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RESUMO

DETERMINACAO DE MICOTOXINAS POR UPLC-MS/MS EM GRAOS
ARMAZENADOS SOB CONDICOES DE TEMPERATURA E ATMOSFERA
CONTROLADA

AUTORA: Maria da Graca Pereira Nunes
ORIENTADORA: Profa. lonara Regina Pizzutti

Este trabalho teve como objetivos desenvolver e validar métodos analiticos para
a determinacdo de micotoxinas em gréos de feijdo, milho e soja empregando
UPLC-MS/MS e avaliar a ocorréncia de micotoxinas em amostras desses graos
apos seis meses de armazenamento em atmosfera controlada. A extracdo das
micotoxinas foi realizada com o método QUEChERS, o qual foi otimizado de
forma que o maior numero de micotoxinas fosse extraido com recuperacdes
entre 70 e 120% e RSD < 20%. Posteriormente, os métodos foram validados
para as matrizes feijdo e soja com base em trés documentos orientativos. As
amostras (5 g) foram extraidas com 10 mL de acetonitrila contendo 1% de &cido
férmico para feijao e milho, e 5% de &cido férmico para soja, seguido de particdo
com MgSOs e diluicdo do extrato 1:1 (v/v) com metanol diretamente em vial.
Foram analisadas amostras submetidas a 15 tratamentos em atmosfera
controlada para quatro cultivares de feijao (Fepagro 26, Garapia, Caupi branco
e Caupi vermelho), quatro cultivares de soja (Brasmax Ultra IPRO, Brasmax
Desafio RR, Brasmax Bonus IPRO e Tec IRGA 6070) e 6 tratamentos para milho.
Os tratamentos foram realizados em trés faixas de temperatura (20, 25 e 30 °C)
e em atmosfera com controle das pressdes parciais de Oz e CO2. Nao houve
ocorréncia de micotoxinas nos cultivares feijdo Caupi branco e vermelho, e nos
cultivares de soja Brasmax Desafio RR e Brasmax Ultra IPRO. Nos demais
cultivares de feijao e soja detectou-se a presenca de aflatoxina B1 (AF B1). Para
os cultivares Fepagro 26 e Garapia, ndo foram detectadas micotoxinas nos gréos
armazenados em temperaturas < 20 °C. Para os cultivares Brasmax Bonus IPRO
e Tec IRGA, detectou-se a presenca de AF B1 em todas amostras estudadas,
indicando que as condi¢cfes de armazenamento ndo foram efetivas para impedir
a contaminacgdo das amostras. Nas amostras de milho detectou-se a presenca
das micotoxinas AF B1, fumonisinas B1 e B2 (FM B1 e FM B2, respectivamente)
sendo que FM B1 néo foi detectada no armazenamento dos gréos com teor de
umidade 14%, a 30 °C e em atmosfera ambiente.

Palavras-chave: micotoxinas; QUEChERS; cromatografia liquida; espectrometria de
massas; feijao; milho; soja; atmosfera controlada.



ABSTRACT

DETERMINATION OF MYCOTOXINS BY UPLC-MS/MS IN GRAINS STORED
UNDER TEMPERATURE AND CONTROLLED ATMOSPHERE

Author: Maria da Graga Pereira Nunes
Advisor: Profa. lonara Regina Pizzutti

This work aimed to develop and validate analytical methods for the determination
of mycotoxins in beans, corn and soybean using UPLC-MS/MS and to evaluate
the occurrence of mycotoxins in samples of these grains after six months of
storage under controlled atmosphere. The extraction of mycotoxins was
performed using the QUEChERS method, which was optimized so that the
highest number of mycotoxins were extracted with recoveries between 70 and
120% and RSD < 20%. Subsequently, the optimized methods were validated for
beans and soybeans based on three guidance documents. Samples (5 g) were
extracted with 10 mL of acetonitrile containing 1% formic acid for beans and
maize, and 5% formic acid for soybean, followed by partitioning with MgSO4 and
diluting the extract 1: 1 (v / v) with methanol directly into vial. Samples submitted
to 15 controlled atmosphere treatments for four bean cultivars (Fepagro 26,
Garapia, Cowpea white and red beans), four soybean cultivars (Brasmax Ultra
IPRO, Brasmax Desafio RR, Brasmax Bonus IPRO and Tec IRGA 6070) were
analyzed and 6 treatments for maize. Treatments were carried out at three
temperature (20, 25 and 30 °C) and at atmosphere with control of the partial
pressures of Oz and COz2. There was no occurrence of mycotoxins in the cultivars
Cowpea white and red beans, and soybean cultivars Brasmax Desafio RR and
Brasmax Ultra IPRO. Aflatoxin B1 (AF B1) was detected in the other bean and
soybean cultivars. For the cultivars Fepagro 26 and Garapia, no mycotoxins were
detected in the grains stored at temperatures < 20 °C. For the cultivars Brasmax
Bonus IPRO and Tec IRGA, AF Bl was detected in all the studied samples,
indicating that the storage conditions were not effective to prevent the
contamination of the samples. AF B1, fumonisins B1 and B2 (FM B1 and FM B2,
respectively) were detected in all maize samples, although FM B1 was not
detected in grain stored with moisture content at 14% at 30 °C and ambient
atmosphere.

Keywords: mycotoxins; QUEChERS; liquid chromatography; mass spectrometry;
beans; maize; soybeans; controlled atmosphere.
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1 INTRODUCAO

O avanco na ciéncia e tecnologia proporcionaram melhores condicdes e
forneceram mais conhecimento para que melhorias no plantio pudessem colocar o

Brasil entre os primeiros lugares na produgdo mundial de graos.

Dentre as culturas mais produzidas no Brasil encontram-se a soja (336,7
milhdes de toneladas produzidas em 2018), milho (26,8 milhGes de toneladas
produzidas na safra 2017/18) e feijao (3,1 milhdes de toneladas).

Embora o constante investimento no setor agricola tenha colocado o Brasil
entre os primeiros lugares no ranking de maiores produtores do mundo (segundo lugar
para a producao de soja e terceiro lugar para a producdo de milho e feijao), pouco
avanco e investimento tem sido feito na etapa de armazenamento dos graos. Investir
em estruturas e condi¢cdes adequadas para um armazenamento seguro, por longos
periodos, poderia permitir aos produtores a comercializacdo em épocas de baixa

demanda, o que valorizaria o0 produto e aumentaria o lucro dos produtores.

Mesmo apdés a colheita e secagem, os graos armazenados estdo sujeitos as
condicbes ambientais do local de armazenamento, como a presenca de insetos e
infeccdo de fungos. As principais causas de perdas de safras apds a colheita séo
relacionadas a degradacdo do produto pela acdo de fungos, que deterioram e
contaminam 0s grdos com micotoxinas, substancias toxicas para animais e seres

humanos.

O sistema convencional de armazenamento de grdos vem aos poucos dando
lugar aos sistemas herméticos, que se mostraram uma alternativa segura e eficaz para
combater o crescimento de fungos e insetos durante o armazenamento de gréos

secos, evitando a contaminacéo e perdas por deterioracao.

Durante o armazenamento em sistemas herméticos, em camaras ou silos
plasticos selados, a propria respiracdo dos grdos consome 0 oxigénio e produz o
aumento na concentracdo de gas carbodnico, produzindo uma atmosfera modificada
que dificulta a infeccdo de fungos, cujo crescimento e producdo de micotoxinas sao,

guase em sua maioria, essencialmente aerobicos.
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Embora o uso de atmosfera modificada e atmosfera controlada no
armazenamento de gréos ja venha sendo estudado hd mais de 30 anos, maiores
detalhes sobre a producdo de micotoxinas em diferentes condicbes de
armazenamento (concentracdo de gases da atmosfera e temperaturas) devem ser
obtidos através de estudos, para que as melhores condi¢cdes possam ser identificadas
para o armazenamento de gréos tdo importantes economicamente, como soja, milho

e feijao.

Além do armazenamento seguro de gréos, também devem estar disponiveis
meétodos capazes de extrair micotoxinas de matrizes complexas, como os graos de
soja, milho e feijao, por exemplo. O uso de métodos de extracdo como QUEChERS,
por exemplo, permite extrair de forma rapida e relativamente barata uma grande
variedade de substancias em matrizes complexas. Além disso, o acoplamento da
técnica de separacado por cromatografia liquida de alta eficiéncia com a deteccédo por
espectrometria de massas fornece métodos sensiveis, seletivos, precisos e exatos

para a identificacédo e quantificagcdo de micotoxinas em diversas matrizes.

O desenvolvimento de métodos com limites de deteccao cada vez menores e
mais seletivos para a identificacdo inequivoca de micotoxinas € muito importante,
considerando a alta toxicidade apresentada por muitas dessas substancias presentes
em graos destinados a alimentacdo animal e humana, e a necessidade de se obter
condi¢cOes adequadas para a deteccao desses contaminantes em concentragdes cada

vais mais baixas.
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1.10BJETIVOS

1.1.1 Objetivos Gerais

Este trabalho teve como objetivo desenvolver e validar métodos para
determinacdo de micotoxinas em feijdo, milho e soja, e posteriormente avaliar a
ocorréncia de micotoxinas nesses graos armazenados sob condi¢cdes de temperatura

e atmosfera controlada.

