, 2011b).



Casca

Endosperma

Farinaceo

Vitreo

Testa

Células do endosperma Ceélulas tubulares
Células cruzadas pericarpo

Camada de

Mesocarpo
aleurona

Epiderme

Gérmen
Plamula
Escutelo

Radicula

Figura 3. Anatomia do grédo de milho e suas prinsipartes e estruturas (FONTE: PAES, 2006).

Tabela 5Distribuicdo percentual dos compostos principasdierentes partes

anatdmicas do grao de milho

Fracéo Amido  Lipideos Proteinas Minerais Acucares ibraB

% da parte (base seca)

Endosperma 98,0 154 74,0 17,9 28,9 -
Gérmen 1,3 82,6 26,0 78,4 69,3 12,0
Pericarpo 0,6 1,3 2,6 2,9 1,2 54,0
Ponta 0,1 0,8 0,9 1,0 0,8 7,0

FONTE: PAES, 2006.
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Tabela 6 Composicéo de alimentos por 100 gramas de pamestivel: centesimal e

minerais

Descri¢ao do alimento

_ _ _ Milho, verde,
Componente  Milho, amido, ) Milho, verde,
Milho, fuba, cru enlatado,
cru cru
drenado
Umidade* 12,2 11,5 63,5 76,2
Proteinas* 0,6 7,2 6,6 3,2
Lipideos* Tr 1,9 0,6 2,4
Carboidratos* 87,1 78,9 28,6 17,1
Fibra
_ 0,7 4.7 3,9 4.6
alimentar*
Cinzas* 0,1 0,6 0,7 1,1
Célcio** 1,0 3,0 2,0 2,0
Magnésio** 3,0 41 33,0 20,0
Manganés** 0,02 0,34 0,12 0,09
Fosforo** 13,0 108,00 113,00 61,0
Ferro** 0,1 0,9 0,4 0,60
Sodio** 8,0 Tr 1,0 260,0
Potassio** 9,0 168,00 185,0 162,0
Cobre** 0,02 0,08 0,05 0,05
Zinco** 0,1 1,1 0,5 0,5

*g/100 gramas de parte comestivel do alimento; ¥ gramas de parte comestivel do alimento;
nivel de tracgo;
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A complexidade e a variedade na composic¢ao e natwwst morfoldgica do grao
de milho e seus derivados resultam em desafioftiana) tanto no preparo de amostra
quanto na técnica de quantificacdo, para a andéiseas matrizes. As fumonisinas se
concentram especialmente no germe e na casca ho, midlependendo se a moagem é
realizada a seco ou com o milho hidratado a cormgit dessas toxinas se altera
drasticamente (WHO/IARC, 2002). Alguns estudosdathm que algumas toxinas, em
especial as fumonisinas, podem ter suas conceafragdbestimadas devido a nédo
uniformidade da distribuicdo no grédo de milho. @mponentes enddgenos do milho
podem interagir com essas micotoxinas via estrsits@pramoleculares. Parte das
micotoxinas também pode estar quimicamente ligadanaido e outros componentes
enddgenos. Assim, as fumonisinas presentes no m@ithwonas vezes sao classificadas
em duas espécies distintas: as chamadas livregpagstarem quimicamente ligadas ou
nao formarem estruturas supramoleculares e sem@hméate removida do alimento, e
as chamadas ligadas ou hidrolisadas por serenmadiasrsomente em condi¢cbes de
hidrélise alcalina para a quebra das ligagfes ést@as estruturas supramoleculares
(GIROLAMO et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2015; BRW et al., 2015).

1.6 Métodos de preparo de amostras para extracdofecagdio de fumonisinas em
alimentos

Como descrito anteriormente, a composicao e atestranatomica dos diferentes
graos de milho sdo bastante complexas e diverd#g;ae esses fatores fazem com que o
preparo dessas amostras, em especial a extrac&ormpsstos de interesse e a remocao
de interferentes, seja uma tarefa ardua. Por & tta uma estrutura soélida/semissélida
e com teor de umidade bastante variado, geralméntealizada uma etapa prévia de
homogeneizacdo e quebra das estruturas do tecidoddo Nessa etapa as técnicas de
moagem associadas as técnicas exaustivas de retbmm Soxhlet, ou ainda as técnicas
energéticas como micro-ondas, extracdo com ligprdssurizado (PLE) ou ultrassom
sdo amplamente utilizadas para liberar as substdei interesse das estruturas internas
e, assim, os solventes extratores possam solubdizanalitos (CIGI & PROSEN,
2009).
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Nos primeiros métodos propostos como descrito ntigoarde revisao
(SHEPHARD, 1998), o preparo de amostras foi baseadextracdo solido-liquido com
uma mistura de 4gua e um solvente organico, enh, gegganol, acetonitrila ou ambos.
Seguida, geralmente por uma etapa de purificag@o cartuchos de extracdo em fase
sélida (SPE) contendo sorventes a base de sili8a i@ilinoafinidade, polimérico ou
ainda trocador anidnico (SAX). Alguns trabalhosat&in que os sorventes trocadores
aniénicos produziram extratos mais limpos e comltados mais reprodutiveis que os
sorventes a base de silica C18, embora a vazaorggja para esse tipo de material. Os
sorventes de imunoafinidade produzem extratos fi@slianpos, porém o alto custo, o
menor tempo de armazenamento e a desnaturacambantes organicos restringe sua
aplicacdo (SHEPHARD, 1998). Procedimentos de peedaramostra envolvendo as
etapas descritas anteriormente, aléem da extrag@addrliquido (LLE), tém sido
utilizados durante as duas ultimas décadas. Umee bdescricdo alguns trabalhos
envolvendo esses procedimentos de preparo de ambsapresentada na Tabela 7
(DAWLATANA et al., 1995; JIMENEZ & MATEO, 1997; SBENSEN & ELBZK,
2005; WANG et al., 2008; FRENICH et al., 2009; SA ¥t al., 2009; KHAYOON et
al., 2010; REN et al., 2011; SOLEIMANY et al., 20BELTRAN et al., 2013; ABIA
et al., 2013; ZHANG et al., 2013; WANG et al., 208ZEKERES et al., 2014; LIAO
et al., 2014; GARCIA-MORALEJA et al., 2015a; GARGMORALEJA et al., 2015b;
JUNG et al., 2015; EDIAGE et al., 2015; BRYLA et &015; BRYLA et al., 2016).

Contudo, nogiltimos anos, outros procedimentos de preparo ostaas tém
sido utilizados para a extragéo e purificagdo deptokinas, incluindo as fumonisinas.
Entre os quais, pode-se destacar: PDARCO et al., 2008)dispersdo da matriz em
fase solidaNISPD) (RUBERT et al., 2011; YE et al., 2018)jcroextracéo liquido-
liquido dispersiva (DLLME) ARROYO-MANZANARES et al., 2013a; ARROYO-
MANZANARES et al., 2013h)QUEChERSARROYO-MANZANARES et al., 2013a;
ARROYO-MANZANARES et al., 2013b; AZAIEZ et al., 281 ARROYO-
MANZANARES et al., 2014; PIZZUTTI et al., 2014; BGICHOVA et al., 2015;
NIELSEN et al., 2015; ARROYO-MANZANARES et al., 2B)] extracdo em fase solida
dispersiva (d-SPE)P(ZZUTTI et al., 2014; PETRARCA et al., 2014; GARGI
MORALEJA et al., 2015b; PETRARCA et al., 201®)extracdo em fase solida com
polimero molecularmente impresso (SPE-MIBLIVEIRA et al., 2015) Uma breve

descricdo desses métodos também é apresentadbeaia Ta
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Entre as técnicas para o preparo de amostras ataéas na Tabela 7 € a MSPD
apresenta interessantes caracteristicas vantajsshsmais e foi selecionada como para
ser utilizada no presente trabalho. Assim, umardg@gcmais detalhada dos principios

da MSPD sera apresentada a seguir.
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Tabela 7Resumo de alguns métodos cromatograficos repartaaltiteratura para analise de micotoxinas, indolias fumonisinas

Matriz Preparo de amostra Quantificagcéo Referéncia
Extracdo com metanol: agua; purificacdo com SPE- DAWLATANA
Arroz HPTLC-FDD
SAX etal., 1995
Extracdo com 15etanol: agua; purificacdo com HPLC-ED
coluna Amberlite XAD-2; derivatizagéo com 4-fluor- JIMENEZ &
Banana HPLC-UV-Vis
7- MATEO, 1997
nitrobenzofurazan GC-FID
Extracdo com metanol: agua; purificacdo com coluna
. . o o o DUNCAN et al.,
Milho de imunoafinidade; derivatizacdo com 2- HPLC-FD e fluorescéncia 1998
mercaptoetanol e o-ftaldialdeido
_ _ Extracdo com hexano: acetonitrila; purificagdo com SORENSEN &
Leite bovino ) HPLC-MS/MS
cartucho Oasis ELBZK, 2005
_ _ . . D'’ARCO et al.,
Alimento infantil a base de milho PLE com metaddl,’C HPLC-MS/MS 2008
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. Extracdo com acetonitrila: agua; purificagim WANG et al.,
Milho ' . HPLC-ELSD
resina amberlite 2008
Homogeneizagcédo com Ultraturrax; precipitacao de
) _ ) ] B o TARDIEU et al.,
Figado, rim e masculo de pato proteinas com acetonitrila: metanol: cloreto dagod HPLC-FD 2008
extracao; purificacdo com coluna de imonuafinidade
Milho, nozes, biscoitos e cereais . o ) FRENICH et al.,
o Extracdo com acetonitrila: agua em vortex UHPLC-MS/
matinais 2009
41 amostras de milho e a base d&xtragcdo com metanol: agua; purificacdo com coluna SILVA et al.,
. . o HPLC-FD; HPLC-MS/MS
milho de imunoafinidade 2009
Milho, arroz, alimentos Extracdo com acetonitrila: &gua; purificagiom KHAYOON et
HPLC-FD; HPLC-MS/MS
processados e racao SPE-C18 al., 2010
Farinha de trigo, farinha de
milho, farinha de arroz, farinha de
_ _ _ RUBERT et al.,
soja, farinha de aveia e MSPD com C18 HPLC-MS/MS 2011

preparacdes para bolos, péo e

pizza
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Milho

Extracdo com acetonitrila: agua em ultrassom;

purificacédo por SPE

UHPLC-MS/MS

REN et al., 2011

Arroz, aveia, cevada, milho e

Extragdo com acetonitrila: agua: &cido acético;

UPLC-MS/MS

SOLEIMANY et

trigo diluicdo 1:1 do extrato al., 2012
_ _ _ _ RUBERT et al.,
Alimento infantil MSPD com silica C18 HPLC-MS/MS TRAP)
2012a
, N RUBERT et al.,
Chufa (tigernuts) MSPD com silica C18 HPLC-MS/MSTRAP)
2012b
RUBERT et al.,
Cevada QUEChERS, MSPD, SLE e SPE UHPLC - Orljith\aB
2012c
Cereais (arroz, milho, ceveda,
trigo e sorgo) e produtos a base » SERRANO et
_ MSPD com silica C18 HPLC-MS/MS
de cereais (lanches, massas, al., 2012
farinhas, sopas e biscoitos)
Milho MSPD com silica C18 HPLC-DAD YE et al., 2013
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Pao de trigo, péao fatiado, péo

cereais, massas, arroz, frutas

secas, biscoitos, assados

processados, cereais matinais, EXtracdo com acetonitrila: agua com 0,1% v/v de

azeitonas, picles, macé, péra, acido formico BELTRAN et
UHPLC-MS/MS

ovos, leite, iogurte, produtos de parg azeite de oliva e dleo de girassol, LLE com al., 2013

soja, queijo, uvas, vinho, cervejanexano seguida de LLE com acetonitrila
suco de laranja, abacaxi, uva e

péssego, azeite de oliva e 6leo de

girassol

Milho, produtos & base de milho,
nozes, produtos a base de nozesl.LE ou SPE HPLC-MS/MS

soja e cerveja

ABIA et al.,
2013

. . R . o e n o . HPLC-MS/MS utilizando ZHANG et al.,
Leite e alimentos a base de leite Diluicdo; camg@aicéo; filtracao

diluicdo isotopica 2013
QUEChERS ARROYO-
Silybummarianum UHPLC-MS/MS MANZANARES
DLLME
et al., 2013a
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. Extracdo com acetonitrila: agua; purificacdo com WANG et al.,
Milho HPLC-MS/MS
cartucho OASIS HLB 2013
QUEChERS ARROYO-
Nozes e sementes UHPLC-MS/MS MANZANARES
DLLME
et al., 2013b
. BLESA et Al,
Trigo em graos MSPD HPLC-MS/MS
2014
AZAIEZ et al.,
Frutas secas QUEChERS HPLC-MS/MS
2014
_ Extragdo com acetonitrila: agua; purificacdo SPE- SZEKERES et
Milho HPLC-CAD
SAX al., 2014
. . ARROYO-
Trigo sarraceno, quinoa e
QUEChERS UHPLC-MS/MS MANZANARES
amaranto
et al., 2014
_ QUEChERS PIZZUTTl et al.,
Vinho UPLC-MS/MS
d-SPE 2014
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Arroz, trigo, milho, amendoim,

. R . Moagem com gelo seco seguido de extracdo com . LIAO et al.,
pistache, améndoa e manteiga de o UHPLC-Q/orbitrap
) acetonitrila: &gua em shaker 2014
amendoim
Extracdo com acetonitrila: agua: acido aceético;
particdo liquido-liquido com adicdo de sulfato de PETRARCA et
Arroz o ) o L HPLC-FD
sodio anidro e cloreto de sodio; purificacdo por d- al., 2014
SPE com terra de diatoméceas
BOLECHOVA
Cevada e malte QUEChERS UHPLC-MS/MS
et al., 2015

Café verde, torrado e instantaneo  QUEChERS; pac#iic com cartucho Oasis Max

UHPLC-MS/MS

diluicdo isotopica

usando NIELSEN et al.,
2015

QUEChERS
Xarope de arroz, trigo e cevada

UHPLC-MS/MS

ARROQOYO-
MANZANARES
et al., 2015

Café Extracdo com acetonitrila: agua em Ultraturrax;
afé
purificacdo com cartucho SPE-C18

HPLC-MS/MS

GARCIA-
MORALEJA et
al., 2015b
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Homogeneizacdo com Ultraturrax; LLE com acetato

GARCIA-

Bebidas de café o o HPLC-MS/MS MORALEJA et
de etila:acido formico
al., 2015a
Extracdo com tampéao fosfato; seguida de extracédo do
. ] L JUNG et al.,
Sunsik residuo com metanol; purificacdo com colunade HPLC-MS/MS 2015
imunoafinidade
Extracdo com metanol: acetato de etila: 4gua; EDIAGE et al.,
Sorgo o UHPLC-MS/MS
purificacédo por SPE 2015
_ Extracdo com metanol: acetonitrila: agua; OLIVEIRA et
Milho N HPLC-MS/MS
purificagdocom SPE-MIP al., 2015
' ] Extracdo com metanol: acetonitrila: agua; BRYLA et al.,
Milho seco moido N o HPLC-MS/MS
purificacdo com cartucho de SPE polimérico 2015
Cereal, concentrado de amido, L
_ Extracdo com metanol: acetonitrila: agua; BRYLA et al.,
macarrao, farinha, flocos de o o HPLC-MS/MS
purificagcdo com cartucho de SPE polimérico 2016

milho e lanches a base de milho
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Extracdo com acetonitrila: agua: acido aceético;
particdo liquido-liquido com adicdo de sulfato de

Arroz o ) o L HPLC-FD
sodio anidro e cloreto de sodio; purificacdo por d-

SPE com terra de diatomaceas

PETRARCA et

al., 2016

HPTLC-FDD: Cromatografia em camada fina de alto desempenieogi® por densitometria fluorescente;

HPLC-FD: Cromatografia liquida de alta efici€éncia com defiecde fluorescéncia;

HPLC-UV-Vis: Cromatografia liquida de alta eficiéncia com dediecge absorcdo na regido do ultravioleta-visivel;
HPLC-MS/MS:Cromatografia liquida de alta eficiéncia acopladereespectrometro de massas triplo quadrupolo;
HPLC-ELSD:Cromatografia liquida de alto desempenho com da&tede dispersao de luz evaporativa;

UHPLC-MS/MS: Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acopladam espectrémetro de massas triplo quadrupolo;

HPLC-CAD: Cromatografia liquida de alta eficiéncia com ditede aerossol carregado;

UHPLC-Q/ orbitrapCromatografia liquida de ultra eficiéncia acopladam espectrémetro com analisador sequencial (gpald/orbitrap);
HPLC-DAD: Cromatografia liquida de alta eficiéncia com dietede arranjo de diodos.
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1.6.1 Dispersao da matriz em fase solida

A MSPD foi introduzida em 1989 por Baker, com oebbbp de extrair analitos de
amostras solidas e semissolidas (BARKER et al.9198esde entédo, tem sido utilizada como
meétodo de extrac@purificacdo de contaminantes em diversas matizeiimentos (BARKER,
2000; BARKER, 2007; BOGIALLI & DI CORCIA, 2007; RUBRT et al., 2011; YE et al., 2013),
demostrando a ampla aplicacdo dessa técnica pasalamento de uma ampla gama de
medicamentos, pesticidas, contaminantes naturaigtres compostos advindos de amostras

vegetais e de origem animal.

A MSPD é uma técnica de preparo de amostras baseadiistribuicdo e sorcao
diferencial dos analitos e interferentes em um &gdispersante e por isso compartilha alguns
principios com a SPE e a LLE. Os principios fundataie das trés técnicas estdo baseados na
reacao de distribuicdo reversivel entre duas famexiveis (Equacdo 1), segundo a lei de
distribuicdo de Nernst (Equacao 2) (BORGES efAlls):

Cmatriz —_— Qispersante (1)
C.
K — [ dlspersam] (2)
[Cmatriz]

Uma das principais vantagens da MSPD em relac&e@sais técnicas de preparo de
amostras deve-se ao fato da extracao e purificdgdi@nalitos serem realizadas idealmente em
uma unica etapa (BARKER, 2000; BARKER, 2007; BORGESI., 2015). De forma geral, a

extracdo MSPD em sua forma mais simplificada éz@dh em duas etapas principais (Figura 4):

Etapa da disperséo: é realizada através da mestuitaracdo da matriz em um sorvente
sélido adequado. Nesta etapa o0 agente dispersamfgeras particulas e/ou tecidos da matriz
liberando os analitos para a etapa subsequente enesmo tempo, promove a SOr¢ao
seletivamente dos interferentes da matriz. ApOsspedsdo da matriz a mistura (matriz com

dispersante) é introduzida em uma coluna de extréggi cartucho de SPE).

Etapa de extracdo e coleta dos analitos: é realatadvées da eluicdo do cartucho com um
solvente adequado. Nesta etapa busca-se por raeaubilidacdo de solvente ou misturas de

solventes adequados a remocdao seletiva dos arddioseresse da matriz que sdo coletados em
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um tubo para posterior analise, ao passo que eddrgntes permanecem retidos no material

dispersante.
Homogeneizagao

Amostra
—_—p —_—p Transferéncia
do material
Suporte

dispersante

Coluna MSPD Eluente Pressao
eluicao
e )
e -
‘ = Analise
s ' instrumental

<] Amostra dispersa FRTRad Extracdo e =]
—oi pelo suporte [~ clean-up ]

0 I

6}

Eluato Redugéo
— de volume

Figura 4. Representacéo esquematica do procedidertSPD (FONTE: BORGES et al., 2015).

Outra grande vantagem da técnica de MSigDetela pode ser empregada para amostras
liquidas, semissélidas e solidas, ndo sendo nece$stnar a amostra uma solucdo antes do
procedimento de preparo (BARKER, 2000; BARKER, 200Na primeira etapa da MSPD
ocorre a ruptura das estruturas celulares e dasiaegdes supramoleculares pela combinagao
de trituracdo mecéanica e interagbes quimicas darfécip do dispersante sobre a matriz.
Dependendo da matriz e das caracteristicas doialatmpersante empregado interagcdes como
dipolo, dipolo-dipolo, van der Waals, hidrofobicasulémbicas e de ligacbes de hidrogénio
estardo contribuindo tanto para a dispersdao coma @asorcao dos analitos e interferentes
(BARKER, 2000; BARKER, 2007).

Os principais fatores que afetam o desempenho d2OMSque devem ser otimizados no

desenvolvimento do método s&o: caracteristicas dterial dispersante, como polaridade
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granulometria e quantidade; natureza e quantidadendstra; composicao, volume e ordem dos
solventes extratores (BARKER, 2007).

1.6.2 Meétodos de extracao assistidos por campo elétrico

Uma &rea de desenvolvimento mais recente no avisggcnicas de preparo de amostras
€ aguela em que diferentes principios fisico-quimisdo combinados para alterar, ampliar,
modular as técnicas originais, visando contornéimatacdes e aumentar a eficiéncia de extracdo
e purificacdo (MORALES-CID et al., 2010; MAJORS 120 YAMINIA Et al., 2014).

O uso de campos elétricos em técnicas de prepasmndstras € uma abordagem que
atende a combinagdo de principios fisico-quimictesve suas primeiras citagfes na literatura
mundial nos ultimos dez anos. Apesar de ser umedagem recente, ja foi descrito que os
componentes eletroforéticos de movimento (fluxdretessmotico e a migracao eletroforética)
provenientes da aplicacdo de campos elétricosagdares de conferir tanto seletividade quanto
maiores taxas de transferéncia de massa do queasspos baseados somente em convecgéao e
difusdo (MORALES-CID et al., 2010).

O uso de campos elétricos aplicados a SPE em haguipo seringa foi proposto com
sucesso por Orlando et al. O objetivo da associde@@ampos elétricos com a SPE foi explorar
os diferentes efeitos eletroforéticos (fluxo elesmotico e migracdo eletroforética) dos
compostos carregados e néo carregados, para promelminacao de interferentes e/ou elevar
a recuperacao dos analitos de interesse (ORLAND@I.e2014; ORLANDO et al., 2015;
CAMPOS et al., 2015).

Outra proposta recente foi a associacao da apticdg@ampos elétricosMSPD para a
extracdo de antimicrobianos em solo. Com essa abend foi possivel obter maiores
recuperagfes com um menor consumo de solvente,oempactacdo com 0s procedimentos
convencionais (PERUCHI, 2015). A Figura 5 (adaptidlRERUCHI, 2015) mostra um esquema
de extracdo por MSPD assistida por campo elétiotlar ao procedimento que foi avaliado no

presente trabalho.

Outras técnicas também tém sido associadas agimida campos elétricos, como a LLE,
extracdo em membrana, microextracdo em fase séhdi®, outras, todas apresentando vantagens

interessantes quando comparadas as técnicas canasdCAMPOS et al., 2015).
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/ \ Soluc3o extratora

Eletrodo superior «— L@
Filtro de PTFE A
Amostra dispersa < Fonte de Multimetro para
no sortente y aletmfm:eseu monitoramento da
y 1 para aphicacdo oTERE
L3 de vidro «— / E.I de:potencial
Filtro de PTFE o | / o
Eletrodo inferior «— | / A
wmexﬁn elétrica < ‘ ’
>
—3 Exirato

Figura 5. Esquema de extragdo por MSPD assistidegmopo elétrico (Adaptada de PERUCHI, 2015).

1.7 Teécnicas analiticas empregadas na determinacaommisinas

Devido a grande diversidade quimica das micotoxihasn como a ocorréncia, muitas
vezes simultanea, em diversas matrizes, tornaesss&io o desenvolvimento de métodos multi-
analitos suficientemente sensiveis para a deta@gimicotoxinas em limites abaixo dos valores
estabelecidos pela legislacdo. Normalmente, osdugtbe separacdo atendem a esses requisitos,
mas exigem procedimentos de extracdo e purificdagmostra (CIGl & PROSEN, 2009). A
cromatografia liquida com diferentes detectoresavibleta-visivel (HPLC-UV-Vis ou HPLC-
DAD) (JIMENEZ & MATEO, 1997; YE et al., 2013), fluescéncia (HPLC-FD) (JIMENEZ &
MATEO, 1997; DUNCAN et al., 1998; TARDIEU et al0@8; SILVA et al., 2009; KHAYOON
et al., 2010; PETRARCA et al., 2014; PETRARCA et aD16) e espectrometria de massas
(HPLC-MS ou UHPLC-MS ou UPLC-MS) (SYRENSEN & ELBZARQO5; D’ARCO et al.,
2008; FRENICH et al., 2009; SILVA et al., 2009; KM®ON et al., 2010; RUBERT et al., 2011;
REN et al., 2011; SOLEIMANY et al., 2012; BELTRANa., 2013; ABIA et al., 2013; ZHANG
etal., 2013; ARROYO-MANZANARES et al., 2013a; ARRO-MANZANARES et al., 2013Db;
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WANG et al., 2013; AZAIEZ et al., 2014; ARROYO-MAMINARES et al., 2014; PIZZUTTI

et al., 2014; LIAO et al., 2014; BOLECHOVA et &015; NIELSEN et al., 2015; GARCIA-
MORALEJA et al., 2015a; GARCIA-MORALEJA et al., 284; JUNG et al., 2015; EDIAGE et
al.,2015; OLIVEIRA et al., 2015; BRYLA et al., 201BRYLA et al., 2016), tem sido a técnica
mais utilizada para esse fim (Tabela 7). A HPLCdfidesenta um menor custo de aquisi¢ao e
manutenc¢édo quando comparada a HPLC-MS. Entretaaita,determinagéo das fumonisinas, na
HPLC-FD faz-se necessario uma etapa de derivatizguéis estas ndo apresentam grupos
cromoforos. A HPLC-MS apresenta ainda a vantagemndetdgificacdo inequivoca dos analitos,

0 gque é relevante em amostras complexas como dabsen

Além da HPLC, a cromatografia gasosa acoplada ecegmetria de massas (GC-MS)
também ja foi utilizada para a determinacéo de fusiioas (PESTKA et al., 1994; JIMENEZ &
MATEO, 1997). Na GC também €& necessario uma etepdedvatizacdo, uma vez que as

fumonisinas apresentam baixa volatilidade.

A eletroforese capilar é outra técnica de separapi® ja foi empregada para a
determinacao de fumonisinas (MARAGOS et al., 1988RAGOS, 1997).

Além dos métodos de separacao, varios metodos engams tém sido desenvolvidos
para a determinacéo de fumonisinas (QUAN et ab62Be et al., 2012; MIRASOLI et al., 2012;
OSWALD et al, 2013; WANG et al., 2013; BELOGLAZOW al., 2014; BURMISTROVA et
al., 2014; JODRA et al., 2015; EZQUERRA et al., 200ING et al.; 2015), tais métodos sdo
normalmente associados as técnicas eletroquimicds quiminulescéncia. A espectrometria de
infravermelho proximo (NIR) associada a calibrag@dtivariada também foi empregada para a
determinacao de fumonisinas (GIACOMO et al., 2013).