1.1.2 Obijetivos especificos

¢ Desenvolvimento, otimizacao e validacdo de métodos analiticos para:
- Determinacéo de micotoxinas em graos de feijao e milho;

- Determinacéo de micotoxina em graos de soja.

e Avaliar a ocorréncia de micotoxinas em:

- Graos de soja cultivares Brasmax Bénus IPRO, Brasmax Ultra IPRO,
Brasmax Desafio RR e Tec IRGA 6070 ap0s seis meses de armazenamento em 15
condi¢des de atmosfera controlada;

- Gréos de feijao cultivares Fepagro 26 (feijdo preto), Garapia (feijao
carioca), Caupi (branco) e Caupi (vermelho) apos seis meses de armazenamento em
15 condicBes de atmosfera controlada;

- Graos de milho apds seis meses de armazenamento em 6 condi¢des de

atmosfera controlada.

e Avaliar o efeito da temperatura e condicbes de atmosfera controlada sobre

a ocorréncia de micotoxinas nos graos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1PRODUCAO DE GRAOS NO BRASIL

2.1.1 Soja

A soja (Glycine max) € uma espécie leguminosa rica em proteinas (35 — 40%)
e lipideos (17 — 22%) e € uma das mais importantes culturas na economia mundial.
Seu ciclo anual tem duracao entre 90 e 160 dias e seus grédos sdo muito usados na
indUstria para a fabricacéo de Oleo vegetal, racdo para alimentacdo animal e produtos
derivados para alimentacdo humana (COELHO, 2017; FREITAS, 2011).

Acredita-se que a soja tenha sido introduzida na agricultura hd mais de 5000
anos, originando-se sua domesticacdo na China. Apenas no século XVI chegou ao
ocidente gracas as navegacOes europeias, e em 1822 foi introduzida no
experimentalmente no Brasil, na Bahia. A distribuicdo de sementes e o cultivo
propriamente dito ocorreram em 1901, em S&o Paulo, chegando ao Rio Grande do
Sul em 1914 e difundida para o restante do pais na década de 1970 (COELHO, 2017).

Gracas aos avancos cientificos e disponibilizacdo de tecnologias no setor
produtivo, como desenvolvimento de cultivares especificos adequados para o clima
de cada regido, a ampliacdo das areas plantadas, producao e produtividade da soja
pode ser ampliada no Brasil desde o inicio do seu cultivo (COELHO, 2017; FREITAS,
2011).

De acordo com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA),
o Brasil ocupa atualmente o segundo lugar no ranking de producdo mundial e o
primeiro lugar em exportacdo da cultura. Dados de maio de 2018 mostram que a
producdo mundial de soja ficou proxima de 336,7 milhdes de toneladas, sendo os
Estados Unidos os maiores produtores da cultura, com pouco mais de 36 milhdes de
hectares plantados e produgédo de aproximadamente 119,5 milhdes de toneladas.
Dados da mesma época mostram o Brasil em segundo lugar, com 35,1 milhdes de

hectares plantados e producdo de aproximadamente 117 milhdes de toneladas. A
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produtividade de soja no Brasil, no entanto, foi um pouco maior do que nos Estados
Unidos, com 3333 kg/ha contra 3299 kg/ha do maior produtor mundial da cultura
(EMBRAPA, 2018). Além dos Estados Unidos e Brasil, outros grandes produtores de
soja no mundo s&o Argentina, China, india e Paraguai que, juntos, S&o responsaveis
por 92% da producdo mundial de soja (COELHO, 2017).

O levantamento feito em maio de 2018 e divulgado pela EMBRAPA mostrou
que o maior produtor de soja no Brasil € o estado do Mato Grosso, com 9,5 milhdes
de hectares plantados e producdo de aproximadamente 32 milhdes de toneladas,
seguido do Parana (5,4 milhdes de hectares e 19 milhdes de toneladas) e Rio Grande
do Sul (5,7 milhdes de hectares e aproximadamente 17 milhdes de toneladas)
(EMBRAPA, 2018).

Além disso, a maior parte da producdo brasileira de soja € destinada a
exportacdo, tendo sido exportados 68,1 milhdes de toneladas, e 59 milhdes de

toneladas foram destinadas ao consumo interno (EMBRAPA, 2018).

De acordo com levantamento feito em janeiro de 2019 pela Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB) e divulgado pela Federacédo das Industrias do
Estado de S&o Paulo (FIESP), estima-se um crescimento de 1,7% na area plantada e
reducdo de 0,4% na producdo da cultura no Brasil para a safra 2018/19 quando
comparada a safra anterior (FIESP, 2018).

O periodo de semeadura da soja ocorre, geralmente, entre meados de outubro
e novembro, podendo ter alguma variacdo dependendo do cultivar e da regido de
plantio. Em geral, a época ideal para a semeadura € no inicio das chuvas, o que pode
variar de acordo com a regido. A escolha do cultivar adequado a cada regido é muito
importante para garantir alta produtividade. No presente trabalho foram utilizadas
sementes dos cultivares Brasmax Ultra IPRO, Brasmax Bo6nus IPRO, Brasmax

Desafio RR e Tec IRGA 6070, pois sdo cultivares muito plantados atualmente.

Os cultivares Brasmax séo adaptados para o cerrado brasileiro, regido de clima
tropical sazonal caracterizado por inverno seco e verdo chuvoso. Brasmax Ultra IPRO
€ adaptado principalmente para cultivo Mato Grosso e algumas microrregides de
Tocantins. O cultivar Brasmax Bonus IPRO também é adaptado principalmente para

cultivo no Mato Grosso, além da regido centro-oeste e norte de Goias, norte e sul de
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Tocantins e areas irrigadas da regido oeste da Bahia. O cultivar Brasmax Desafio RR,
da mesma forma que os outros dois cultivares, é adaptado para cultivo no Mato
Grosso, centro-oeste e norte de Goias e algumas regifes do Tocantins (BRASMAX
GENETICA).

Ja o cultivar Tec IRGA 6070, desenvolvido através de uma parceria entre o
Instituto Rio Grandense do Arroz (IRGA) com a Bayer, tem excelente tolerancia ao
excesso hidrico e é indicado para rotagdo de culturas em areas de plantio de arroz
irrigado. E bem adaptado para o plantio na regi&o centro-sul do pais. O plantio € feito
preferencialmente entre meados de outubro e novembro no Mato Grosso do Sul, e
pode ser estendido até meados de dezembro nos estados do Rio Grande do Sul,
Santa Catarina, Parana e S&o Paulo (IRGA, 2017).

2.1.2 Milho

O milho (Zea mays) € considerado um cereal, cuja definicdo agrupa qualquer
semente comestivel que pode ser utilizado como alimento, assim como arroz, trigo e
centeio (COELHO, 2017). E uma excelente fonte de energia para o organismo, o que
€ devido a alta concentracao de carboidratos, além de ser rico em vitaminas, proteinas
e lipideos (COELHO, 2017).

O milho € originario da regido do México e seu consumo teve inicio estimado
de 5000 a.C. A chegada dos europeus a América expandiu o cultivo e consumo da
cultura pelo mundo, e atualmente é cultivado em todos os continentes (COELHO,
2017).

A cultura do milho é uma das mais importantes no cenario mundial, pois a
elevada concentracdo de carboidratos nos gréaos faz desse cereal a principal fonte de
energia na alimentacdo animal (especialmente aves e suinos), além de ser uma
importante matriz energética na producéo de biocombustiveis como o etanol. E o gréo
mais produzido no mundo, sendo responsavel por 42% de todos os graos produzidos.
No Brasil, o milho é o segundo grdo mais produzido e é fundamental para a rotagéo

de cultura, principalmente no bindbmio soja-milho (CONAB, 2017).
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O milho é uma espécie de facil plantio e colheita, sendo cultivado em duas
safras: a principal, no verdo, e a segunda, no inverno, comumente denominada
“safrinha”. Atualmente, o Brasil € o terceiro maior produtor mundial de milho, sendo
gue Estados Unidos e China ocupam o primeiro e segundo lugar, respectivamente
(COELHO, 2017).

De acordo com a CONAB (2019), a regiao Sul foi a maior produtora de milho
na primeira safra de 2017/18, com pouco mais de 10,2 milhdes de toneladas
produzidas, seguida da regido Sudeste (7,7 milhdes de toneladas) e Nordeste (5,6
milhdes de toneladas). A producao total de milho na primeira safra de 2017/18 foi de
aproximadamente 26,8 milhdes de toneladas, produzidas em pouco mais de 5 milhdes
de hectares. Para a primeira safra de 2018/19 esta previsto um aumento de 0,1% na
area plantada e 2,4% na producéao.

J4 a segunda safra de 2017/18 totalizou quase 54 milhdes de toneladas
produzidas em 11,5 milhdes de hectares, sendo a regido Centro-Oeste a principal
produtora de milho nessa safra (pouco mais de 39 milhdes de toneladas), seguida da
regido Sul (quase 9 milhdes de toneladas) e da regido Sudeste (cerca de 3,4 milhdes
de toneladas). De acordo com a CONAB (2019), h4 uma estimativa de aumentar a

producdo de milho na segunda safra de 2018/19 em 18,1%.

2.1.3 Feijao

O feijao (Phaseolus vulgaris) € uma leguminosa conhecida desde a Grécia
antiga e Egito, com relatos historicos de 1000 a.C. E uma importante fonte de energia,
pois é rica em carboidratos e proteinas e tem baixo teor de lipideos. O feijdo tem papel
importante na dieta alimentar da populacdo brasileira, além de importante papel
econdbmico dos pequenos produtores, principal origem do produto no pais (CONAB,
2017).

No Brasil sdo conhecidas 14 variedades de feijao, sendo mais conhecidos o
feijdo carioca, feijao preto, feijao caupi e o feijao tipo cores (branco, vermelho, roxo).
O feijao adapta-se facilmente as diversas condi¢cdes do solo e clima, o que permite

cultiva-lo de forma isolada, em consoércio ou intercalado (COELHO, 2017).



24

O feijéo é cultivado em trés safras anuais, sendo a primeira entre novembro e
abril (safra das aguas) e concentra-se nas regides Sul, Sudeste e nos estados de
Goias, Piaui e Bahia. A segunda safra, chamada de safra das secas, tem colheita
entre abril e julho e é concentrada nas regides Norte, Nordeste e nos estados do Mato
Grosso, Rondénia e Goias. Por fim, a colheita da terceira safra (safra de inverno)
ocorre entre julho e outubro e é concentrada em Minas Gerais, Goias, Sao Paulo,
Bahia, Para, Pernambuco e Alagoas (COELHO, 2017).

Os maiores produtores mundiais de feijdo sdo Myanmar, india, Brasil, Estados
Unidos, México e Tanzania, e apesar de serem amplas as condi¢cdes de producéo, os
valores comerciais e nutricionais sdo rapidamente depreciados apds a colheita
(COELHO, 2017; CONAB, 2017).

O feijdo tem pouca importancia mundial e toda a producéo brasileira é
destinada ao consumo interno, sendo que o pais ainda importa feijdo preto da

Argentina para suprir a demanda (CONAB, 2017).

No Mercosul, o Brasil € o maior produtor e consumidor de feijao, participando

com 90% na producado e consumo da cultura, seguido da Argentina.

A producdo de feijdo comum preto e do feijdo caupi ndo € distribuida
uniformemente nos trés periodos e colheita. De acordo com a CONAB (2017) a
producdo de feijdo comum preto na primeira, segunda e terceira safras foram,
respectivamente, 317,5 milhdes de toneladas, 187 milhdes de toneladas e 6,5 milhdes
de toneladas. Ja para o feijao caupi, a producao foi, respectivamente, 211 milhdes de

toneladas, 439,6 milhdes de toneladas e 74,5 milhdes de toneladas.

A producéo de feijdo comum preto no Brasil, na primeira safra 2017/18, foi
aproximadamente 291 mil toneladas, sendo a regido Sul a maior produtora, com 287,6
mil toneladas, seguida da regido Sudeste (8,3 mil toneladas) e Centro-Oeste (2,3 mil
toneladas). A segunda safra 2017/18 produziu quase 180 mil toneladas, com a regiao
Sul sendo a maior produtora. J4 a producao de feijdo comum preto na terceira safra
2017/18 foi de apenas 11,6 mil toneladas, tendo a regido Nordeste como a principal
produtora da cultura nessa época (10,8 mil toneladas). A producéo total de feijao
comum preto no Brasil, na safra 2017/18, foi de aproximadamente 490 mil de

toneladas. A estimativa da CONAB (2019) para a producgéo de feijao comum preto na
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primeira, segunda e terceira safras 2018/19 € de 2,4%, 8,7% e 0,9%, respectivamente,
e na producao total 0,6%.

Para o feijdo caupi, a producdo da primeira safra 2017/18 foi 184,4 mil
toneladas, sendo a regido Nordeste a maior produtora, com 166,1 mil toneladas,
seguida da regido Centro-Oeste (7,7 mil toneladas) e Sudeste (7,6 mil toneladas). A
segunda safra 2017/18 produziu quase 556 mil toneladas, com a regido Nordeste
sendo a maior produtora (289,5 mil toneladas). Ja a producéo de feijdo caupi na
terceira safra 2017/18 foi de 46,5 mil toneladas, tendo a regido Norte como a principal
produtora da cultura nessa época (36,2 mil toneladas). A producéo total de feijao caupi
na safra 2017/18 foi de aproximadamente 787 mil de toneladas. De acordo com a
CONAB (2019), estima-se um aumento de 9,4%, 2,7% e 13,8% na producéo de feijao
caupi para a primeira, segunda e terceira safra 2018/19, respectivamente, e 0,5% para

a producéo total.

A producdo total de feijao no Brasil, considerando todas as variedades e as trés
safras 2017/18 foi de pouco mais de 3,1 milhdes de toneladas, sendo estimado um
aumento de 0,6% para a safra 2018/19 (CONAB, 2019).

2.2CONTAMINANTES COMUNS EM GRAOS

2.2.1 Fungos

Fungos filamentosos, como os mofos e bolores, sdo organismos multicelulares,
eucariontes e heterotroficos, pertencentes ao reino Fungi. S&o organismos
importantes no contexto ecolégico pois sdo importantes decompositores, e sao
economicamente importantes na medicina e industria. Por outro lado, algumas
espécies de fungos podem surgir em alimentos e deteriorar os mesmos, causando
problemas de saude (VECCHIA e CASTILHO-FORTES, 2007).

Os fungos se alimentam de metabdlitos primarios como acidos nucléicos,
carboidratos, proteinas e lipideos, essenciais para o crescimento desses organismos.

Na fase final de crescimento, os fungos eliminam essas substancias na forma de
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metabdlitos secundérios, que sdo inofensivos para o préprio fungo mas podem causar
toxicidade as plantas, animais ou bactérias (CASTILLO et al., 2009; VECCHIA e
CASTILHO-FORTES, 2007).

Os metabdlitos secundarios sdo denominados antibioticos quando sao nocivos
apenas as bactérias, e micotoxinas quando sdo nocivas aos seres vertebrados,
incluindo os seres humanos (RICHARD et al., 2003). Uma revisdo mais completa

sobre micotoxinas sera abordada posteriormente.

Os principais géneros de fungos produtores de micotoxinas sdo Aspergillus,
Fusarium e Penicillium, que podem contaminar as mais diversas variedades de graos,
podendo estar presentes no solo, durante o plantio, colheita, secagem, transporte e
armazenamento (ISMAIEL e PAPENBROCK, 2015; VECCHIA e CASTILHO-
FORTES, 2007). As diferentes espécies de Fusarium sdo classificadas como fungos
de campo e atingem muitas variedades de grdos durante o plantio, enquanto as
espécies de Aspergillus e Penicilium sao classificadas como fungos de
armazenamento, cuja proliferacdo ocorre na etapa de armazenamento dos graos
(ISMAIEL e PAPENBROCK, 2015).

2.2.1.1 Fatores que influenciam o crescimento fungico e producao de micotoxinas

A colonizacdo e o crescimento dos fungos dependem de vérios fatores, como
composicdo do substrato, temperatura, teor de umidade dos graos, atividade de agua,
umidade relativa do ar e pH. Atividade de agua (aw, do inglés activity of water) é
definida como a agua livre presente nos espacos intercelulares do alimento e que esta
disponivel para interagdo com microrganismos e para reacdes enzimaticas. (LABUZA
et al.,, 1970). A aw € determinada pela relacdo entre a pressdo de vapor da agua
presente no alimento e a pressao de vapor da agua pura na mesma temperatura, e
nao pode ser relacionada com o teor de umidade dos gréos, expresso em
porcentagem, mas sim deve ser medida para cada tipo de alimento (LABUZA et al.,
1970).
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Além disso, fatores estressantes como ataque de insetos, periodos de seca,
pouca fertilizagdo e competicdo com outras culturas também podem favorecer o
crescimento de fungos produtores de micotoxinas (VECCHIA e CASTILHO-FORTES,
2007).

As condicbes que favorecem o crescimento dos fungos nao sao
obrigatoriamente as mesmas condigcbes necessarias para a producdo das
micotoxinas, e cada classe de fungos apresenta condigcbes especificas para

crescimento e producdo de micotoxinas.

2.2.1.2 Condicdes especificas de crescimento fungico e producdo de micotoxinas

2.2.1.2.1 Fungos do género Fusarium e micotoxinas relacionadas

A espécie mais amplamente distribuida de Fusarium é a F. graminearum, cujo
crescimento 6timo esta situado na faixa de temperatura entre 24 e 26 °C e aw 0,90. O
efeito do pH no crescimento desta espécie depende da temperatura: pH em torno de
2,4 quando a temperatura € em torno de 30 °C e 3,0 em temperatura 25 e 37 °C. F.
graminearum produz as micotoxinas deoxinivalenol, nivalenol e zearalenona nas
mesmas condi¢des do crescimento fungico (SWEENEY e DOBSON, 1998).

Outra espécie conhecida dessa classe é a F. sporotrichioides, cujo crescimento
O0timo ocorre em temperatura entre 22,5 e 27,5 °C. As temperaturas minimas e
maximas cujo crescimento desse fungo foi registrado foram, respectivamente, -2 e 35
°C. Essa espécie é responsavel pela producdo das micotoxinas T-2, deoxinivalenol,
nivalenol e zearalenona, no entanto, as condicbes nas quais essas micotoxinas sao
produzidas sao pouco conhecidas (SWEENEY e DOBSON, 1998).

A espécie F. culmorum também produz deoxinivalenol e é capaz de crescer em
temperaturas de até 0 °C, sendo o crescimento 6timo em 21 °C e maximo em 31 °C.
Em temperaturas acima de 25 °C essa espécie também € capaz de produzir
zearalenona (SWEENEY e DOBSON, 1998).
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F. moniliforme (sinbnimo F. verticillioides), responsavel pela producdo de
fumonisina B1, tem um étimo crescimento na faixa de temperatura entre 22,5 e 27,5
°C. Crescimento fungico ja foi registrado em temperaturas mais baixas (entre 2 e 5 °C)
e mais altas (entre 32 e 37 °C). A atividade de dgua minima para o crescimento desse
fungo € 0,92, e ndo ha producéo de micotoxinas quando awabaixo de 0,86 (SWEENEY
e DOBSON, 1998). Essa espécie de fungo também é capaz de produzir zearalenona
(NEME e MOHAMMED, 2017).

A espécie F. proliferatum tem um perfil de crescimento semelhante a F.
moniliforme e é a maior produtora das fumonisinas B1, B2 e B3. Para F. proliferatum,
a producédo de toxinas € maior a 25 °C do que 30 °C e estas podem ser produzidas
com ayentre 0,92 e 0,97. A producéo de fumonisinas por espécies de Fusarium parece
ser melhorada em condi¢des de crescimento anaerdbicas (SWEENEY e DOBSON,
1998).

2.2.1.2.2 Fungos do género Aspergillus e micotoxinas relacionadas

Diversas espécies de fungos Aspergillus sdo responsaveis pela producédo de
micotoxinas durante o armazenamento de graos, como as aflatoxinas e ocratoxinas
(SWEENEY e DOBSON, 1998).