1.8 Planejamento de experimentos

Planejamento de experimentos € uma ferramentdstis@tpoderosa para a otimizacéo
de um método analitico, pois permite selecionavaaiveis relevantes, avaliar a influéncia
dessas variaveis em diferentes niveis, bem corsaassinteracoes, e definir a condicdo otima,
realizando um numero reduzido de experimentos. Otimaizacdo multivariada normalmente
segue a ordem descrita na Tabela 8 (NETO et dl0)2&m funcdo das inUmeras vantagens da

otimizacado multivariada, esta foi aplicada durdanta a otimizacdo da extragéo e purificacao
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das fumonisinas do milho. Portanto, uma sintesdatemmentas utilizadas neste trabalho sera

apresentada a seguir.

Tabela 8 Técnicas utilizadas numa otimizacdo multivariada

Objetivo Técnica

Triagem de variaveis Planejamentos fracionariosamapletos 2
Avaliacdo da influéncia de variaveis relevantes néjEmentos fatoriais completos

. o Regresséo pelo método dos minimos
Construgao de modelos estatisticos
quadrados

Definicdo da condicédo otima Metodologia de supeside resposta

1.8.1 Triagem

O primeiro passo para a otimizagdo multivariadaekecgonar quais variaveis sao
importantes para o sistema. O processo de triagel® ger realizado por meio de planejamentos

fatoriais completos 2k ou de planejamentos fracios@k-i (NETO et al., 2010).

Um planejamento fatorial completo inclui todas asgiveis combinagdes entre os niveis
dos fatores. O planejamento fatorial 2k envolvedlise de k fatores em dois niveis: inferior (-)
e superior (+), requerendo a realizagéo de 2k empatos (NETO et al., 2010).

A medida que o nimero de fatores aumenta, o nurder@xperimentos aumenta
exponencialmente, fato que, a partir de um detexdarponto, inviabiliza a realizagcdo de um
planejamento fatorial completo. Uma alternativasvsiinples, para avaliar um namero elevado
de fatores € a utilizacdo de fragbes de um plarejtonmfatorial completo, ou seja, um
planejamento fracionario (2k-i). O problema dedsardagem € que algumas interacdes entre
fatores (efeitos) ficam mascaradas com outrasagbers do mesmo planejamento e geram um
“confundimento” na interpretacdo desses resultalasnados de contrastes. Isso ocorre porque
0 numero de graus de liberdade do planejamentondingiroporcionalmente com a fracdo

aplicada e assim as interacdes passam a ter ureaddgeia linear entre elas (NETO et al., 2010).
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1.8.2 Avaliagéo da influéncia de variaveis relevantes

Os planejamentos fatoriais de trés nivefy $8o normalmente utilizados para avaliagéo
da influéncia de variareis previamente selecion@da planejamentos envolvem a analise de k
fatores em trés diferentes niveis: inferior (-Hitermediario (0) e superior (+1) e requer a
realizacdo de*%experimentogNETO et al., 2010).

1.8.3 Construcéo de modelos estatisticos

Apéds a execucdo de um planejamento de experimamosnodelo estatistico pode ser
construido para descrever o melhor ajuste entr@osés instrumental e as variaveis
independentes. Tradicionalmente, o método dos m@iguadrados tem sido utilizado na
regressao, a fim de obter um modelo cuja somawdrgdos dos residuos seja minima (Equagéo
3). Apb6s a obtencdo dos coeficientes de modeloga&ssério avaliar se esses sdo ou nao
significativos para o sistema em estudo, ou sgpae@so construir intervalos de confianga para
os coeficientes (Equacao 7). Entretanto, para lealas intervalos de confianca, € necessario
primeiro estimar os erros padrdes dos coeficiefligaacéo 6), que por sua vez, dependem das
estimativas das variancias dos coeficientes (Equagé da variancia conjunta (Equacéao 4). Se
0 zero estiver incluso no intervalo de confiancaoeficiente ndo é significativo, ou seja, 0
parametro analisado nao exerce influéncia relevsmibee a resposta do ens@iETO et al.,
2007).
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Tabela 9 Parametros estatisticos e as respectivas equagfeesonstrucdo do modelo

estatistico e obteng&o dos intervalos de confidngacoeficientes

Parametro estatistico Equacéo

Coeficiente do modelo b= (XtX)"1xty (3)

Varianci unt = _ did 5= 5 4
ariancia conjunta Vc ~ 9N OUVC - Vponto central ( )

Variancias dos coeficientes  V (bi) = (diagonal principal da (X*X)"* x V (c)) (5)

Erro padrao dos coeficientes(e,p, (bi)) = /V(bi) (6)
Intervalo de confianca IC = b; * (tgy) x e.p-(by)) (7)

X: matriz de coeficientes de contraste do planejaoriatorial;y: vetor das respostad; vetor das diferencas entre
as respostas dos ensaios realizados em duplicatd@in™ero de ensaios necessarios para o planejangntosalor
det de Student

1.8.4 Avaliacdo da qualidade do ajuste dos modelos sstats

Apos a construcao de um modelo estatistico, norergknavalia-se a qualidade do ajuste
atraves da Analise de Variancia (ANOVA). As fontiesvariacdo, com as respectivas equacoes,
avaliadas na ANOVA sé&o apresentadas na Tabelaeh®,domo as equacgdes do telStpara
avaliacao da falta de ajuste do modelo e as estmsala porcentagem de variagéo explicada e

da porcentagem maxima explicavel pelo modelo (NET@I., 2007).

Se o valor de ficulado< Feritico N0 ha evidéncias de falta de ajuste no modelojve de
confianca avaliado. Além disso, quanto maior fppecentagem maxima explicavel, menor sera
a contribuicdo devido ao erro puro, ou seja, dewdderros aleatérios. A diferenca entre a
porcentagem maxima explicavel e a porcentagem dacéa explicada deve-se a desvios da
resposta prevista em relacéo as respostas exp#iseru seja, ao ajuste do mod@ETO et
al., 2007).
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Tabela 10ANOVA para o ajuste de um modelo linear nos patéseepelo método dos

minimos quadrados

Fonte de Variacéo Soma Quadratica v Média Quadratica
~ Ot o 2 _ S
Regressao SQ=2>-y° © p-1 MQs =77 @3
[
, U A N2 _ SQ
Residuo SQ =22y -9)? n-p MQ == . 2y
i
) _ m n; R . 5 _ SQfaJ
Falta de ajuste SQu =22 (% -¥)? @0 m-p MQy == . (L5)
[
— O VA YA SQp
Erro Puro SQ, =YDy, -v)* @) n-m MQ,=—> (L6)
i j -
Total sQ =3y, -y 2 n-1
i
S
% de variacdo explicada S_% a7
Q
SQ -S
% maxima de variacdo explicada % 19
. ~ . _ MQfaj
Teste F para avaliacdo da falta de ajuste Fcalcutaddtaien)) = MO, (19)
ep

SQk: soma quadratica devida a regressda; S@na quadratica residual; §Qsoma quadratica devida a falta de
ajuste; SQ; soma quadratica devido ao erro puro;S§pma quadratica total; MQmédia quadratica devida a
regresséo; MQmédia quadratica residual; MQmeédia quadratica devida a falta de ajustezM@édia quadréatica

devida ao erro puro;:mimero de repetigées no nivel i; m: nimero deisiglistintos da variavel independente; n:

namero total de observacdes; p: nUmero de parasnetreoeficientes do model&'i : resposta prevista no nivel i;

Y, : resposta média no nivel yij : resposta experimental no nivel i na replicat¥ j; média de todas as respostas

experimentais.

1.8.5 Metodologia de superficies de resposta

Quando o modelo ajustado ndo apresenta falta deeapode-se construir superficies de

resposta. Tal superficie pode apresentar uma retgamaximo e/ou de minimo no dominio
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estudado, e é nessa regiao que, normalmente, @eteno objetivo do estudo: a condi¢do otima.
Os principais modelos utilizados sao simples (lieeau quadraticos) e ndo necessitam de muitos
experimentos. Porém, o nimero de niveis de cadadave ser maior que dois para que o ajuste
nao tenha um namero de parametros de regressao ooaigual ao numero de niveis de cada
fator (NETO et al., 2007).

1.9 Validacao

De acordo com o Manual da Garantia da Qualidadelithida do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), adatdo consiste € um estudo experimental
documentado, cujo objetivo é demostrar que o méiodtitico avaliado é adequado a finalidade

proposta, de forma a assegurar a confiabilidadeetndtados obtidos (BRASIL, 2011a).

Para atingir tal finalidade, o planejamento, a gragdo e a execucao do procedimento de
validacdo devem ser baseadas em critérios de desbmpré-estabelecidos, indicados em guias
ou protocolos especificos. No presente trabaliMaoual da Garantia da Qualidade Analitica do
MAPA foi usado como guia (BRASIL, 2011a).

A seguir, os parametros de desempenho mais usual@esliados sao:

1.9.1 Efeito de matriz

Efeito matriz € um estudo de seletividade que guarpossiveis interferéncias causadas
pelas diversas substancias presentes na matrine @eyalmente causa uma diminuigcdo ou
ampliacédo da resposta instrumental do analito edsse (BRASIL, 2011a). A comparagéo do
coeficiente angular da curva analitica em solveate o coeficiente angular da curva matrizada

€ um dos possiveis procedimentos para avaliarito efe matriz.

1.9.2 Linearidade

Linearidade é a capacidade de o método produziltae®s diretamente proporcionais a

concentracdo do analito na amostra, dentro de tenvalo especifico (BRASIL, 2011a). A
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avaliacdo da qualidade de ajuste do modelo dessfpeobtido para curvas analiticas € usada

para estimar a linearidade do método.

1.9.3 Precisao

A precisdo de um método analitico € a estimativdisi@ersdo dos resultados de ensaios
independentes de amostras ou padrdes, em condiebeislas (BRASIL, 2011a). A precisdo €
normalmente avaliada através do desvio padraavwalam duas condicdes: repetibilidade e

precisao intermediaria.

1.9.4 Veracidade

A veracidade é a concordancia entre a média do#tades de um ensaio e o valor de
referéncia aceito como verdadeiro (BRASIL, 2012a)ecuperacao € usualmente utilizada para

estimar a veracidade do método.

1.9.5 Limite de deciséo, capacidade de deteccao, lird#adeteccéo e quantificacdo

O limite de deciséo (Cf e a capacidade de deteccéao fiC€ao parametros definidos na
Decisdo 2002/657/CE (2002/657/EC, 2002) que medemesempenho do procedimento
analitico, levando em consideracéo a incertezaetigio no nivel de concentracdo no qual se

toma alguma decisdo, o chamado nivel de inter&a%IL, 2011a).

O CCu é definido como o menor nivel de concentracdo werogmétodo pode discriminar

com uma certeza estatistica de gue o analito em questao esta presente (2002/652(102).

A CCp representa a menor quantidade da substancia geespo detectada, identificada
e/ou quantificada em uma amostra com uma probabgidie erro aceitave)((PASCHOAL,
2008).

O valor CG e CQ no nivel de concentracdo zero (como para substdramida)

corresponde respectivamente aos valores de lingteledleccdo (LD) e quantificacdo (LQ)
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empiricos, mesmo se a substancia possuir um liméeimo de residuo (LMR) (BRASIL,
2011a).

1.9.6 Incerteza de medicao

A incerteza de medicdo é definida como um paranmém negativo que caracteriza a
dispersdo dos valores atribuidos a um mensurarmo, lwase nas informacdes utilizadas
(BRASIL, 2011a). Uma das metodologias que podenusiezadas para estimar a incerteza de
medicao é conhecida corBottom-up(BRASIL, 2014).

2 OBJETIVO

Desenvolver e validar um método para determinag fdmonisinas B1 e B2 em
diferentes tipos de milho e em salgadinho a baseilthe, empregando BISPD para extracao e
purificacdo das fumonisinas e a HPLC-MS/MS paratarthinacédo desses analitos.

Os objetivos especificos foram:

1. Desenvolver um método de quantificagdo das fumuesdBl e B2 por HPLC-MS/MS.

2. Avaliar e otimizar &MSPDe, de forma alternativa, a eletro-dispersao daizen fase
sélida como técnicas de preparo de amostras parac&a e purificacdo das
fumonisinas B1 e B2 em milho.

3. Utilizar os planejamentos de experimentos parazagah otimizacdo multivariada da
extracao e purificacdo das fumonisinas B1 e B2 dhmom

4. Validar o método desenvolvido de acordo com recalagies de 0rgaos competentes
nacionais e internacionais.

5. Expandir o escopo do método validado para outpos tile milho e salgadinho a base

de milho.
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3 EXPERIMENTAL

3.1 Padrdes, solventes e reagentes

Os padrdes das fumonisinas B1 e B2 foram adquidddSigma-Aldrich (pureza minima
de 98%) e da Wako Pure Chemical Industries (pureasr que 90%), respectivamente.
Acetonitrila (ACN), metanol, &cido acético 99% m/acjdo formico 88% m/m, hidroxido de
amonio 29% m/m grau HPLC foram obtidos da J. T.dBaKetrahidrofurano (THF) grau P.A.
foi obtido da Dinamica Quimica Contemporanea L&i#ica gel 70-120 mesh foi adquirida da
Fluka (Sigma-Aldrich). Silica quimicamente ligadant grupos octadecil (silica C18) (50 um,
65A) foi obtida da Sepra - Phenomenex. A 4gua puna (resistividade de 18.2Mcm) foi
purificada através do purificador Millipore-Dire@8 UV.