As espécies A. flavus e A. parasiticus apresentam padrbes de crescimento
semelhantes. Ambas as espécies crescem em temperaturas entre 10 e 12 °C até 42
e 43 °C, sendo a faixa 6tima para o crescimento entre 32 e 33 °C. O teor de 4gua nos
graos (representado por aw, referente a atividade de dgua) minimo necessario para o
crescimento desses fungos é menor que 0,80 para A. flavus e 0,84 para A. parasiticus,
sendo aw6timo igual a 0,99. Ambas as espécies podem crescer em pH entre 2,1 e
11,2, sendo a faixa 6tima entre 3,5 e 8,0 (SWEENEY e DOBSON, 1998).

Ambas as espécies A. flavus e A. parasiticus sdo responsaveis pela producéo
das aflatoxinas. A. parasiticus é responsavel pela producdo das aflatoxinas G e B,
porém, quando isolada de outras espécies, produz aflatoxinas em concentragcdes mais
elevadas (SWEENEY e DOBSON, 1998). J4 a espécie A. flavus produz apenas
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aflatoxinas B, e apresenta grande porcentagem de cepas néo-toxigénicas, ou seja,
cepas que nao produzem micotoxinas (SWEENEY e DOBSON, 1998).

As aflatoxinas séo produzidas em temperaturas entre 12 e 40 °C, na faixa de
pH entre 3,5 e 8,0 com pH 6timo proximo a 6,0. Ja a faixa de aw para a producéo
dessas micotoxinas estd entre 0,95 e 0,99, com aw minimo de 0,82 (SWEENEY e
DOBSON, 1998).

Diferentemente das espécies A. flavus e A. parasiticus, a espécie A. ochraceus
tem o crescimento mais lento. A faixa de temperatura para crescimento dessa espécie
esta situada entre 8 e 37 °C, com temperatura 6tima entre 24 e 37 °C. A. ochraceus
cresce em pH entre 3 e 10, e o crescimento € minimo em pH 2,2. Essa espécie nao
exige alto teor de &gua no substrato, sendo suficiente aw menor que 0,77. J4 a
producado de ocratoxina A pela espécie A. ochraceus ocorre em temperatura entre 12
e 37 °C, com temperatura 6tima 31 °C e aw tdo baixa quanto 0,80 (SWEENEY e
DOBSON, 1998).

2.2.1.2.3 Fungos do género Penicillium e micotoxinas relacionadas

A espécie P. verrucosum cresce em temperaturas entre 0 e 31 °C, sendo a
temperatura 6tima em torno de 20 °C. E uma espécie de fungo adaptada a climas
secos, sendo capaz de crescer em aw em torno de 0,80. A faixa de pH para
crescimento desse fungo esta situada entre 2,1 e 10,0, sendo a faixa 6tima entre 6,0
e 7,0. A ocratoxina A produzida por essa espécie em toda a faixa de temperatura do
crescimento fungico, tendo a producdo 6tima em 20 °C. Niveis significantes dessa
micotoxina sdo produzidos em 4 °C e aw tdo baixo quanto 0,86 (SWEENEY e
DOBSON, 1998).

Outra espécie de Penicillium €& a P. citrinum, que cresce em faixa de
temperatura entre 5 e 40 °C, com faixa de temperatura 6tima para crescimento entre
26 e 30 °C. A faixa de pH para crescimento desse fungo entre 2 e 10, sendo a faixa
otima entre 5,0 e 7,0. A atividade de agua minima para crescimento dessa espécie

esta entre 0,80 e 0,84. P. citrinum produz a micotoxina citrinina em temperaturas entre
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15 e 37 °C, sendo 30 °C a temperatura 6tima. O efeito do pH e aw ha producéo de
citrinina ndo sao conhecidos (SWEENEY e DOBSON, 1998).

2.2.2 Micotoxinas

Micotoxinas sao substancias de baixo peso molecular pertencentes a diferentes
classes quimicas, produzidas como metabdlitos secundarios de alguns tipos de
fungos e apresentam efeitos nocivos aos seres vertebrados, incluindo seres humanos
(RICHARD et.al,2003).

S&o substancias bastante estaveis, resistindo a temperaturas altas (até 270 °C)
e a acao enzimatica no sistema digestivo. Devido a grande estabilidade quimica, a
remocao de micotoxinas de alimentos contaminados é dificil ou mesmo impossivel,
ainda que o fungo produtor da substancia ja tenha sido removido por processos de
industrializacdo (PEREIRA e dos SANTOS, 2011).

Enquanto todas as micotoxinas sdo produzidas por fungos, nem todas as
substancias produzidas por fungos sao micotoxinas. Substancias produzidas por
fungos e que sao toxicas para bactérias, por exemplo, sdéo comumente chamadas de
antibiéticos, como é o caso da penicilina, da mesma forma que algumas substancias
produzidas por fungos séo toxicas para plantas (BENNETT e KLICH, 2003).

As micotoxinas sao consideradas 0s principais contaminantes em alimentos,
sejam estes destinados ao consumo humano ou animal, visto que sdo substancias
produzidas naturalmente por fungos e estes se encontram amplamente distribuidos
na natureza (RAHMANI, JINAP e SOLEIMANY, 2009).

Mais de 300 micotoxinas ja foram isoladas e identificadas, no entanto, algumas
dessas substancias recebem maior atencdo devido a frequéncia com que estédo
presentes em diversas mercadorias e devido ao efeito toOxico que apresentam, que
podem variar de imunossupressdo, alteracdes hormonais e reprodutivas até
carcinomas (GONCALEZ, PINTO e FELICIO, 2001).

As principais classes de micotoxinas estudadas e monitoradas mundialmente
em diversas mercadorias sao as aflatoxinas, fumonisinas, tricotecenos, zearalenona,
ocratoxina A, citrinina e patulina, sendo esta Ultima mais comum em macas e produtos
derivados e as demais em gréos, cereais e produtos derivados (GONCALEZ, PINTO
e FELICIO, 2001).
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A estrutura e formula molecular, peso molecular e indicacao de pKa dos grupos
funcionais das micotoxinas objeto de estudo desse trabalho sdo apresentadas no
Apéndice A.

2.2.2.1 Aflatoxinas

As aflatoxinas (AFs) sdo as micotoxinas mais estudadas e sdo conhecidas
desde 1960, quando mais de 100 mil perus morreram intoxicados apdés ingestao de
racao contendo amendoim, na Inglaterra. Apos este ocorrido, Aspergillus flavus e uma
toxina produzida por esse fungo foram isolados dessa racdo, sendo esta substancia
denominada como “aflatoxina” (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2009).

As AFs séo substancias heterociclicas altamente oxigenadas e com estruturas
quimicas bastante semelhantes, conforme Apéndice A. Sao levemente sollveis em
agua e bastante soluveis em solventes organicos moderadamente polares, como
metanol e acetonitrila (IARC, 2012).

Cerca de 17 substancias toxicas sdo conhecidas e denominadas aflatoxinas, e
quatro sao as mais importantes: AF B1, B2, G1 e G2, sendo a AF B1 a mais importante
desta classe (PEREIRA e dos SANTOS, 2011), uma vez que € a toxina mais produzida
pelos fungos Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus e por apresentar o maior
potencial carcinogénico dentro deste grupo. A AF Bl, quando ingerida, sofre
biotransformagé&o no organismo e origina a aflatoxina M1 (AF M1), encontrada no leite
de animais alimentados com racdo contaminada por AF B1 (BENNETT e KLICH,
2003).

A nomenclatura B1, B2, G1 e G2 das aflatoxinas refere-se a cor exibida pelas
moléculas sob luz ultravioleta (azul para nomenclatura B, do inglés blue, e verde para
nomenclatura G, do inglés green) e a mobilidade relativa de cada substancia em
cromatografia de camada delgada (BENNETT e KLICH, 2003).

2.2.2.1.1 Efeitos toxicos das aflatoxinas

De acordo com o que foi publicado pela Agéncia Internacional de Pesquisa em
Cancer (IARC, do inglés International Agency for Research on Cancer) em uma de

suas monografias, em 2012, ha evidéncias suficientes para concluir que as AF B1, G1
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e M1, presentes nos alimentos na forma de mistura ou individualmente, s&o
carcinogénicas para animais. Para a AF B2 ha evidéncias limitadas e para a AF G2
nao ha evidéncias suficientemente adequadas para avaliar a carcinogenicidade em
animais de laboratorio (IARC, 2012).

A AF B1 pode sofrer bioativagéo através de enzimas, e os metabdlitos formados
tem maior potencial carcinogénico que a prépria AF B1 (PEREIRA e dos SANTOS,
2011). Essa aflatoxina pode se ligar a moléculas de acido nucléico e fazer com que
sua replicacao ocorra de forma desordenada, levando ao aparecimento de tumores,
especialmente no figado, que é o 6rgdo mais afetado por essa classe de micotoxinas.
Outros efeitos causados pelas aflatoxinas sdo mutagenicidade e imunossupressao
(IARC, 2012; PEREIRA e dos SANTOS, 2011).

2.2.2.2 Fumonisinas

As fumonisinas (FMs) sdo micotoxinas produzidas por varias espécies do fungo
Fusarium, dentre as quais destacam-se Fusarium verticillioides (antigamente
chamado de Fusarium moniliforme), Fusarium proliferatum e Fusarium nygamai
(GILBERT e POHLAND, 2003; BENETT e KLICH, 2003).

Pertencem a esta classe de micotoxinas cerca de 16 substancias, sendo as
mais importantes as fumonisinas B1 (FM B1), B2 (FM B2), e B3 (FM B3), e sendo a
FM B1 produzida em maior quantidade pelos fungos produtores desta classe e a FM
B3 a mais toxica (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2009; PEREIRA e dos SANTOS,
2011).

As FMs foram descritas e caracterizadas pela primeira vez em 1988 (BENETT
e KLICH, 2003). Sdo compostos altamente oxigenados, com grupos funcionais éster,
éter e amina. Sao sollveis em agua, metanol e acetonitrila-agua. Sao estaveis em
metanol quando armazenadas a temperatura de -18 °C, mas instaveis neste solvente
em temperatura de 25 °C, pois formam mono ou dimetil ésteres (IARC, 1993, IARC
2002).

Semelhantemente as outras micotoxinas, as FMs sao estaveis ao calor (0
conteudo destas micotoxinas é reduzido em processos com temperatura acima de 150
°C), nédo sendo eliminadas ou degradadas em processos fermentativos e outros

processamentos de alimentos comumente empregados (SOUZA, 2014).
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2.2.2.2.1 Efeitos toéxicos das fumonisinas

Desde 1993 a IARC classifica as FM B1 e B2 como pertencentes ao Grupo 2B
— possivelmente carcinogénicos a humanos (IARC, 1993; PEREIRA e dos SANTOS,
2011).

A ocorréncia de FM B1 foi correlacionada a incidéncia de cancer de eso6fago
em regibes da Africa do Sul, China e Itdlia. Além disso, as fumonisinas afetam
diferentes espécies de animais, causando leucoencefalomalacia em equinos, edema
pulmonar em suinos e efeitos carcinogénicos e hepatotdéxicos no figado de ratos
(BENETT e KLICH, 2003).

De acordo com PEREIRA e dos SANTOS (2011), diferentemente das
aflatoxinas, o efeito carcinogénico das fumonisinas parece ndo estar associado a
interacdo destas toxinas com o acido desoxirribonucleico (DNA, do inglés
Deoxyribonucleic Acid) mas sim na intervencdo da biossintese de esfingolipideos,
moléculas responséaveis pela formacao de membranas celulares e comunicacgéo entre

as células.

2.2.2.3 Tricotecenos

O termo tricoteceno deriva de “tricotecina”, que foi a primeira micotoxina desta
familia identificada. Pertencem a este grupo mais de 150 micotoxinas produzidas por
fungos Fusarium, Myrothecium, Phomopsis, Stachybotrys, Trichoderma e
Trichothecium (BENETT e KLICH, 2003).

As micotoxinas pertencentes a este grupo apresentam estrutura basica
sesquiterpendide (15 carbonos), tetraciclico, e diferem entre si conforme os
substituintes R (MOSTROM e RAISBECK, 2007). S&o substancias termicamente
estaveis, ndo sendo degradados em condi¢bes normais de coccdo de alimentos ou
processos de autoclavagem. Além disso, sdo estaveis em condi¢des de pH neutro ou
acido, e por isso ndo sao hidrolisados no estomago apés ingestdo (ROCHA, ANSARI
e DOOHAN, 2005).

Os tricotecenos séo divididos em tipo A, tipo B e tipo C. Pertencem ao tipo A

micotoxinas como a toxina T-2 (T-2), toxina HT-2 (HT-2) e diacetoxiscirpenol (DAS).
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Aos tricotecenos do tipo B pertencem o nivalenol, deoxinivalenol (DON) e fusareon X,
e do tipo C a crotocina (MOSTROM e RAISBECK, 2007). Com excec¢ao do nivalenol,
fusareon X e crotocina, todos os tricotecenos mencionados acima foram estudados
nesse trabalho.

A T-2 apresenta grupos funcionais éster e éter, é solivel em acetonitrila,
acetona, metanol e diclorometano. E estavel em estado solido, mas em meio alcalino
0S grupos éster sofrem saponificacdo e o epoxido € aberto na presenca de acidos
inorganicos fortes (IARC, 1993). A HT-2 é um metabdlito desacetilado da T-2,
apresentando uma meia-vida no organismo maior que a T-2 (IARC, 1993).

O DAS é soluvel em solventes como cloroférmio, acetato de etila, acetona,
metanol e acetonitrila (Fermentek).

O DON é a micotoxina produzida por fungos Fusarium mais amplamente
distribuida. E sollivel em etanol, metanol, acetato de etila e 4gua (IARC, 1993).

De uma forma geral, os tricotecenos sdo potentes inibidores da sintese de
proteinas, DNA e RNA, além de causar efeitos na divisao celular (BENNET e KLICH,
2003; ROCHA, ANSARI e DOOHAN, 2005).

Uma grave doenca chamada Aleucia Téxica Alimentar (ATA), que causa
irritacdo na pele, degeneragdo da medula 6ssea, vomito, diarreia e eventualmente

morte, também é associada aos tricotecenos (RICHARD et.al., 2003).

2.2.2.3.1 Efeitos téxicos dos tricotecenos

Efeitos de reducao da funcdo dos ovarios e desordens reprodutivas também
sdo associados as micotoxinas deste grupo (ROCHA, ANSARI e DOOHAN, 2005).

A T-2, embora encontrada com menor frequéncia em diversas mercadorias, €
a micotoxina mais importante da classe dos tricotecenos, pois € a mais toxica deste
grupo (LI et.al.,, 2011). De acordo com ROCHA, ANSARI e DOOHAN (2005), os

linfécitos sdo as células mais sensiveis a esta micotoxina.
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2.2.2.4 Zearalenona

A zearalenona (ZEA) € um metabdlito secundario produzido principalmente
pelo fungo Fusarium graminearum (BENNET e KLICH, 2003), foi isolada pela primeira
vez em 1962 e teve sua estrutura elucidada em 1966. E considerada a micotoxina
produzida pelos fungos Fusarium mais amplamente distribuida (IARC, 1993). Essa
micotoxina apresenta grupos éster e éter em sua estrutura, € pouco sollvel em agua,

mas sollvel em acetonitrila, diclorometano, metanol, etanol e acetona (IARC, 1993).

2.2.2.4.1 Efeitos toxicos da zearalenona

A ZEA é considerada pouco toxica pela IARC, que classifica essa micotoxina
como pertencente ao grupo 3 — carcinégeno para animais, mas nao classificavel como
carcindgeno para humanos (IARC, 1993). Os principais efeitos desta micotoxina séo
estrogénicos, tanto em animais quanto em humanos (BENNET e KLICH, 2003;
PEREIRA e dos SANTOS, 2011).

Devido a facilidade com que a ZEA se liga aos receptores de 173-estradiol
(principal hormonio produzido pelo ovario) nas células, esta micotoxina € apontada
como responsavel por causar abortos, infertilidade e cancer no colo do utero, além de
induzir a feminilizacdo em machos (SOUZA, 2014; BENNET e KLICH, 2003).

Apesar de conhecidos esses efeitos, a forma reduzida da ZEA, zearalenol, tem
sido empregada em formulacbes comerciais para tratamento dos efeitos da
menopausa em mulheres, e também contraceptivo, tendo em vista que essa molécula

apresenta atividade estrogénica maior que a prépria ZEA. (BENNET e KLICH, 2003).

2.2.2.5 Ocratoxina A

S&o conhecidas pelo menos 7 ocratoxinas, mas a mais conhecida e mais toxica
€ a ocratoxina A (OCR A) (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2009). Esta micotoxina foi
descoberta em 1965, como um metabdlito do fungo Aspergillus ochraceus, e pouco
depois foi reconhecida como uma potente nefrotoxina (BENNET e KLICH, 2003). A
OCR A é produzida também por espécies do fungo Penicillium, principalmente
Penicillium verrucosum (PEREIRA e dos SANTOS, 2011).
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A OCR A apresenta fluorescéncia verde em solugbes alcalinas e azul em
solucbes 4cidas. E moderadamente sollvel em solventes como cloroférmio, metanol
e etanol. E parcialmente degradada em condi¢cdes normais de cocco, e totalmente

degradada em solucao de hipoclorito de sédio (IARC, 1993).

2.2.2.5.1 Efeitos téxicos da ocratoxina A

O rim é o principal 6rgdo afetado pela OCR A, sendo esta micotoxina
conhecidamente nefrotoxica em todos os animais estudados. Além disso, a OCR A é
imunossupressora, carcinogénica e um potente teratogénico (BENNET e KLICH,
2003). O principal efeito da OCR A é a interferéncia no metabolismo da fenilalanina,
mais precisamente inibindo a acédo da enzima envolvida neste metabolismo (BENNET
e KLICH, 2003).

A OCR A se liga as proteinas plasmaticas, o que faz com que permaneca no
sangue por mais tempo e demore para ser eliminada, sendo assim toxica para o
organismo (PEREIRA e dos SANTOS, 2011). Esta micotoxina é classificada pela
IARC como pertencente ao grupo 2B — potencialmente carcinogénico para humanos
(IARC, 1993).

2.2.2.6 Citrinina

A citrinina (CIT) € uma micotoxina de cor amarela, isolada pela primeira vez em
1931 a partir do fungo Penicillium citrinum, tendo sido identificada posteriormente em
varias espécies de Penicillium e Aspergillus (BENNET e KLICH, 2003). O fungo
Penicillium verrucosum, responsavel pela producéo de ocratoxina A, também produz
a CIT, e frequentemente essas micotoxinas sdo encontradas simultaneamente em
alimentos contaminados (RICHARD et.al, 2003).

A CIT apresenta grupos funcionais éster e éter e & praticamente insolavel em
agua, mas soluvel em metanol, acetonitrila e cloroférmio (IARC, 1987). Essa
micotoxina apresenta fluorescéncia amarelo-limdo sob luz ultravioleta (FOOD
INGREDIENTS BRASIL, 2009).

Quando aquecida a temperaturas acima de 175 oC, a CIT se decompde e gera

os produtos citrinina H1 e citrinina H2, que apresentam efeito toxico as células maior
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e menor que a prépria CIT, respectivamente (EUROPEAN FOOD SAFETY
AUTHORITY, 2012).

2.2.2.6.1 Efeitos téxicos da citrinina

Da mesma forma que a OCR A, a CIT também causa danos nos rins dos
animais testados, sendo este o principal érgéo afetado por esta micotoxina (RICHARD
et.al, 2003). A toxicidade aguda da CIT varia de acordo com a espécie, mas para todos
0s animais testados esta micotoxina apresentou efeito nefrotdxico (BENNET e KLICH,
2003).