3.2 Instrumentos, equipamentos e materiais

Os principais instrumentos e equipamentos empregads etapas de otimizacao e
validacdo da metodologia estdo apresentados ndaTabe enquanto que os materiais estao

apresentados na Tabela 12.
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Tabela 11Instrumentos e equipamentos empregatimante as otimizacao e validacao do

método

Instrumentos/Equipamentos Marca/Descricéo

Espectrometro API 5000 da Applied Biosystems achpka
Sistema HPLC Agilent 1200
Shimadzu, AUY220, capacidade de 2209 e sensib#idad
0,1 mg

HPLC-MS/MS

Balanca analitica

pHmetro Jenway, 3510, empregando um eletrodo de vidro

combinad:

Bomba peristaltica Ismatec, com quatro canais

Bomba de vécuo Sargent-Welch - Direct Tdrt - Vacuum pump

- L. Classe A, borossilicato, 5 mL
Baldes volumeétricos

Classe A, borossilicato, 10 mL

Fonte de eletroforese

Multimetro

Centrifuga

Sistema da purificacéo de

agua

Micropipetas

Fisher-Scientific, modeldH-FB3000Q

Protek, modelo 506 com saida RS-232

DAIKI, 80-2B

Millipore, Direct Q3 UV

Gilson, capacidade de 20 a 100 pL

Gilson, capacidade de 50 a 200 pL

Gilson, capacidade de 100 a 1000 pL

Gilson, capacidade de 0,5a 5 mL

Gilson, capacidade de 1 a 10 mL
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Tabela 12Principais materiais empregadihisrante as otimizacao e validacdo do método

Materiais Marca/Descricéo
PoroShell da Agilent Technologi€dl8
(200 x 3 mm, 2,7 um)
Cartucho para DMFS Varian, polipropileno

Coluna cromatogréfica

_ Varian, filtro de PTFE (polietrafluoretileno) sinteado com
Filtro para cartucho
poro de 20 um

L Steelmesh, de 80 mesh (diametro do fio de 0,08G2mm
Tela de aco inoxidavel
abertura de malha de 0,131 mm)

Membrana filtrante para o )
Millipore, membrana de nylon (0,22 pm, 13 mm d.i)

seringa
' Fibra média/ ISOFAR Industria e Comércio de Prosluto
L& de vidro o
Quimicos Ltda
15 mL
Tubos de centrifuga
50 mL
500 mL
Provetas
10 mL
Graal e pistilo Porcelana
Seringas plasticas 1 mL
Graal e pistilo 20 mL

3.3 Amostras

As amostras utilizadas na otimizacéao, validacarpamsao de escopo do método foram

milho, milho de pipoca, canjica, canjiquinha e adigho a base de milho (Figura 6). O milho, o
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milho de pipoca, a canjica e a canjiquinha foranidom® em moinho Retsch, com granulometria
adequada, e cedidos pelo Laboratério de ControleQdalidade e Seguranga Alimentar
(LACQSA) do MAPA. O salgadinho a base de milho &iquirido no comércio de Belo
Horizonte. Todas as amostras foram armazenadas sefbigeracdo a -10 °C.

Figura 6. Amostras utilizadas na otimizagéo, validae expansédo do escopo do método: (1) milhani(ap de
pipoca; (3) canjica; (4) canjiquinha; (5) salgadirhbase de milho.

3.4 Preparo das solugdes estoque e de trabalho dasiginas

Para preparar a solucao estoque de cada fumomsisa,-se todo o conteado contido no
frasco do padrao com o auxilio de um pesa-padraoireen balanca analitica. Transferiu-se a
massa pesada para um baldo volumétrico de 10,06 oumpletou o volume com ACN:agua
ultrapura (1:1 v/v). A concentracéo final de cadlaigio estoque foi de 0,848 mg thpara FB1
e 0,647 mg mt para FB2.

As solucdes trabalho foram preparadas em formadel™ de padrées com 780 uL da
solucao estoque de FB1 e 270 uL da solucdo estimE82 em baldo volumétrico de 5,00 mL,
sendo o volume aferido com ACN:agua ultrapura yizL A concentracao final de cada solucéo
trabalho foi de 100,9 ug mipara FB1 e 45,8 pg mipara FB2.

As curvas analiticas foram preparadas a partir illeac@io da solugcédo trabalho com
ACN:éagua ultrapura (1:1 v/v), sendo a faixa dedatab de 2,5 a 60 ng mipara FB1 e 1 a 30 ng
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mL?! para FB2. Todas as solu¢bes padrdo foram armaaemadproximadamente -10 °C em

frascos ambar.

3.5 Otimizacao das condicbes do HPLC-MS/MS

Foram realizados ensaios utilizando agua ultragora 0,1% v/v de acido férmico
(solvente A) e metanol ou ACN (solvente B) com 0\®b6de acido formico. A condigdo 6tima
para a separacao das fumonisinas, utilizando ulnaa€18 PoroShell da Agilent Technologies
(100 x 3 mm, 2,7 um) foi obtida com o solvente Bigistindo de ACN com 0,1% de acido
formico. O gradiente otimizado foi: inicio com 2@ solvente B com variagédo linear até 90%
em 3 minutos; composi¢ao constante de 90% do del\Rentre 3-3,4 minutos; reducao linear
para 20% do solvente B em 3,5 minutos; composigéstante de 20% do solvente B de 3,5 até
6 minutos. A vazdo da fase movel foi 0,500 mL Hio volume de injecdo foi 10 pL e a

temperatura da coluna foi mantida a 40°C

Para a otimizacao das condi¢cbes do espectromeimasigas triplo quadrupolo, com fonte
de ionizacdo eletronebulizacdo operando no moduiyisrealizou-se inicialmente a infusao
direta de solucbes padrdo i L de FB1 e 5ug L de FB2. Assim, identificou-se o ion
precursor e os ions produtos resultantes da fraigugém dos ions percursores, selecionou-se o
potencial de desagregacd@e¢lustering potential DP) e a energia de colisamllision energy
CE).

Em seguida, realizou-se a analise por injecaoute flFlow Injection Analysis- FIA) para
otimizar a voltagem do capilar, o curtain gas,z8eado gas nebulizador e a temperatura da fonte.
FIA foi realizada com uma vazéo de fase moével (aguwapura com 0,1 % v/v de acido formico
e ACN com 0,1% v/v de &cido férmico, numa mists@ciatica 50:50 v/v) de 0,5 mL minA
selecao do valor 6timo para cada parametro baseoa-sombinacgéo dos valores que levaram a
maiores intensidades de sinal analitico para geecésas transicdes, empregando o modo de

monitoramento de reacdes multiplas (MRM).
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3.6 Preparo dos cartuchos

Foi pesado 1 g (#0,5 mg) da amostra e 1 g (x0,5dagjilica gel em béqueres de vidro
com capacidade para 10 mL. Ambas as massas foaasfdridas para um graal de ceramica e
foram macerados com pistilo. Os cartuchos de mifgno (15 mL) foram montados usando um
filtro de teflon com porosidade de 20 pm na parterior, seguido de uma porcao de 1a de vidro
e da amostra dispersa. Os cartuchos foram congosctam auxilio de uma bomba de vacuo e

finalizados com um filtro de teflon na parte superi

3.7 Avaliagbes preliminares

3.7.1 Selecédo do dispersante

Foram avaliados os dispersantes silica gel e silich Os cartuchos foram preparados
como descrito no item 3.6 e os analitos foram elimbm 16,00 mL da solugéo extratora (mistura
na proporcdo 9:1 (v/v) de 20 mmot de tampé&o formiato de aménio (pH 7) e metanotyaf
coletadas fracdes de aproximadamente 2 mL do elOstextratos foram centrifugados a 4000
rom por 10 minutos, filtrado com filtro de serinda 0,22 um e 1@L injetados no HPLC-
MS/MS.

3.7.2 Avaliacido da composigéo da solugéo extratora

Fixando o dispersante silica gel, avaliou-se a asiggo da solucéo extratora atraves de
um planejamento fatoriaP§Tabela 13). Os cartuchos foram preparados comwitteso item
3.6 e eluidos 6,5 mL de solugéo extratora. Os w@srimram centrifugados a 4000 rpm por 10
minutos, filtrado com filtro de seringa de 0,22 prhOuL injetados no HPLC-MS/MS.
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Tabela 13. Planejamento fatori&l@ara avaliagido da composic¢éo da solugéo extratora

Ensaio 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Solvente 1 1 0 0 0 1 1 1
OrganICO

Solvente 0 1 1 0 1 1 0 1
aquoso

Solvente organico: (-) metanol; (0) ACN; (+) THRI&nte agquoso: (-) 20 mmotide tampéo formiato de aménio
pH 6; (0) 4gua ultrapura; (+) 20 mmotf lde tampéo formiato de aménio pH 9; proporcéo dieeate organico e
solvente aquoso (30:70 v/v).

3.7.3 Avaliacao da influéncia do campo elétrico na excagas fumonisinas

Mantendo constantes o dispersante silica gel e ® gidsolucdo tampao, realizou-se seis
experimentos (Tabela 14) para avaliar a influédaiaplicagdo de campo elétrico na extracao por
MSPD. Os cartuchos foram preparados como desait@m 3.6, com a inclusdo de um eletrodo
na parte inferior e um eletrodo na parte supefar.cartuchos foram eluidos com 6,5 mL da
solucéo extratora (mistura na proporgdo 70:30 (d&)20 mmol [} de tamp&o formiato de
amonio e ACN ou THF). Os extratos foram centrifuggad 4000 rpm por 10 minutos, filtrado
com filtro de seringa de 0,22 um e{l0injetados no HPLC-MS/MS.

Tabela 14Ensaios realizados para avalicao da influéncieathmpo elétrico na extracao

Ensaio Solvente organico Voltagem (V)  Polo superioPdlo inferior

1 ACN 0 e
2 ACN 50 ) (+)
3 ACN 50 (+) )
4 THF Y
5 THF 50 ) (+)
6 THF 50 (+) )

3.7.4 Selec¢édo das variaveis significativas para a extrdgd fumonisinas

Mantendo constantes o dispersante silica gel, 8 gl solucdo tampéo e a eluicdo sem

aplicac&o de campo elétrico, realizou-se o planefaonfracionario €V para avaliar a influéncia
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na extracdo por MSPD das variaveis: proporcao derse organico:tampao, volume de eluicéo,
solvente organico e concentracao do tampao forrdetomonio (Tabela 15). Os cartuchos foram
preparados como descrito no item 3.6. Os extraicant centrifugados a 4000 rpm por 10

minutos, filtrado com filtro de seringa de 0,22 prhOpL injetados no HPLC-MS/MS.

Tabela 15Planejamento fracionarid 2 para selecdo das variaveis significativas para a

extracao
. Concentragao do . . Prop9 r?éo
Ensaio . Volume de eluigéo (2) Solvente organico (3)tampéao:SO
tampéo (1) (1%2*3)
1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 +1
3 -1 +1 -1 +1
4 +1 +1 -1 -1
5 -1 -1 +1 +1
6 +1 -1 +1 -1
7 -1 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1 +1

Concentracdo do tampédo (mmol)L(-1) 20 e (+1) 40; Volume de eluicdo (mL): (6Llg (+1) 10; Solvente organico:
(-1) ACN e (+1) THF; Proporcao tampao:SO (v/v))(fD:30 e (+1) 90:10; SO: solvente orgéanico.

3.8 Otimizacao da extracao das fumonisinas por MSPD

Mantendo constantes o dispersante silica gel, @ pld solucdo tampéao, a eluicdo sem
aplicacdo de campo elétrico e o solvente orgariitie, realizou-se o planejamento Box-Benhken
3% para otimizar a extracdo das fumonisinas por MSP&bela 16). Os cartuchos foram
preparados como descrito no item 3.6. Os extraicant centrifugados a 4000 rpm por 10

minutos, filtrado com filtro de seringa de 0,22 prhOpL injetados ho HPLC-MS/MS.
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Tabela 16Planejamento fatorial Box-Behnken empregado maizdcao da extracao por

MSPD

Ensaio 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 PC

Concentragdodo ; ., 3 43 1 41 1 41 0 0 0O O O
tamp&o
Volume de

- -1 1 +1 41 0 O0 o OO -1 +1 -1 +1 O
eluicéo

THF:tamp&o 0 0 0 o +1 -1 +1 +41 -1 -1 +1 +1 O

Volume de eluigdo (mL): (-) 4, (0) 6 e (+) 8; Contacdo do tamp&o formiato (mmaot) (-) 30, (0) 40 e (+) 50;
proporcdo de THF:tamp&o: (-) 20:80, (0) 30:70 e4@:p0; PC: ponto central (n=3).

3.9 Procedimento de preparo da amostra otimizado

Foi pesado 1 g (+0,5 mg) da amostra e 1 g (£0,5dagjilica gel em béqueres de vidro
com capacidade para 10 mL. Ambas as massas foaasfdridas para um graal de ceramica e
foram macerados com pistilo. Os cartuchos de mpifgno (15 mL) foram montados usando um
filtro de teflon com porosidade de 20 um na panrterior, seguido de um pouco de |a de vidro e
da amostra dispersa. Os cartuchos foram compactamo auxilio de uma bomba de vacuo e

finalizados com um filtro de teflon na parte superi

Apds o empacotamento, eluiu-se o cartucho com @J0@e solucdo extratora (mistura
na proporgédo 70:30 (v/v) de 50 mmot He tampé&o formiato de aménio (pH 9) e THF). Oagrtr
foi coletado, diluido para 10,00 mL com ACN:aguaagura (1:1 v/v). Em seguida, o0 extrato
diluido foi homogeneizado e centrifugado a 2600 pmm10 min. Posteriormente, uma aliquota
de 5,00 mL desse extrato foi diluida para 25,00com ACN:4gua ultapura (1:1 v/v). Por fim,
o extrato final foi centrifugado a 4000 rpm porrhithutos, filtrado com filtro de seringa de 0,22
pum e injetado no HPLC-MS/MS.

A Figura 7 mostra fotos das principais etapas dogatimento otimizado.
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Eluicédo Extrato eluido

Figura 7. Principais etapas do procedimento deedtr e purificacdo das fumonisinas por MSPD otiduza
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3.10 Validacéao

3.10.1 Avaliacdo do efeito de matriz

A avaliacao do efeito de matriz foi realizada corapdo a inclinacdo da curva de padrao
em solvente com as inclinagfes das curvas matszaata as amostras: milho, milho de pipoca,
canjica, canjiquinha e salgadinho a base de mBRASIL, 2011a). Para o preparo das curvas
matrizadas foram preparados trés cartuchos, coswitteno item 3.6, para cada amostra. Em
seguida, 3,90 mL do extrato foram transferidos patées volumétricos de 5,00 mL, aos quais
foram adicionadas aliquotas da solucao trabalha taincentracéo final fosse: 0; 2,5; 5; 10,1,
20,2, 30,3 e 60,Ag L' para FB1 e 0; 1,1; 2,3; 4,6; 9,2; 13,7 e 23! para FB2.

3.10.2 Faixa de trabalho e linearidade

A faixa de trabalho otimizada foi de 0,5; 1,0 e 1¢zes o LMR para milho (20Q%y
kg! para a soma de FB1 e FB2), de acordo com a CEA®® (CE, 2006b).

Para o preparo da curva matrizada de milho prepsgaum cartucho como descrito no
item 3.6. Em seguida, 4,00 mL do extrato foramgf@mdos para bal6es volumétricos de 5,00
mL, aos quais foram adicionadas aliquotas da soltrghalho tal a concentracéo final em cada
nivel fosse igual a descrita na Tabela 17. Talguioento foi realizado em trés dias diferentes.
Os sete pontos das curvas analiticas foram injstaddHPLC-MS/MS em duplicata, e as areas

obtidas dos picos de FB1 e FB2 foram utilizadaa panstru¢ao das curvas.
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Tabela 17Curva matrizada de milho construida para avaliggélinearidade do método

Nivel [FBi (ugL?) [FBg] (ug LY [FB1] na amostra  *[FB2] na amostra

(Hg kg") (Mg kg")
1 0,0 0,0 0 0
2 2,5 1,3 125 65
3 7,5 3,8 375 190
4 15,0 7,5 750 375
5 20,0 10,0 1000 500
6 30,0 15,0 1500 750
7 60,0 30,0 3000 1500

* Valores calculados com base nos volumes de stsenna massa de amostra utilizados no processo de
extracao e purificacao.

Utilizou-se o test& para avaliar a homocedasticidade das variancia8rdas, fazendo a
razao entre o nivel com maior disperséo e o nimel menor dispersdo. O método dos minimos
guadrados ponderado (MMQP) foi utilizado na regiesssando a razdo entre o somatorio das

variancias das areas pela variancia areas em oaglala concentracdo como ponderador.

Para avaliar a linearidade estimou-se o coeficideteorrelacédo (r) e o coeficiente de

determinacéo (B, e em seguida, calculou-s¢Equacio 8):

N, -2

tr = |r| 1_ RZ

©)

Onde, r é o coeficiente de correlacao obtido dstajda curva de calibracao pelo MMQP,
Nx € o0 produto entre 0 niumero de niveis da curva@mero de preparos independentes de cada
nivel e R € o coeficiente de determinacdo obtido do ajusteudva de calibracdo pelo MMQP.

Se o valor dertcalculado for maior ou igual ao valor critico deot nx-2) bilateral,

considera-se que a faixa é linear (BRASIL, 2011a).

3.10.3 Repetitividade, precisdo intermediaria e veracidade

Para avaliar a veracidade do método foram prepai@dastras fortificadas de milho em
trés niveis de concentracdo, que correspondem, 4,0,® 1,5 vezes o LMR como descrito na
CE/1881/2006 (CE, 2006b) e no Manual de GarantiQuiidade Analitica do MAPA (Brasil,
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2011a). Neste procedimento, amostras naturalmemtaminadas de milho foram fortificadas
em cada nivel de interesse e extraidas utilizardo{srocedimento otimizado descrito no item
3.9. Cada nivel de concentracdo foi preparado giicata para avaliar a repetitividade. Este
procedimento foi efetuado em trés dias diferentds mesmo analista para avaliar a precisao

intermediaria.

A veracidade foi avaliada através da porcentagemedegperacdo (R (%)) (BRASIL,
2011a). Para estimar a R (%), além das amostréiicemtas, supracitadas, foram realizadas
extracOes da amostra de milho naturalmente congataiem triplicata, repetindo o procedimento

em trés dias diferentes. As(®) foram calculadas de acordo com a Equacéao 9:

R = “=2x100 )

ad

Onde, G é a concentragdo de fumonisina estimada pela camaditica na amostra
fortificada em pg kg, Cn é a concentracdo de fumonisina estimada pela amstitica na
amostra natural contaminada em pg' ke Ga € concentragdo adicionada de fumonisina na
amostra em pg kg

As concentracdes medias, as estimativas dos dgsdin8es, os desvios padrdes relativos
(RSD) e R (%) foram calculados utilizando-se umanitha Excel® validada pelo
LANAGRO/MG.

3.10.4 Limite de decisao, capacidade de deteccao e liméeteteccdo e quantificacao

A determinacdo dos valores de €€ C@ foi executada a partir da curva analitica
conforme instrugcbes contidas na norma ISO 11843 @$843, 1997; ISO 11843, 2000) e no
documento 2002/657/EC (2002/657/EC, 2002). Os galde C@ (Equacao 10) e G8JEquacao
11) foram calculados no nivel de concentracaopara estimar os valores de LD e LQ (BRASIL,
2011a).

CCa:xC+t(q’V)\/
©oh

s 9(a,)+ 0 FB,)+ 2dc)eol ) o)

CCB=x + 2“%;") \/ SZI(E’ )4 g(3,)+ (o)(B,)+ 20 )coa, B, o
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Em quexnc € concentracdo da solucdo do nivel zero (x =) ug kg, utilizada no
preparo da curva de calibracdo matrizagda@ a concentragdo da solucdo do nivel zero (x = 0),
em pg L%, utilizada no preparo da curva de calibracdo weda; s?(a,,) € a variancia de
intercepto estimada pela regressao MM@T{;BW) € a variancia estimada da inclinacéo pela
regressdo MMQPcov(a,, b,,) é a covariancia entre intercepto e inclina¢éi@& o nimero de
replicatas utilizadas para estimgr(resposta instrumental em x = 0) @] é ot de student para

uma significanciax comv graus de liberdade.

3.10.5 Estimativa da incerteza de medicao

A incerteza de medicao foi estimada de acordo cometadologiaBottom-up(BRASIL,

2014) e esta foi dividida em trés etapas basicas:
1. Especificar o mensurando;
O mensurando foi definido pela seguinte equagéo:

(Cuprc + Cen)-Vai-Vay
V,.m,

crp(ng kg™) = (12)

Em que GpLc € a concentracdo obtida através da curva analiticgd a massa da amostra usada
no preparo do cartuch®g € o volume do baldo usado para a diluicdo inoiaéxtrato V4 € 0
volume do baldo usado para a diluicdo final doat@fVa. € o volume da aliquota de extrato,
medido com auxilio de uma micropipeta, usado npgnmeda amostra que foi injetada no HPLC-
MS/MS excn € a concentragdo da solugéo do nivel zero(Q), em pg kg, utilizada no preparo

da curva de calibracdo matrizada.
2. ldentificar as fontes de incerteza;

A identificacdo de todas as possiveis fontes dertieza foi realizada com o auxilio de um

diagrama de causa e efeito ou diagrama de Ishikawyara 8)
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Precisao Intermedidria - Cp,

(rs]re) ca] &x]
Mgruma
Incerteza do
Mensurando
/ / / -FBug kg’
—(&] vr
T —
Variagio da — /[ /[ // =2
R G0 —
ecup:gigao ~

Conc. da amostra
Naturalmente
contaminada - Cgy

Figura 8. Diagrama de causa e efeito (Ishikawag pepresentar as fontes de incerteza para estimeerieza do

método de quantificacdo de fumonisinas (FB) por ELA
Em que,
. Fontes de incertezas primarias
(] Fontes de incertezas secundarias
[:] Fontes de incertezas terciarias
RS: incerteza devido a resolucao do instrumentoelticao;
RP: incerteza devido a repetibilidade ou reprodidéxe interna do instrumento de medicao;
CB: incerteza devido a calibracdo do instrumentmddicao;
EX: incerteza devido a excentricidade da balaneditara,;
VT: incerteza na medicdo de volume devido a vadatgtemperatura do laboratorio;
Mtara: Massa de tara € a massa média do béquer, reéeipimie é pesada as amostra e

MgruTa: massa bruta de amostra € a massa media do bBgisea massa pesada de amostra (1
9)-
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3. Estimar as incertezas de cada fonte de incertezalaellar a incerteza padréo
combinada;

A incerteza padrdo combinada:)(foi calculada através da lei de propagacdo desrtezas

usando as grandezas de entrada especificadasagieqio mensurando:

T\ 9 \2 ou ou ouc \
,_ , c 5 c C C 2 C
ug = (Up,) (aub0> + ) (aub1> + 2covibo b <0ub0> <0ub1> " (qui) (aqui>

dus \° us \° ou \ ous \°
+ (quf)z (a;:zf) + (uma)2 (auuc ) + (uVa)Z (a:;f) + (uCCN)2< t > (13)

Mq a au'CCN

A estimativa da incerteza para o método apreseritadimplificada devido ao ndo uso
de equipamentos calibrados e/ou com alguma ragdideale metrologica. Os calculos

apresentados foram baseados em estimativas deera®fornecidas pelo fabricante.

Um critério que permite comparar e avaliar a magigtdas incertezas estimadas esta
descrito na diretiva CE/401/2006 (CE, 2006a) orsdeime-se que a incerteza padrdo combinada

do ensaio ndo deve ultrapassar o limite maximoderiezalmay calculado pela equacéo abaixo:

U =4/ (LD/2) +(@xC) (14)

Em que LD ¢é o limite de deteccdo, em pd kdo métodoC € a concentragdo média em
ug kg'da toxina na qual se estima a incertea&eaim parametro que dependeXié Tabela 18
mostra a dependéncia deomC:

Tabela 18Valores do parametwem funcéo da faixa de concentracéo do analito

C (ug kg?) o
<50 0,2
51-500 0,18
501-1000 0,15
1001-10000 0,12
>10000 0,1
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3.11 Expanséo de escopo do método

A expanséo de escopo foi realizada para quatroizestdiferentes: milho de pipoca,

canjica, canjiquinha e salgadinho a base de milho.

Para a avaliacdo da linearidade, faixa de trabdiimite de deteccdo (LD) e limite de
quantificacao (LQ), foram construidas curvas mattés para cada uma das matrizes. Tais curvas
foram feitas a partir do extrato de amostra natugate contaminada. Foram sete niveis
construidos cada um com 3 mL do extrato de amoattaalmente contaminada em balbes de 5
mL. Os 2 mL restantes foram preenchidos com umtunaisle solucéo padrédo ([FB1] = 403,6 ng
mL?! e [FB2] = 183,2 ng mt) e solvente (acetonitrila:dgua 1:1 v/v). Cada Inflee curva foi
construido com um volume diferente de solucao peadicionada. As concentracdes das curvas
sdo as mesmas descritas na Tabela 17, excetaapgadiaho a base de milho, que estdo descritas
na Tabela 19.

Tabela 19Curva matrizada de salgadinho a base de milhdredda para avaliacdo da

linearidade do método

Nivel [FBi (ugL?) [FBg] (ug LY [FBi] naamostra  *[FB2] na amostra

(ug kg") (ug kg")
1 0,0 0,0 0 0
2 1,2 0,5 60 25
3 3,6 1,6 180 80
4 7,7 3,5 385 175
5 10,1 4,6 505 230
6 14,9 6,8 745 340
7 30,3 13,7 1515 685

* Valores calculados com base nos volumes de stse:nna massa de amostra utilizados no processo
de extracao e purificacao.

O procedimento para estimar o LD e o LQ foram osmus adotados no estudo com a
matriz milho (item 3.10.4). A faixa de trabalhomoizada para cada matriz foi de 0,5; 1,0 e 1,5
vezes o LMR para milho (200Qy kg! para a soma de FB1 e FB2), exceto para o salgadinh
base de milho, que foi de 0,5; 1,0 e 1,5 vezedar da referéncia (1000 pg kgara a soma de
FB1 e FB2).
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Para a avaliacdo da preciséo e veracidade da artdesescopo, foram feitas duplicatas
de extracdo de amostras fortificadas artificialraemts niveis 1000, 2000 e 3000 pgf kig soma
de FB1 e FB2, exceto para o salgadinho a baseltle,mue foi 500, 1000 e 1500 pgkgoma
de FB1 e FB2. A precisdo foi estimada em termoscalficiente de variacdo (CV) de
repetibilidade em cada nivel e a veracidade esanmam calculo da recuperacdo (R%) da

quantidade fortificada artificialmente para cadaehévaliado.
A incerteza de medicgéo foi calculada da mesma maneimo descrito no item 3.10.5

Todos os extratos e niveis das curvas analitiaasnfanjetados no HPLC-MS/MS em

duplicata.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Otimizacédo das condicbes do HPLC-MS/MS

Apés a realizagdo da FIA, foi selecionada uma itdnspara quantificacdo e duas
transicOes para identificacdo para cada FB. Asitéas selecionadas, os tempos de retencdo dos
analitos (f), os potenciais de desagregacédo (DP) e as reseetnergias de colisdo (CE) estao
relacionadas na Tabela 20. Um cromatograma obtd® mpistura de padrdes de FB1 e FB2 nas
condi¢des otimizadas € mostrado na Figura 9.
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Tabela 20Condicdes espectrométricas otimizadas para a arddsfumonisinas por
HPLC-MS/MS no modo MRM

fon Fragmento 1 Fragmento 2 Fragmento 3
FB precursor (m/2) (m/2) (m/2) tt(min) DP CE1 CE2 CE3
(m’z)  (quantificagéo) (identificag&o) (identificacéo)
FB1 722,5 352,4 334,5 316,4 287 71 51 57 53
FB2 706,5 336,4 354,3 318,3 3,15 1363 47 47
2.1e4 i
2,064 7225 — 3524 —— | 706,5 — 336.,4
o 722,5 - 3345 - 706,5 — 354,4
Lred] 722,5 — 318,3 706,5 — 318,3

1.6e4+

15e4+

1.4e4+

1.3e4+

1.2e4

Lledq

1.0e4+

9000.01

Intensidade, cr

8000.01

7000.04

6000.04

5000.09
4000.09
3000.04
2000.01

1000.0%

0.0 U T T T T T
ns 10 15 20 25 an

. 3 B Te(r]w)o, min _ ) .
Figura 9. Cromatograma de ions extraidos de taglrau@si¢bes da mistura de padrdes de FB1 e FB2 em

acetonitrila:agua (1:1 v/v) nas condigdes otimiza@oncentragdes de aproximadamente 20 pg L-1R&ka 10

pg L-1 para FB2.