Apesar da European Food Safety Authority (EFSA) ter publicado em 2012 que
estudos in vitro e in vivo proveram dados que evidenciaram efeitos toxicos a embrides
e sistema reprodutivo, além de efeitos teratogénicos nos animais testados, ndo héa
estudos disponiveis a respeito da exposi¢cao a CIT ao longo da vida, e com isso nao
ha dados suficientes para comprovar o efeito carcinogénico da citrinina (EUROPEAN
FOOD SAFETY AUTHORITY, 2012). A prépria IARC classificou esta micotoxina como
pertence ao grupo 3 — ndo classificavel como carcinogénico para seres humanos
(IARC, 1987).

2.2.3 Limites maximos tolerados para micotoxinas

A legislacdo brasileira (ANVISA, 2011 e 2017) e europeia (EUROPEAN
COMMISSION, 2006) estabelece o limite maximo tolerado (LMT) para algumas

micotoxinas em algumas mercadorias, como resumo apresentado na Tabela 1.

Como pode ser observado a partir dessa tabela, apenas as micotoxinas AFs e
OCR A tém LMT especificado para feijdo, embora a ocorréncia de outras micotoxinas

(T-2 e ZEA, por exemplo) nessa matriz ja tenham sido relatadas.

Para milho, mercadoria que esta classificada no mesmo grupo do feijao (Grupo
5 - mercadorias com alto teor de amido e/ou proteina e baixo teor de agua e contetudo

de gordura, na categoria de “Vegetais e frutas, cereais e alimentos de origem animal’),
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conforme SANTE (2017), varias micotoxinas tém LMT estabelecidos (AFs, DON, ZEA,
FMs, OCR A, T-2 e HT-2), seja na legislacéo brasileira ou europeia.

Ja para soja, tanto a legislacao brasileira quanto a legislacdo europeia néo

estipularam até hoje LMT para micotoxinas nessa mercadoria.

Tabela 1 - Limite maximo tolerado para cada micotoxina em algumas mercadorias.

Micotoxina Matriz LMT (ug kg™?) Legislacéo
Feijao 5 ANVISA (2011)
Cv_areals e produtos de cereais, exceto 5 ANVISA (2011)
milho e derivados
Alimentos a base de cereais para

AEB1 B2 alimentagdo infantil (lactentes e 1 ANVISA (2011)

Gle G2 cr!an(;as .de prlme|r? |nf_anc_|a) _

Milho, milho em gréo (inteiro, partido,
amassado, moido), farinhas ou 20 ANVISA (2011)
sémolas de milho
Milho, trigo, arroz 2-12(B1) EUROPEAN
' ' 4 — 15 (total) COMMISSION (2006)

DON Trigo e milho em gréos para posterior 3000 ANVISA (2017)
processamento
Milho em grdo e trigo para posterior 40 ANVISA (2017)
processamento
Milho de pipoca, canjiquinha, canjica,

ZEA produtos e subprodutos a base de 150 ANVISA (2017)
milho
Cereais e produtos derivados, milho, 20 — 100 EUROPEAN
trigo COMMISSION (2006)
Milho em grdo para posterior | 5000 (B1 + ANVISA (2017)
processamento B2)

FM B1 e FM . .

B2 Milho para consumo direto por EUROPEAN
humanos, alimentos a base de milho 1000 COMMISSION (2006)
para consumo direto por humanos
Cereais para posterior

OCR A processamento, incluindo grédo de 20 ANVISA (2017)
cevada
Feijao 10 ANVISA (2011)
Milho para consumo direto por 100 EUROPEAN
humanos COMMISSION (2006)

. . EUROPEAN

T-2e HT-2 Trigo e outros cereais 100 COMMISSION (2006)

Produtos baseados em cereais para 15 EUROPEAN

consumo infantil

COMMISSION (2006)
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2.3ARMAZENAMENTO DE GRAOS E CONTROLE DE CONTAMINANTES

Para controlar a infeccdo de fungos em graos e possivel contaminacao por
micotoxinas apos a colheita, os produtores contam com a manipulacéo das estruturas
de armazenamento e das condi¢cbes de temperatura, umidade e atmosfera na qual os

graos sdo armazenados.

Graos armazenados ficam também ficam sujeitos a fatores como umidade,
oxigénio, microrganismos e enzimas. A conservagdo dos graos depende da sua
propria fisiologia, bem como da atividade dos microrganismos presentes. As
caracteristicas fisiologicas dos gréaos e da atmosfera de armazenamento, em especial
a agua disponivel (aw) e temperatura, definem o quéo rapida e intensa serdo as
atividades microbiolégicas e enziméticas que podem vir a causar a deterioracao dos
graos, conduzindo a perdas econdmicas e valor nutricional da mercadoria (ELIAS;
OLIVEIRA e VANIER, 2017).

No entanto, o uso de atmosfera modificada (AM) ou atmosfera controlada (AC)
de forma isolada ndo é suficiente para manter a integridade dos graos por muito
tempo. Reduzir o teor de umidade dos graos através de procedimentos de secagem
antes do armazenamento e remocdo de insetos e grdos danificados é muito
importante (NAVARRO et al., 2012)

Alto teor de umidade ou aw acima de 0,85 desempenham papel importante no
crescimento de fungos micotoxigénicos em gréos armazenados. A reducao do teor de
agua nos gréos retarda a degradacdo destes através da inibicdo do processo
respiratério, bem como diminui ou inibe as atividades enzimaticas e proliferacdo de

microrganismos como os fungos (MOHAPATRA et al., 2017).

O armazenamento de graos de cereais com teor de agua entre 120 e 140 g kg
1 e de sementes oleaginosas entre 50 e 80 g kg reduz os danos provocados por
fungos nesses graos (MOHAPATRA et al., 2017). A maioria dos fungos nédo é capaz
de crescer em ambientes com umidade relativa abaixo de 70%, o que corresponde a
aw 0,70. Por isso, grdos com alto teor de agua devem ser secos antes do
armazenamento para manter a integridade das sementes, a estabilidade
microbiolégica e o valor nutricional (MOHAPATRA et al., 2017).
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A prépria respiracdo dos graos libera agua e energia e proporciona pontos de
calor na massa de graos armazenada, permitindo o crescimento de microrganismos,
especialmente fungos (MOHAPATRA et al., 2017).

Dessa forma, o tratamento prévio dos grdos para eliminar insetos e graos
danificados e o armazenamento em condi¢cdes adequadas séo fatores decisivos na

conservacao de gréos a longo prazo.

2.3.1 Armazenamento convencional

O sistema convencional ainda € a forma mais utilizada de armazenamento de
graos, seja a granel em grandes silos metalicos ou em sacas, em armazéns (Figura 1

a e b, respectivamente).

Figura 1 - (a) armazenamento de grdos em silos metalicos e (b) sacas.

FONTE: EMBRAPA.

Vérias desvantagens sdo associadas ao armazenamento de grdos em silos
metalicos, sendo a primeira dificuldade encontrada o elevado custo para a instalacao.
O armazenamento em silos metalicos pode apresentar falhas ou aberturas na
estrutura ao longo do tempo, o que permite troca de calor e umidade entre 0 ambiente

externo e interno e, aliado a grande massa de graos armazenada, faz com que a
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temperatura nos espacos intergranulares aumente, favorecendo o crescimento de
fungos e deterioracdo dos graos, comprometendo toda a producdo armazenada
(SILVA, 2010). Por outro lado, a vantagem do armazenamento de graos em silos
metalicos € a possibilidade de armazenar grandes quantidades de grédos, podendo
variar entre 35 e 150 mil toneladas de grao, e a possibilidade de uso da estrutura por
varios anos seguidos (SILVA, 2010).

J& 0 armazenamento em sacas permite concentrar o estoque de diferentes
culturas em um Unico armazém, pratica que pode trazer a desvantagem da possivel
contaminacdo cruzada entre diferentes culturas. A circulacdo de ar e umidade
favorecida através das embalagens pode causar deterioracdo dos graos, no entanto,
como sdo armazenados em embalagens menores e individuais, € mais facil descartar

as sacas com graos danificados do que rejeitar uma producéo inteira (SILVA, 2010).

2.3.2 Armazenamento hermético e atmosfera modificada

O armazenamento de grdos é uma parte extremamente importante na cadeia
produtiva e tem um grande reflexo no custo e qualidade do produto que chega ao
consumidor (COSTA et al., 2010). O baixo indice de unidades de armazenamento nas
fazendas gera uma demanda maior no setor de transportes, fazendo com que o custo

do produto final seja maior.

A respiracdo dos organismos vivos (insetos, fungos e dos proprios graos) em
um sistema selado reduz o nivel de Oz de 21% para 2%, enquanto o nivel de CO2 é
elevado de 0,035% para aproximadamente 20%. Esse processo natural produz uma
atmosfera modificada (AM) capaz de reduzir ou mesmo impedir o crescimento de
fungos, que sdo em sua maioria essencialmente aerdbicos, sendo assim uma
alternativa para o armazenamento de grdos por um longo periodo (NAVARRO et al.,
2012; WHITE e JAYAS, 2003).

Em paises como Canada e Argentina (e mais recentemente no Brasil) o
armazenamento convencional de grdaos vem sendo substituido por sistemas
herméticos ou selados, cuja estrutura impede a movimentacdo de umidade e trocas

gasosas entre o ambiente externo e interno (WHITE e JAYAS, 2003).
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O armazenamento em sistema hermético vem sendo realizado com os silos-
bolsa, que sdo bolsas plasticas horizontais de comprimento variavel (50 — 100 m) que
permitem o0 armazenamento hermético de grdos, com capacidades de
armazenamento também variaveis (até 200 toneladas por bolsa, dependendo do tipo
de grdo). A grande vantagem desse tipo de armazenamento de gréos é a facilidade
no manuseio reducdo de perdas por preservar a qualidade dos grédos. Além disso,
permite aos produtores armazenar 0s graos em suas proprias fazendas, ndo sendo
necessario aumentar 0s custos com transporte e armazenamento em grandes
unidades de cooperativas, por exemplo. A principal desvantagem encontrada para o
armazenamento em silos bolsa é a impossibilidade de utilizar a mesma estrutura para
colheitas futuras, pois € necessario cortar os silos bolsa para poder coletar os gréos

armazenados. Na Figura 2 é mostrado o armazenamento de graos nos silos-bolsa.

Figura 2 - Armazenamento de grdos em silos-bolsa.

FONTE: AGROADS.

2.3.3 Atmosfera controlada

A manipulacdo da atmosfera para armazenamento de grdos vem sendo
estudada ha mais de 30 anos, sendo a Australia a pioneira no uso de atmosfera
controlada (AC) para o armazenamento de graos (WHITE e JAYAS, 2003). Dessa

forma, o uso de AM e/ou AC tornou-se uma alternativa para o controle convencional
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de insetos e fungos, baseado na aplicacdo de fumigantes e fungicidas, eliminando
assim o risco de residuos desses produtos nos grdos (NAVARRO et al., 2012).

No armazenamento em AM, a concentracdo dos gases atmosféricos (ou sua
pressdo parcial) € alterada de forma natural pela respiracdo dos graos, insetos e
fungos e pode sofrer mudancas de forma gradual durante o periodo de
armazenamento (NAVARRO et al., 2012).

Ja na AC, a composicdo atmosférica € alterada artificialmente mediante a
inflagdo de CO2 ou N2 provenientes de cilindros, que tem como objetivo diminuir a
concentracdo de O2 na atmosfera de armazenamento. A atmosfera assim obtida é
controlada, ou seja, os niveis de Oz e CO2 sdo mantidos em um determinado nivel
durante todo o periodo de armazenamento e, da mesma forma que a AM, tem como
principio reduzir ou cessar a respiracao dos graos, insetos e fungos, permitindo que
0s graos sejam armazenados por longos periodos e ndo se deteriorem e nem percam
sua qualidade nutricional (NAVARRO et al., 2012).

2.4PREPARO DE AMOSTRAS PARA ANALISE DE MICOTOXINAS

A presenca de micotoxinas em matrizes complexas, constituidas por lipideos,
proteinas e carboidratos, faz com que o grande desafio relacionado a analise dessas
toxinas seja a escolha do método de extracdo adequado, principalmente no que diz
respeito ao solvente extrator e pH do meio.

O solvente extrator deve ser capaz de solubilizar todas as micotoxinas
estudadas sem promover reacdes paralelas que possam levar a degradacdo ou
conversdo das micotoxinas em outros produtos, e deve ser seletivo, extraindo
preferencialmente os analitos em relacdo aos constituintes de matriz. Além disso, o
pH do solvente extrator deve ser tal que favoreca a particdo das micotoxinas
preferencialmente no solvente organico, sem que ocorram reag¢des ou degradacao

das micotoxinas durante ou apés a extracao.

2.4.1 Método QUEChERS
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O método QUEChERS é o mais amplamente conhecido e empregado para a

extracao de micotoxinas em diferentes matrizes.

Desenvolvido entre 2001 e 2002 por Michelangelo Anastassiades, o0 método
QUEChERS (Rapido, Facil, Barato, Efetivo, Robusto e Seguro, do inglés Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged and Safe) foi inicialmente proposto para a analise de drogas
de uso veterinario em tecidos animais (LUCCI et al., 2012). ApOs constarem que 0
método era muito eficaz na extracdo de residuos de pesticidas, Anastassiades e
colaboradores publicaram, em 2003, o método detalhado para a extracéo de residuos
de pesticidas em frutas e vegetais (LUCCI et al.,2012; ANASTASSIADES et al., 2003).

O método original consistia na extracao dos residuos de pesticidas de 10 g de
amostra com 10 mL de acetonitrila, seguido de uma particao liquido-liquido formada
pela adicao de 4 g de sulfato de magnésio anidro (MgSO4) e 1 g de cloreto de sddio
(NaCl). Os tubos eram submetidos a agitacédo e centrifugacdo, e 1 mL do extrato era
submetido a uma etapa de purificacdo por extracdo em fase sdlida dispersiva (d-SPE,
do inglés Dispersive Solid Phase Extraction) com amina secundaria priméria (PSA, do
inglés Primary Secondary Amine) para remocdo de componentes polares da matriz e
MgSO4 para remocdo da agua residual. Os tubos eram agitados e centrifugados
novamente, e o0 extrato estava pronto para analise por cromatografia gasosa (GC, do
inglés Gas Chromatography) (ANASTASSIADES et al., 2003).

O método QUEChERS foi otimizado para ampliar o escopo de pesticidas e
matrizes e mais tarde, em 2007, uma nova proposta foi publicada por LEHOTAY et al.
(2007), tornando-se o método oficial da Associacdo das Comunidades Analiticas
(AOAC, do inglés Association of Analytical Communities). A otimizacdo consistiu em
um método no qual 15 g de amostra eram extraidas com 15 mL de acetonitrila
contendo 1% de acido acético, que depois de agitacao, também passava por particao
liquido-liquido com MgSOa4. Nessa nova proposta, 6 g de MgSO4 eram adicionadas
com 1,5 g de acetato de sodio (CH3COONa). O tamponamento do pH do solvente de
extracdo com acetato de sodio foi o diferencial nessa otimizagdo, pois permitiu
melhorar a recuperacao de pesticidas dependentes do pH. Essa nova versdo também
incluia uma etapa de purificacdo do extrato, e era a mesma condi¢cdo proposta por
ANASTASSIADES et al. (2003) (AOAC, 2007).
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No ano seguinte, ANASTASSIADES et al. (2008) fizeram mais uma otimizacao
no método QUEChERS cujo objetivo era proporcionar melhores condi¢cbes para
extracdo analitos mais dificeis em matrizes complexas. Nesta nova versao, 10 g de
amostra eram extraidas com 10 mL de acetonitrila, com parti¢cdo liquido-liquido a partir
da adicdo de 4 g de MgSOa4, 1 g de NaCl, 1 g de citrato de tri-sédio diidratado
(NasCsHs07.2 H20) e 0,5 g de hidrogenocitrato de di-sodio sesquiidratado
(Naz2HCsHs507.1,5 H20). Essa mistura de sais proporcionava pH tamponado na faixa
de 5,0 — 5,5, 0 que permitia a extracdo de uma grande variedade de pesticidas. Essa
versdo do método QUEChERS resultou no procedimento padrdo europeu,
denominado European Standard EN 15662 (2008).

Todas as variagcdes do método QUEChERS sédo semelhantes no principio da
extracao, particao e purificagdo. O solvente usado na extracdo é a acetonitrila, que
apresenta polaridade intermediaria quando comparado com solventes como metanol,
acetona ou acetato de etila, o que faz desse um solvente adequado para extrair uma
grande classe de compostos, com polaridades variadas (LUCCl et al., 2012; AGILENT
TECHNOLOGIES, 2013).

A grande vantagem da acetonitrila é a facilidade na separacéo de fases na
etapa da particdo liquido-liquido, o que é dificultado quando se utiliza acetona ou
metanol, por exemplo, devida a miscibilidade relativamente grande desses solventes
com agua. Também a extracdo com acetato de etila ndo é tao eficiente quando
comparado a extracdo com acetonitrila, pois o acetato de etila também apresenta
certa miscibilidade com agua, além de extrair constituintes de matriz e dificultar a
etapa de purificacdo por d-SPE (LUCCI et al., 2012; AGILENT TECHNOLOGIES,
2013).

A etapa de particdo liquido-liquido é realizada pela adicdo de MgSOa4, podendo
ou nao ser adicionado simultaneamente NaCl. O MgSO4 tem propriedade secante,
logo, atrai para si as moléculas de agua, induzindo a separacao das fases. Além disso,
a adicdo de NaCl também favorece a separacao de fase e induz a particao dos analitos
na fase orgéanica, uma vez que a agua tem maior facilidade para solvatar os ions
pequenos do sal do que moléculas organicas relativamente grandes dos analitos.
Além disso, a polaridade da fase organica pode ser modificada de acordo com as

quantidades de MgSO4 e/ou NaCl adicionadas: adicdo de menores quantidades
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desses sais favorece uma fase organica mais polar devido & maior propor¢ao de agua,
0 que pode favorecer a extragcdo de compostos mais polares. Por outro lado, adicionar
MgSOa4 e/ou NaCl em maiores quantidades reduzira o teor de agua na fase organica,
diminuindo a polaridade desta fase e favorecendo a extracdo de analitos apolares ou
de polaridade moderada (LUCCI et al., 2012; AGILENT TECHNOLOGIES, 2013).

A etapa de particéo liquido-liquido pode conter, além dos sais necessarios para
induzir a separacéo de fases, sais que sao capazes de tamponar o pH em uma faixa
especifica, que € o caso do acetato de sodio e dos citratos de sédio. O uso de um ou
outro sal depende da faixa de pH que se deseja obter, que por sua vez sera
dependente da faixa de pH oOtima para a extracdo de cada classe de compostos

(pesticidas, farmacos, drogas de uso veterinario).

A etapa seguinte que consta nas versdes do método QUEChERS é a
purificacdo, feita pela adicdo de pequenas quantidades de sorbentes capazes de
remover constituintes de matriz do extrato organico. Diferentes sorbentes podem ser
utilizados de forma individual ou simultanea, dependendo dos constituintes de matriz
que se quer remover. Por exemplo, PSA é utilizado para remover constituintes
polares, como acucares, acidos graxos e proteinas. J& o C18 é utilizado para remover
constituintes apolares, como lipideos, e carbono grafitizado é utilizado para remover
pigmentos, esteroides e constituintes apolares (LUCCI et al., 2012; AGILENT
TECHNOLOGIES, 2013).