4.2 Selecao do dispersante

Nesse experimento o volume de eluicdo foi fracionaxth por¢cdes de 2 mL, de modo a
verificar o perfil de eluicdo das fumonisinas quasilica gel ou silica C18 foram utilizadas como

dispersante.

Com silica gel, observou-se que a extracdo dee=BB2 ocorreu majoritariamente nas
fracOes iniciais. Entretanto, quando C18 foi utila, as fumonisinas apresentaram maior
retencdo e s6 comecaram a eluir nas fracdes fiRgjgra 10). Esses resultados mostraram que
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as fumonisinas B1 e B2 apresentam um carater rpaliaraapesar de apresentarem varios grupos
ionizaveis, devido a alta reteng&o na silica CI8.\tude do menor tempo de extragdo, do
menor consumo de solventes e do menor custo da g#éi se comparada a silica C18, esta foi

selecionada como dispersante.

—&—FB1 (silicagel) =—@=FB2 (silicagel) FB1 (C18) FB2 (C18)
TE+07

6E+07
5E+07
4E+07

Area

3E+07

2E+07
1E+07

OE+00 ¢ 1 T T T . .

Fracdes do eluato

Figura 10. Perfil de extracéo das fumonisinas B2 @m funcéo das fracbes de volume da fase exdrator

4.3 Avaliacado da composicdo da solucao extratora

Realizou-se um planejamento fatorid# & fim de verificar a influéncia do solvente
organico e do solvente aquoso na extracdo das famas (Tabela 13). Os resultados
monitorados foram as areas de FB1 e FB2. Verifemugue as maiores areas para FB1 foram
obtidas nos ensaios 6 e 9, ou seja, em pH 9 com &ACNHF (Figura 11). Para FB2, no ensaio
9 obteve-se a maior area (Figura 11). Experimertaie; verificou-se que a utilizacdo de
solventes mais apolares (ACN e THF) concomitantéeneam o dispersante silica gel, propiciou
uma melhor extragédo das fumonisinas, indicandmaéucia de uma interagdo de carater apolar
entre a silica gel, a matriz do milho e as fumamaisi As interacdes com a silica gel em geral séo
devido aos grupos silandis polares presentes nexfgrip desse material, contudo € preciso
lembrar que na MSPD os interferentes da matriz poaléerar completamente as caracteristicas
dessas interacdes, fazendo que as interagcOeoatiapersante sejam governadas por um regime
analito-interferente-dispersante. Essa caracteista MSPD e da composicdo complexa do
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milho pode ser a responsavel pela maior extracidudaonisinas com solventes apolares em um
dispersante polar como a silica gel. O pKa dassg&l encontra-se em torno de 6 (BAKER, 1995)
e a faixa de pKa para as fumonisinas FB1 e FB2 &%le 9,3. Portanto, em pH = 9, tanto os
grupos silandis da silica gel quanto as fumonispmssuem uma carga liquida negativa e espera-
se gue ocorra alguma repulséo eletrostatica fagndeca eluicdo das fumonisinas neste pH.
Além disso, as fumonisinas podem sofrer hidrélise grupos éster em presenca de metanol
(GELDERBLOM et al., 1992; VISCONTI et al., 1994)qgae pode justificar as baixas respostas

obtidas para esse solvente.

FB1 m FB2
1,2E+05 -
I I
1,0E+05 -
8,0E+04 -
© I I
O 6,0E+04- I
<L
I I
4,0E+04- [T
I
2,0E+04- '
0,0E+00 e ; - ; . . : :
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ensaio

Figura 11. Resultados das extragfes das fumoniBih&sB2 obtidos no planejamento fatorial 32 pamdiacdo da

composicao da solucdo extratora (n=2).

A Tabela 21 apresenta os coeficientes dos modgletados pelo método dos minimos
quadrados, bem como os respectivos erros padndtergalos de confianca. Pode-se verificar
gue apenas o termo quadratico do solvente orgdbigp ndo foi significativo em 95% de
confianca, para ambas as fumonisinas. Portantfataes solvente organico e solvente aquoso
sao significativos para a extracdo das fumonisilwesiilho por MSPD. Em funcdo das maiores
areas terem sido obtidas nos ensaios 6 e 9, ofpHs@lecionado e novos experimentos foram

realizados com ACN e THF.
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Tabela 21Resultados estatiticos para os modelos obtidastia go planejamento fatoriaf 3

Intervalo de % de
Fumonisina Coeficiente E&iz confianca Fraj variagao
g -95% +95% explicada

bo 60883 4120 51562 70205
b1 18292 2257 13087 23496
07 22717 2257 17512 27921
FB1 3,06 80,20
11 -2375 3909 -11389 6639
P22 9150 3909 136 18164
P12 9913 2764 3538 16287
bo 30546 2158 25664 35429
b1 21272 1182 18546 23998
07 12849 1182 10123 15575
FB2 2,70 92,44
11 4756 2048 34 9477
b22 -4569 2048 -9291 152

b12 10047 1448 6708 13385
(1) solvente organico; (2) solvente aquos@jpfz;e)= 3,86.

4.4 Avaliacao da influéncia do campo elétrico na extoagas fumonisinas

Uma vez que as fumonisinas e a silica gel estdiaadas em pH 9, realizou-se um
conjunto de experimentos (Tabela 14) a fim de wanifse a aplicacdo de campo elétrico

favoreceria a extracao das fumonisinas por MSPD.

Com base nos resultados (Figura 12), verificouxpem@mentalmente que a aplicacao de
campo elétrico diminuiu a extracdo das fumonisiraependente da polaridade utilizada. Um
esquema dos vetores: fluxo induzido por pressagp rffdpilidade eletroosmoticavdgo) e
mobilidade eletroforética das fumonisinass], que estavam atuando na separagéo, considerando
o pH 9, é apresentado na Figura 12. Em funcao emsdtados (Figura 12), suspeita-se que a
magnitude da mobilidade eletroosmdtica (ensaio6)3¥@ ligeramente superior a da mobilidade
eletroforética das fumonisinas (ensaios 2 e 5)m ®@ase nesta hipbtese, esperava-se que as
maiores areas fossem obtidas nos ensaios 3 e $,hpweria uma contribuicdo positiva da
mobilidade eletroosmoética no sentido da eluicdotreéEanto, isso ndo foi comprovado
experimentalmente. Verificando os gréficos de cugeelétrica e também pela inspecdo da
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temperatura do cartucho por contato manual, verifge que em varios momentos os cartuchos
apresentaram um sobreaquecimento durante a aplicdgdcampo elétrico, 0 que muito
provavelmente pode ter causado a formacao de campreferenciais e, consequentemente, a
diminuicdoda eficiéncia da extracdo. Assim, optewysr ndo utilizar a aplicagdo de campo

elétrico nos estudos posteriores.

®FB1 = FB2
2,5E+05 -
2,0E+05 -
« LSE+05-
1)
< 1 0E+05-
5,0E+04 - I I
0,0E+00 - : : : : .
1 2 3 4 5 6
Ensaio

Figura 12. Resultados obtidos nos ensaios par@e&alda influéncia do campo elétrico na extragio d

fumonisinas.

Ensaios 1 e 4

N
N—

L

Ensaios 2 e 5

P Vreo VrB

A
%
1

Ensaios 3 e 6

/\
N—

ot
P Vreo Vrs

I A

+++++++++

Figura 13. Esquema representando a acao dos vetaxesinduzido por pressao (P), mobilidade elesmotica
(VFEO) e mobilidade eletroforética das fumonisindg=B(), na extracao das fumonisinas por MSPD assiptida

campo elétrico.
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4.5 Selecao das variaveis significativas para a extrd@d fumonisinas

Realizou-se um planejamento fracionartd gara verificar se as variaveis: concentracdo
do tampéo, volume da solugcdo extratora, solvergénico utilizado na solucdo extratora e
proporcao de tampao:solvente organico, sao relesguara a extracao das fumonisinas do milho
por MSPD (Tabela 15).

A maior area para FB1 e FB2 foi obtida no ensgiéigura 14) que utilizou eluicdo com
6 mL da mistura 40 mmoltde tamp&o formiato de amonio e THF, na proporei@0d70 (V/v).
Para verificar quais fatores afetaram significatieate a extracéo, calcularam-se os efeitos e,
posteriormente, plotou-se um grafico normal dostefe(Figura 15). Como o planejamento
fracionario 21 é de resolucéo quatro, os efeitos principais estatundidos com interagdes de
terceira ordem e as interacdes de segunda ordé@mastfundidas entre si. Analisando o grafico
normal dos efeitos (Figura 15), pode-se verificae godos os efeitos principais foram
significativos, pois ndo houve uma distribuicd@éindos efeitos em torno do ponto 0,0. Apesar
de todos os fatores serem significativos, resobeedixar um fator a fim de simplificar o
planejamento de otimizagdo, pois num planejameatioridl 3 sdo necessarios 81 ensaios.
Assim, selecionou-se THF como solvente organice pd HF foi utilizando no ensaio 6, e ja
vinha fornecendo maiores areas, principalmente pB& em todos os planejamentos fatoriais

realizados anteriormente.

FB1 = FB2
5E+05 - )
AE+05 -
c 3E+05 -
Q
< . I
2E+05 - -
I - x
1E+05 - I I z
0E+00 : N Cm . - l
1 2 3 4 5 6 7 8
Ensaio

Figura 14. Resultados obtidos no planejamentodreio 24-1 para selecao das variaveis signifiaatpara a

extracdo das fumonisinas (n=2).
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Figura 15 Gréfico normal dos efeitos do planejamento fragimn2"! para a extracédo das fumonisinas.

4.6 Otimizacgéo da extracdo das fumonisinas por MSPD

Apos a verificacdo de que fatores: concentracdardpao, volume de eluicao e proporcao
tampdo:THF, séo relevantes para extragéo das fsmasiem milho por MSPD, realizou-se um
planejamento fatorial Box-Behnken para otimizagagrbcedimento de extragédo (Tabela 16).

O planejamento fatorial Box-Behnken € um planejaméatorial fracionario que avalia
3 fatores em 3 niveis (-1, 0, -1), caracterizadorpmover pontos dos niveis extremos de um

planejamento fatorial completd. #Assim, o nimero de experimentos é reduzido dea?d 13.

Analisando os resultados das areas para a FB1B2 ¢Htgura 16), verificou-se que a
maior eficiéncia de extracdo das fumonisinas fdidabcom o aumento da concentracdo do

tampéo formiato de amonio (ensaio 4), sugerindo pr@dominancia de interacdes idnicas entre
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essas micotoxinas e a matriz e/ou a silica geb. damento do teor de THF néo influenciou
significativamente a extracdo, mostrando que agdpdes hidrofébicas presentes no material
disperso ja foram suficientemente quebradas com @0%olvente organico. O aumento da
eficiéncia de extracdo das fumonisinas foi promoral ao aumento do volume de elui¢cdo, dentro

da faixa avaliada, demonstrando um comportamemirado para cromatografia.

FB1 m FB2
2,5E+05+

2,0E+05-

1,5E+05+

Area

1,0E+05+

5,0E+04 -

0,0E+00’JI . .I I_'_—_'_.I .I II .I .I .I .‘ L
3 4 5 6 7

1 2 8 9 10 11 12 PC

Ensaio

Figura 16 Resultados obtidos no planejamento fatorial Bokfiken (rc= 3) para a extracdo das fumonisinas.

Para a avaliacdo estatistica da influéncia dosdfst@oncentracdo do tampéao, volume de
eluicdo e proporcdo THF:tampé&o, ajustou-se um moestatistico, pelo método dos minimos
quadrados, com as areas de FB1 e FB2 (Tabela 2&)icdu-se que, tanto para FB1 quanto para
FB2, a concentracdo do tampdao, o volume de el@@imteracao entre esses dois fatores foram
significativas. Variagbes na proporgcéo THF:tamp@m produziu efeito significativo na extragao.
Os modelos explicaram 74 e 78% para FB1 e FB2ectispmente, e ndo apresentaram falta de
ajuste com 95% de confianca.

Uma vez que os modelos ndo apresentaram faltaigie aconstruiram-se superficies de
resposta para avaliar graficamente a influénciafaloses estudados na extracdo de FB1 e FB2
(Figura 17). Analisando as superficies A, C, E e/dijficou-se claramente que a proporcao
THF:tampédo n&o influenciou significativamente naragdo, pois neste eixo a superficie
apresentou variacdes bem sutis. Nas superfici€3, B e F, observou-se que o0 aumento na
concentracdo do tampéao formiato de amoénio favora@dracdo de FB1 e FB2. Nas superficies
A, B, D e E, verificou-se que o volume de eluicafluencia a extragdo, mas com menor

intensidade que a concentracdo do tampédo formetantbnio. Assim, definiu-se a condicéo
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6tima de extragdo como: eluicdo com 8 mL de sol86&n0 (v/v) de THF:50 mmoltde tampéo

formiato de amonio (pH 9).

O método MSPD desenvolvido por Rubert et al. paagdo de micotoxinas em farinhas
de cereais, consiste na disperséo de 1g de ancostrag de silica modificada com C18. Depois
a mistura homogeneizada é empacotada em colundrdea\a eluicao é feita com 20 mL de uma
mistura de acetonitrila:metanol (1:1 v/v) com 1 nhind de fomiato de aménio e sob leve vacuo
(Rupert et al., 2011). Posteriormente 0 método gutmp por Rubert et al. foi aplicado para
diferentes analises. (Rubert et al., 2012a; Rudiatt, 2012b; Rubert et al., 2012c; Serrano et al.
2012; Blesa et al., 2014). Ye et al. propds um d@smilar onde a elui¢éo foi realizada com 10

mL de uma solugédo de acido férmico (10 mmd) Em metanol (Ye et al., 2013).

Portanto, pode-se destacar as seguintes vantagenétddo otimizado neste trabalho: o
uso da silica gel como dispersante, ja que esta eastorno de cinco vezes menos que a silica
gel modifica com C18; o uso de um volume menoraleéestes organicos, pois utilizou-se 30%
de solvente organico na extragdo, ao passo quertRetbal. e Ye et al. utilizaram 100% de
solventes orgéanicos. Além disso, utilizou-se umur@ menor dos solventes de eluicdo que
diminuiu ainda mais o uso de solventes organicesarglo assim menos residuos toxicos e

favorecendo uma eluicdo mais rapida.
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Tabela 22Resultados estatiticos para os modelos obtidastia @o planejamento Box-

Behnken 8
Intervalo de confianca % de
- - Erro o
Fumonisina Coeficientes Padrio Fiaj variagao
-95% 95% explicada
bo 64317 7441 32298 96335
b1 21225 4557 1618 40832
07, 27563 4557 7955 47170
b3 3513 4557 -16095 23120
b11 11454 6707 -17407 40315
FB1 12,01 74,33
b22 23604 6707 -5257 52465
bs3 1179 6707 -27682 30040
b1z 38425 6444 10696 66154
b1s 2600 6444 -25129 30329
P23 -6550 6444 -34279 21179
bo 14167 1139 9265 19069
b1 4186 698 1184 7187
07, 5715 698 2713 8717
b3 2301 698 -701 5302
b11 1839 1027 -2580 6257
FB2 13,58 78,33
b22 1115 1027 -3304 5533
bs3 1994 1027 -2425 6412
b1z 5080 987 835 9325
b13 -1101 987 -5346 3144
P23 -2325 987 -6570 1920

(1) Concentracdo do tampéo formiato de amdnioy®@)me de eluicdo; (3) porpor¢cédo de THF:tampao;

Fo,05:3.2= 19,16.
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Figura 17 Superficies de respostas construidas com asdedeB1 e FB2 obtidas do planejamento fatorial Box-

Behnken 8,

4.7 Validagao

4.7.1 Avaliagdo do efeito de matriz

O estudo do efeito de matriz foi realizando compaoase as inclinacbes de curvas
analiticas de padrbes em solvente com as curvdsiGsapreparadas com extrato de milho,

milho de pipoca, canjica, canjiquinha e salgadialase de milho (Figura 18). Todas as curvas
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foram construidas nos mesmos niveis de concentragdavaliacdo estatistica foi feita
inicialmente comparando-se as variancias das mghes de cada curva matrizada com a curva
analitica em solvente através do tdsteComo as variancias foram homogéndasidiiado <
Fo,05,2,2), aplicou-se o testé ndo pareado com variancia agrupada para compamgsio
inclinacdes de cada curva matrizada com a curvhtiaagem solvente. Os valores tigculado
foram maiores quio,os; 40)evidenciando a influéncia da matriz no sinal desdnisinas (Tabela
23). Portanto, curvas matrizadas devem ser utdizamh quantificagcdo dessas fumonisinas pelo

método otimizado.

Nota-se também que os valores de inclinacdo pa@stas curvas matrizadas foram
maiores que o valor de inclinagéo para a curva @messte, tanto para FB1 quanto para FB2
(Tabela 23). Tal caracteristica evidencia um efééonatriz positivo, fato que ndo é muito usual.
Em varios casos a presenca dos componentes da swgirime a ionizacéo do analito deixando
este com uma resposta instrumental mais baixasegaente diminui¢do da inclinacdo em curvas
matrizadas. Neste caso especifico, suspeita dentenacao forte entre fumonisinas e a superficie
interna dos frascos de vidro na curva em solveBisa interacdo pode ter diminuido a
concentracdo efetiva de fumonisinas em solucamgegmente menor resposta instrumental, ao
passo que nas curvas matrizadas, os componenteatda competiam com as fumonisinas 0s
sitios ativos da superficie interna dos frascowidem, deixando assim as fumonisinas mais

disponiveis em solucdo e consequentemente comesamspostas instrumentais.

Apos a verificacdo do efeito de matriz, realizowasalidacdo do método com a amostra
de milho, e posteriormente realizou-se uma expadsdescopo do método validado para as

demais matrizes.

A Tabela 23 apresenta os valores deutde O MMQP foi empregado na regresséo de
todas as curvas analiticas, uma vez que, apenasostra de canjica apresentou variancias

homogéneadaiculado< F(0,05;2;2). O inverso da variancia foi utilizado como poradiar.
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Tabela 23Comparacao estatistica das curvas analiticas jdr& FB2 em solvente e em

diferentes matrizes

FB1
Matriz teste F b s () by s (b) R? teste t
Solvente 1319 1471 962 10053 169  0,999223 -
Milho 137 53850 3476 12104 300  0,999515 27
Canjica 11 12970 2779 11447 119  0,998031 31
Canjiquinha 123 27059 1770 11901 208  0,999970 32
Milho de pipoca 12 44026 10863 11689 693  0,988199 9 1
Sa'gadim”nﬁoa basede 5055 g6 171 11595 118  0,999998 8
FB2
Matriz teste F b s () by s (b) R? teste t
Solvente 3151 4305 681 20927 277  0,998615 -
Milho 62 38302 4142 25626 584  0,998476 33
Canjica 14 3000 1280 24948 218  0,999934 52
Canjiquinha 184 15467 1017 25436 286  0,999979 52
Milho de pipoca 26 22708 5042 25167 846  0,999858 22
Sa'gadim”nﬁoa basede 505» g3 171 25534 259 0,999998 56

Fo.05; 2. 2= 19; hy: intercepto; b inclinacdo; s (§): desvio padréo do intercepto; s)(lesvio padrdo da inclinagéo;

t(0,05; 19§ 2,17.
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Figura 18 Curvas analiticas em solvente e matrizadas pataeHEB2.
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Figura 19 Cromatogramas de ions extraidos de FB1 e FB2iftasmtes matrizes analisadas (naturalmente

contaminadas).
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4.7.2 Faixa de trabalho e linearidade

A faixa de trabalho otimizada foi de 0,5 a 1,5 wead MR, pois nesse intervalo o sinal
apresentou uma relacao linear com a concentraggdudeonisinas Bl e B2, e esta é a faixa
recomendada pela CE/1881/2006 (CE, 2006b).

Para definir o método de regressdo a ser empregzalizou-se o teste para avaliar a
homecedasticidade das variancias das areas opticasB1 e FB2 ao longo da faixa de trabalho.
O valor deF foi calculado dividindo a maior pela menor variancbtida para os 7 niveis de
concentracdo avaliados. Em seguida, comparou-gevaks com o valor critico degfss; 2; 2)
Como os valores calculados léoram maiores que o valor critico (Tabela 24), aswcias das
areas de FB1 e FB2 foram consideradas estatistitardéerentes.

Uma vez que variancias das areas de FB1 e FB2empaesm um com comportamento
heterocedastico, o MMQP foi aplicado na regresséitizando a razdo entre o somatorio das
variancias das areas pela variancia areas em daae concentracdo como ponderador (Tabela
22).

Para avaliar a qualidade do ajuste linear, calestoy R e t (Brasil, 2011a). Os valores
de r e R foram iguais ou maiores que 0,999 e os valorésfdeam cerca de 58 e 35 vezes maior
gue o valor critico para FB1 e FB2, respectivaméhtela 22). Assim pdde-se concluir que o
método apresentou linearidade adequada para afgpadio de FB1 e FB2 em milho.

Tabela 24Resultados obtidos na avaliacdo da linearidadeutaas analiticas para FB1 e FB2

Fumonisina  F 0} by s () s (b) R? tr
FB1 71 60799 7043 5106 638 0,999 117
FB2 58 41618 14644 2945 771 0,999 146

Fo,05; 2; 2= 19; 10,05: 19)= 2; ky: intercepto; & inclinagéo; s (§: desvio padréo do intercepto; s){lwlesvio padréo

da inclinacéo.

A Figura 20 mostra as curvas analiticas obtidas PB1 e FB2 com suas respectivas

curvas de limite de previsao.
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Figura 20 Curvas analiticas ajustadas pelo MMQP para FBRZd-suas respectivas curvas de limite de previsao.

4.7.3 Repetitividade, precisdo intermediaria e veracidade

A repetitividade foi avaliada em trés niveis deaanracao, que correspondem a 0,5, 1,0
e 1,5 vezes o LMR, como descrito no item 3.10.Brekisédo intermediaria foi avaliada repetindo
o procedimento descrito para repetitividade emdi&s diferentes.

As areas obtidas para os extratos de FB1 e FBadtamos foram substituidas nas

respectivas curvas analiticas para determinac@&omzentracido emg L2, que foi convertida a
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ug kgl. Com os valores das concentracdes pamkg?, calculou-se o RSD para estimar a

repetitividade e a precisao intermediaria (Tab2tas 26).

Os valores das concentragdes nos niveis 0,5, 1,8 eezes o LMR foram superiores a
500ug kgt, neste caso, o critério de aceitabilidade daidaetE/401/2006 (CE, 2006a) é que o
RSD para repetitividade seja menor ou igual a 2@4ra precisédo intermediéria menor ou igual
a 30%. Todos os resultados ficaram dentro do iritér

A veracidade do método foi avaliada através dgoR ¢omo descrito no item 3.10.3. Os
valores da R (%) calculados para cada dia, nosfvéss de concentracdo, e os valores médios
sdo apresentados na Tabelas 27 e 28. O critéacaitabilidade da veracidade segunda a diretiva
CE/401/2006 (CE, 2006a), para concentracbes supsrad 500ug kg, é que a R (%) fique
dentro da faixa de 70-110%. Apenas o nivel 0,5v&xR, no segundo dia, apresentou valores
de R (%) superiores a 110%. Entretanto, as recgipesameédias ficaram dentro da faixa
recomendada pela diretiva CE/401/2006 (CE, 2006a).
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Tabela 25Resultados obtidos na avaliacdo da repetitividideétodo

Fracao do

Dia LMR [FB1] média SDda[FB1] RSD [FB2] média SD da [FB2] RSD  [FB1+FB2] media  SD da [FB1+FB2] RSD
adicionada (M9 k9 (Hg kg) (%) (Mg kg?) (Mg kg (%) (Mg kgY) (Mg kg') (%)
0,5 1206 23 2 452 45 10 1658 68 4
10 1,0 1859 105 6 728 91 12 2587 191
1,5 2329 247 11 970 186 19 3299 433 13
0,5 1364 75 6 581 54 9 1945 129 7
20 1,0 1693 112 7 734 60 8 2428 170 7
1,5 2534 92 4 1080 58 5 3614 137 4
0,5 1227 37 3 509 39 8 1735 75 4
30 1,0 1625 28 2 689 12 2 2314 40 2
1,5 2153 192 9 855 22 3 3008 214 7
SD: Desvio padréo.
Tabela 26 Resultados obtidos na avaliagdo da precisao iet#ifma do método
Froca0 o [rB1jmédia SDda[FB1] RSD [FB2]média SDda[FB2] RSD  [FB1+FB2  SP  RsD
wdidonada BOKE) (hgke) 0 (okg)  (gke) 0 medamgkd) O 6
0,5 1253 78 6 506 65 13 1759 141
1,0 1726 130 8 717 59 8 2443 176
1,5 2362 225 10 982 140 14 3344 360 11
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Tabela 27Resultados obtidos na avaliacado de veracidadeétiodm

Dia Ng’gis [FB1lag-cn [FB2lac-cn [FBL1+FB2ha.cn [FBllace [FB2lacc [FB1+FB2Lac Rrst Rrez  Rersisrs2
LvMr (MO kd)  (Mgkg)  (Mgkg)  (Mgkd) (Mokd) (MOkd) (%) (%) (%)

0,5 653 267 920 705 320 1025 93 84 90
1° 1,0 1306 543 1849 1312 595 1907 100 91 97
15 1776 785 2560 2015 914 2929 88 86 87
0,5 793 393 1186 704 320 1024 113 123 116
2° 1,0 1122 547 1669 1308 594 1902 86 92 88
15 1962 892 2855 2016 915 2930 97 98 97
0,5 707 346 1054 702 318 1020 101 109 103
3° 1,0 1105 527 1633 1310 595 1904 84 89 86
15 1634 693 2327 2014 914 2928 81 76 80

adc: concentracdo adicionada calculada; ad-cnettragdo adicionada determinada experimentalmeat®sa
contaminagdo natural presente na amostra.

Tabela 28Resumo dos resultados de recuperacao para as tragées finais em cada nivel de
FB1 e FB2

Nivels dO [FBl]ad_cn [FBZ]ad—cn [FBl+FBZhd_Cn
Ree1(%) Repa (% ra(%
LMR (ugkgh)  (ngkdh) (ng kgh) re1(%) Res2(%)  Res1+re2(%)

0,5 718 336 1053 102 105 103
1,0 1178 539 1717 90 91 90
15 1791 790 2581 89 86 88

4.7.4 Limite de decisdo, capacidade de deteccéo e limé@ateteccao e quantificacédo

O CCGue a C@ paraFB1 e FB2 foram calculados a partir das curvaditéces preparadas

com a matriz de milho naturalmente contaminadatméssdias, como descrito no item 3.10.2.

Os valores de C4&; no nivel de concentracao zero (LD), estimadogrrmla Equacédo 10
foram 645ug kg para FB1 e 21Qg kg* para FB2. Os valores de g0 nivel de concentracdo
zero (LQ), estimados a partir da Equacao 11 fora2pg kg para FB1 e 24jdg kg* para FB2.

Os valores de C&Ce C@ foram altos devido a elevada contaminacao napuesiente na

amostra utilizada na construcdo das curvas araait8e for utilizada uma amostra com baixa
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contaminagcdo natural ou uma amostra branca, tda@egadiminuiriam proporcionalmente.
Entretanto, os valores de @€ C@ foram inferiores ao limite méximo de fumonisinarpgido
em amostra de milho (2000g kg'), assim o método € capaz de detectar e quantdisar

fumonisinas B1 e B2 abaixo do limite maximo acedtav

4.7.5 Estimativa da incerteza de medicéo

As concentracfes das FB1 e FB2 determinadas pefa analitica nos niveis 0, 0,5,1,0e 1,5
vezes 0 LMR, bem como suas respectivas incertextd@ combinadasid) e limite maximo

de incertezalymay Sa0 apresentadas na Tabela 29.

Tabela 29. Concentracfes das fumonisinas B1 e ®2ndimadas em milho, suas incertezas

combinadas e seus respectivos limite maximos detera

Nivel do FB1 FB2 FB1+FB2
LMR [FB1] Uc Umax | [FB2] W Umax | [FB1+FB2] W  Umax
NC 546 108 270 178 68 94 724 127 362
0,5 1253 186 298 506 141 116 1759 233 404
1,0 1726 260 330 717 192 139 2443 323 453
1,5 2361 372 383 982 281 172 3344 466 529

[FB] emug kg% uc empg kgt Umax calculado para as concentracdes obtidas nosigésliferentes; NC: amostra
naturalmente contaminada com concentracdes estinpada método da adicdo de padrao.

Analisando os resultados apresentados na Tabelabd®;se verificar que apenas FB2
nao atingiu completamente o critério estipuladaepoos valores de incerteza ndo diferiram
muito de tal critério. Os demais valores de in@at&em como os relacionados a soma de FB1 e
FB2 (valores que séo referenciados nas legislafidasam dentro do critério estabelecido. Deve-
se ressaltar que a incerteza € um dos mais impestgarametros metrolégicos para avaliar a
qualidade de um resultado, pois permite sua corp@areom outros resultados e com limites
legais estabelecidos (BRASIL, 2011a).

73



4.8 Expanséo de escopo do método

Os resultados obtidos na extensao de escopo estimidos nas Tabelas 30, 31 e 32.

Tabela 30Comparacao estatistica das curvas analiticas jdr& FB2 em diferentes matrizes

FB1
Matriz
testeF* bo s (ly) bh  s(h) R? LD LQ testet*
Canjica 4526 6610 527 12725 59 0,999941 33 39 292

Canjiquinha 216090023950 122 12141 831 0,999999900 102 29419
Milho de pipoca 625 24641 432 12995 127 0,999999701 107 3955

Salgadinho a

) 5848 1293 192 12782 202 0,99999917 10 2384
base de milho

_ FB2
Matriz

testeF*  bo s (ly) b s(b) R? LD LQ testet*
Canijica 2178 4547 367 28957 195 0,999983 12 16 550

Canjiquinha 9409 13000 1318 27014 542 0,999992 320 4 791
Milho de pipoca 6630 17642 649 28855 581 0,999996 34 38 1125

Salgadinho a

) 1661 1760 299 28618 385 0,999994 5 7 913
base de milho

*F critico para avaliacdo da heterocedasticidade:tl&ttico para avaliacdo da linearidade: 5,05.

Pelos resultados do testésnota-se que todas as curvas apresentaram compgotta
heterocedastico para as variancias em seus niisiddo™> Feritico €M todos 0s testes) e por isso
as regressoes foram feitas seguindo o MMQP. Oscaar@es de correlagdo encontram-se muito
proximos a unidade @R 0,99990 em todas as matrizes), sendo um dasaitholies de bom ajuste.
O testet executado de acordo com a Equacéo 8 mostrou nu@das as curvas, a concluséo foi

de linearidade atendida.

N&o houve outro procedimento para avaliacao dadpdsd de ajuste pois a ANOVA exige
homocedasticidade das variancias (NETO et al., P®bleste qui-quadrado fica comprometido

com um namero pequeno de replicatas em cada nivel.

Os valores obtidos para LD e LQ foram estimadoa pafva de calibracdo (6@ C(Q)
e mostram a boa sensibilidade do método em nivaiss maixos (LQ chegou a 39 pgkde FB1
em canjica e 7 pg Kgpara salgadinho a base de milho).
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Tabela 31Resultados de precisdo em termos de RSD% de rifidatile e da veracidade em

termos dos fatores de recuperacéo (R%) para azesaéivaliadas na extensao de escopo

Amostra de milho de pipoca

Nivel do FB1 FB2 FB1+FB2
LMR RSDY% R% RSD% R% RSD% R%
0,5 9 109 12 93 10 104
1,0 7 113 6 98 7 109
1,5 11 118 9 103 10 113
Amostra de canjiquinha
Nivel do FB1 FB2 FB1+FB2
LMR RSDY% R% RSD% R% RSD% R%
0,5 - 92 - 75 - 87
1,0 4 103 2 93 2 100
1,5 8 110 8 93 8 105
Amostra de canjica
Nivel do FB1 FB2 FB1+FB2
LMR RSD% R% RSD% R% RSD% R%
0,5 16 97 19 76 17 91
1,0 9 90 14 67 10 83
1,5 8 88 18 67 10 82
Amostra de salgadinho a base de milho
Fragcao do FB1 FB2 FB1+FB2
rggre(l :;a RSD% R% RSD% R% RSD% R%
0,5 44 94 55 74 47 88
1,0 1 76 4 59 1 71
1,5 47 63 50 50 48 59

Em termos de precisdo em condicbes de repetibdiddéodas as matrizes exceto
salgadinho a base de milho, apresentaram precis@troddo critério do Regulamento
CE/401/2006 (Tabela 31) em todos os niveis (RSID%, exceto para salgadinho a base de
milho). Durante o processo de eluicdo das fumoassita matriz de salgadinho a base de milho
houve problemas de entupimento dos cartucho edeluipito demorada pois a matriz mostrou-

se muito higroscopica e compactou-se muito noiorelo cartucho, mesmo néo se aplicando
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vacuo na etapa de construcdo dos cartuchos. Azysgliue este empecilho impactou na baixa

repetibilidade para essa matriz.

Ja em termos de veracidade, obtiveram-se algunwgpdevemente fora do critério
(recuperacdes entre 60 a 120% para amostras coosrder500 pg ke entre 70 a 110% para
concentragdes acima de 500 pgiheara FB1 ou FB2) para milho de pipoca, canjicageslinho
a base de milho (Tabela 31). Além do problema nomacia para as amostras de salgadinho a
base de milho, o numero de replicatas para as demaistras foi pequeno (2 amostras por nivel)
e os valores médios mostrados na Tabela 31 podesidtemal estimados. De qualquer forma,
mesmo com um numero reduzido de experimentos, haumaeboa concordancia dos resultados

obtidos com os critérios do Regulamento CE/401/2006

Em relacéo a estimativa da incerteza, a Tabelad2renque somente algumas incertezas
padrdo combinadas no nivel de contaminacdo nadasalmostras (NC) foram superiores ao
maximo estipulado. Neste nivel, FB2 néo atendetitério para milho de pipoca e canjiquinha,
ao passo que FB1 foi insatisfatorio somente pamfcea Como a amostra de salgadinho a base
de milho apresentou problemas de repetibilidadperasa-se que esta amostra ndo fosse se

adequequar aos critérios de incerteza. De fatooissieu para a maioria dos niveis avaliados.

A questdo mais importante € que no parametro deadegue consiste na soma das duas
fumonisinas, as amostras de milho de pipoca, @ejicanjiquinha atenderam bem ao critério,

assim como a amostra de milho.
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Tabela 32Resultados de incerteza padrdo combinada e sqectiess critérios (Way para

FB1, FB2 e soma destas nas matrizes avaliadagem@sér de escopo.

Amostra de milho de pipoca

Nivel do FB1 FB2 FB1+FB2
LMR [FB1] Umax | [FB2] W Umax | [FB1+FB2] W  Umax
NC 282 65 130 113 73 51 394 98 180
0,5 1050 151 367 410 132 175 1459 201 510
1,0 1765 275 614 694 228 269 2459 357 854
1,5 2664 416 924 1054 325 366 3718 528 1290
Amostra de canjiquinha
Nivel do FB1 FB2 FB1+FB2
LMR  [FB1] w Umax | [FB2] Umax | [FB1+FB2] &  Umax
NC 333 134 150 83 48 39 416 142 189
0,5 980 182 383 324 110 138 1304 212 456
1,0 1681 260 584 637 189 247 2318 321 806
1,5 2548 577 884 928 372 360 3476 687 1206
Amostra de canjica
Nivel do FB1 FB2 FB1+FB2
LMR  [FB1] w Umax | [FB2] Umax | [FB1+FB2] &  Umax
NC 57 35 29 17 8 9 73 36 38
0,5 745 148 289 261 97 111 1006 177 349
1,0 1235 181 428 411 153 175 1647 237 571
1,5 1832 258 635 629 241 244 2462 353 853
Amostra de salgadinho a base de milho
Fracao do FB1 FB2 FB1+FB2
nivel de
referéncia [FB1] Uc Umax | [FB2] Ue Umax | [FB1+FB2] &  Umax
NC 16 22 8 7 7 4 23 23 12
0,5 348 159 148 126 79 53 474 178 201
1,0 515 65 199 180 61 77 695 89 269
1,5 656 315 254 237 140 100 892 344 346
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho foi desenvolvido e validado um métoara determinacdo de FB1 e FB2
em milho empregando a MSPD para extracao e pwéaa uso da MSPD traz como vantagens:
a eliminacdo de etapas prévias de solubilizacad@daktos, sendo necesséaria apenas a moagem
dos graos; o uso de uma massa reduzida de ambgjaf(ente aos demais métodos; o uso de
volume reduzido de solventes orgéanicos; a realzagiextracdo e purificagdo em uma unica
etapa. A técnica HPLC-MS/MS tem sido amplamenteritasna literatura para monitoramento
de micotoxinas, e neste trabalho, também foi engul@gara a quantificacdo das fumonisinas B1
e B2. O uso da HPLC-MS/MS permitiu a identificacam elevada confiabilidade de FB1 e FB2,
utilizando uma ampla faixa de trabalho, com lingade adequada e elevada sensibilidade.

A otimizacdo do procedimento de extracdo e pughoafoi realizada por meio de
planejamentos de experimentos, sendo utilizadptogjamentos fatoriais fracionario, completo
e 0 planejamento Box-Behnken. A otimizacdo multa@da permitiu a obtencdo de dados de
forma concisa e organizada, o que facilitou a dgfim da sequéncia de experimentos e da

condicao otima.

O método validado fornecel? Rhaiores que 0,999 e valores detperiores ao valor
critico, indicando que o ajuste linear das cunredificas foi adequado. A precisdo foi avaliada
através da repetitividade e da precisdo intermiegi@mbas em trés niveis de concentragdo. O
maior valor do RSRya-dia foi 19% para FB2 e do RSRrdia fOi 14% também para FB2. A
veracidade foi avaliada através da R (%) em tngsside concentracdo. Os valores meédios de R
(%) ficaram na faixa de 81-113% para FB1 e 76-1pa% FB2. O valor do QLD foi de 645
ug kg! para FB1 e 21Rg kg? para FB2. O valor da ILQ foi de 752ug kg?! para FB1 e 247
ug kgl para FB2. Os valores de G@LD e CQ/LQ foram considerados adequados para
determinacdo dessas fumonisinas em milho, uma vezogLMR para FB1+FB2 é 200y
kgl. A incerteza de medicdo também foi estimada, denando as fontes advindas da curva
analitica e de cada etapa do preparo de amostnaaiér parte dos valores de apresentam
conformidade com a legislacdo, pois mantiveram aoraeordancia com o limite maximo de

incerteza permitido khx.

78



Em relacdo a extensédo de escopo, pode-se dizeasgaenostras de milho de pipoca,
canjica e canjiquinha apresentaram um bom deserapantiermos dos parametros de validagéo
avaliados. A amostra de salgadinho a base milh@mb&ave desempenho favoravel e acredita-se
gue os problemas experimentais com esse tipo dsteniimpactaram muito nos resultados finais.
Cabe um trabalho de avaliacdo mais rigoroso pashtse confiabilidade nos resultados com essa

amostra.
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