Embora tenha sido inicialmente desenvolvido para extracdo de drogas de uso
veterinéario em tecidos animais e residuos de pesticidas em frutas e vegetais, o0 método
QUECHhERS vem sendo constantemente otimizado e aplicado por diversos autores
para a extracdo de micotoxinas em diversas matrizes (EOM et al., 2017; JETTANAJIT;
NHUJAK, 2016; KOESUKWIWAT; SANGUANKAEW; LEEPIPATPIBOON, 2014;
VARGA et al., 2013)

2.5METODOS CROMATOGRAFICOS PARA A ANALISE DE MICOTOXINAS

Desde a sua implementagcdo em 2011 a legislacdo brasileira, através da

Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) tem se adaptado e estipulado prazos para
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que os Limites Maximos Tolerados (LMT) para algumas micotoxinas em algumas
classes de alimentos sejam reduzidos (ANVISA, 2011). Associado a legislacdo cada
vez mais rigorosa esta o aumento na demanda por alimentos cada vez mais isentos
de residuos e contaminantes e com qualidade cada vez maiores. Tendo em vista a
necessidade de reduzir cada vez mais os LMT para as micotoxinas, também é cada
vez maior a necessidade e disponibilidade de técnicas analiticas com sensibilidade
suficiente para detectar e quantificar os contaminantes em concentracdes cada vez
menores.

Dentre as técnicas analiticas disponiveis para a analise de micotoxinas em
diversas matrizes destaca-se a cromatografia liquida (LC, do inglés Liquid

Chromatography).

2.5.1 Cromatografia liquida

A LC é uma técnica de separacdo baseada na diferenca de solubilidade dos
analitos em uma fase mével liquida e uma fase estacionaria, que pode ser um liquido
depositado em uma superficie sélida (particulas de silica) ou um liquido ligado
quimicamente as particulas soélidas. A fase mével é pressionada através da coluna
cromatografica contendo a fase estacionaria por meio de uma bomba, e a interacédo
dos analitos presentes na amostra ora com a fase mével ora com a fase estacionaria
permitira a separacao dos diversos constituintes (LANCAS, 2009).

A fase estacionaria liquida depositada na forma de um filme sobre as particulas
sélidas ndo é mais utilizada devido as perdas de fase que ocorriam. A fase
estacionaria mais comum utilizada atualmente consiste em longas cadeias carbdnicas
ligadas quimicamente as finas particulas de silica. Esse tipo de fase estacionéaria
apolar é a base da cromatografia liquida por fase reversa (RP, do inglés Reverse
Phase) e 0 mecanismo de separacéo € a particdo, onde os analitos sao particionados
entre a fase movel e a fase estacionéria, proporcionando retencdo e separagao
(LANCAS, 2009).

A fase estacionaria mais comumente conhecida e amplamente empregada é a
C18, que consiste em uma cadeia contendo 18 atomos de carbono ligada
guimicamente as particulas de silica. Outras fases podem ser empregadas para

alterar a seletividade favorecer a retencdo e separagcdo de outras classes de



48

compostos, como C8 (cadeia com 8 atomos de carbono), CN (chamada de coluna
“‘ciano”, consiste em cadeia carbénica contendo grupo nitrila), fenila (cadeia carbénica
contendo grupo fenil), entre outras (LANCAS, 2009).

A fase movel consiste em uma combinacdo de uma fase aquosa contendo
algum aditivo quimico e uma fase organica como o solvente forte responsavel pela
eluicdo dos compostos, geralmente acetonitrila ou metanol. Os aditivos mais comuns
para a fase mével sédo acidos (acético, férmico, trifluoracético), bases (hidroxido de
amonio, trietilamina) e sais (acetato e formiato de aménio, acetato de sodio), e a
escolha destes depende das caracteristicas fisico-quimicas dos analitos e do detector
empregado (LANCAS, 2009).

O aperfeicoamento das colunas cromatogréficas e a reducdo do tamanho das
particulas de silica levaram ao melhoramento do sistema LC como um todo, pois a
diminuicdo do tamanho das particulas faz com que o espaco vazio entre elas também
diminua, e a passagem da fase movel fica dificultada, fazendo com que o sistema seja
submetido uma presséo mais elevada. Assim, a instrumentacéo dos cromatégrafos a
liguido foi otimizada de forma a suportar pressées mais elevadas, principalmente as
bombas de fase mdvel. A técnica LC passou a ser denominada, entdo, cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid Chromatography)
(LANCAS, 2009).

Diversos detectores podem ser empregados em LC, como espectrébmetros de
massas (MS, do inglés Mass Spectrometer), espectrofotometros na regiao ultravioleta-

visivel (UV-VIS) e por fluorescéncia.

2.5.2 Espectrometria de massas

O detector de massas € 0 mais importante e mais versatil para a analise de
baixas concentracbes em misturas complexas, e para combinar as pressoes elevadas
do eluente proveniente do LC com o alto vacuo do MS, o desenvolvimento de
interfaces para tornar as técnicas compativeis foi necessario, sendo obtido com

sucesso ao longo dos anos (LANCAS, 2009).
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Para que um analito possa ser analisado por MS é necessério que este seja
ionizado, pois € gracas a razado massal/carga, denominada m/z, que cada substancia
pode ser diferenciada em meio a diversas outras.

Trés formas de ionizacdo a pressao atmosférica se destacam para que o
acoplamento LC — MS seja possivel: a ionizacdo quimica a pressado atmosférica
(APCI, do inglés Atmospheric Pressure Chemical lonization), na qual uma espécie
quimica é produzida e sera responsavel por ionizar o analito por transferéncia de
carga, a fotoionizacéo a pressédo atmosférica (APPI, do inglés Atmospheric Pressure
Photoionization), através da qual a ionizacdo das moléculas do analito em fase gasosa
sao ionizadas por fotons, e a eletronebulizacéo (ESI, do inglés Electrospray lonization)
(LANCAS, 2009), usada nesse trabalho e que serd a unica discutida em maiores

detalhes.

2.5.2.1 lonizacéao por ESI

A Figura 3 é um esquema do principio de funcionamento da ionizacdo por ESI.
Neste modo de ionizagédo, o eluente da coluna passa por um capilar sob um forte
campo elétrico, obtido através da aplicacdo de uma diferenca de potencial entre esse
capilar e um contra-eletrodo. Esse campo elétrico induz o acumulo de cargas na
superficie do liquido que se acumula na saida do capilar, formando um spray
denominado cone de Taylor. Um fluxo de N2 aquecido promove a evaporacdo do
solvente e a gota contendo as moléculas do analito atingem um tamanho limite, até o
ponto em que a repulsdo entre as cargas € tdo grande que a gota se rompe na
chamada fissdo Couldmbica, gerando gotas menores eletricamente carregadas
(HOFFMANN e STROOBANT, 2007).

A partir dai as moléculas do analito recebem a carga elétrica e séo direcionadas
para o interior do MS por meio de um cone, responsavel por atenuar a presséo
atmosférica na qual os ions precursores (analito eletricamente carregado) séo

gerados e conduzir os ions para o alto vacuo.
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Figura 3 - Esquema da ionizac&o por ESI.
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Fonte: adaptado de BHANOT, 2016.

O ion precursor de uma molécula é gerado na fonte de ionizac&o previamente
a sua transferéncia para o analisador de massas, e 0 mecanismo de producao desse
ion pode variar de acordo com caracteristicas do analito (molécula &cida, bésica ou
neutra, com ou sem pares de elétrons livres), das energias aplicadas no MS e dos
aditivos da fase movel (ARDREY, 2003).

Moléculas béasicas apresentam grupos capazes de abstrair protons
(especialmente ions H*) do solvente no qual encontram-se solubilizados. Dessa
forma, passam a ficar carregados positivamente e sdo analisados em modo positivo

no MS (denominado ESI positivo).

Quando uma molécula do analito basico se combina com um ion H*, o ion
precursor é denominado aduto, sendo representado por [M+H]* e cuja massa é uma
unidade maior que a massa do analito. Adutos também podem ser formados pela
combinacdo de uma molécula do analito com NHs (ion precursor representado por
[M+NHs]*, caracterizado por massa com 17 unidades maior que a massa do analito),
ions NH4* (ion precursor representado por [M+NH4]*, caracterizado por massa 18
unidades maior que a massa do analito) e ions Na* (ion precursor representado por
[M+Na]*, caracterizado por massa 23 unidades maior que a massa do analito). A fonte
de espécies para formar adutos com as moléculas do analito € a propria fase movel

do LC, que em geral contém aditivos como acidos e tampdes. Também é comum que
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0 ion precursor seja produzido pela simples perda de um elétron na estrutura do
analito, assim, ndo ha a formacédo de adutos, mas sim ion molecular. A perda de um
elétron deixa a molécula carregada positivamente, sendo analisada por ESI positivo,
e o0 ion precursor assim formado tem a mesma massa da molécula do analito
(ARDREY, 2003; HOFFMANN e STROOBANT, 2007; KELLER et al., 2008).

Semelhantemente, moléculas acidas tendem a perder ions H*, e assim ficam
carregadas negativamente, sendo analisadas em modo negativo (ESI negativo).
Moléculas basicas também podem se combinar com estruturas dos aditivos da fase
movel para formar adutos. Quando a molécula do analito perde um ion H*, o ion
precursor € representado por [M-H] e é caracterizado por ter massa uma unidade
menor gue a massa do analito. As moléculas do analito basico também podem perder
outros grupos funcionais, como por exemplo NHs (ion precursor representado por [M-
NHzs], caracterizado por massa 17 unidades menor que a massa do analito), H20 (ion
precursor representado por [M-H20], caracterizado por massa 18 unidades menor
gque a massa do analito (ARDREY, 2003; HOFFMANN e STROOBANT, 2007,
KELLER et al., 2008).

Moléculas acidas e bésicas dos analitos sofrem reacdes de oxidacdo e
reducdo, respectivamente, durante a formacédo dos ions precursores, logo, adutos
formados pela interacéo (ganho ou perda) entre a molécula do analito e de atomos de
oxigénio também podem ocorrer, gerando ions precursores [M+0O]* ou [M-OJ
(ARDREY, 2003; HOFFMANN; STROOBANT, 2007; KELLER et al., 2008).

Uma vez que as moléculas ionizadas foram geradas, estas sdo conduzidas ao
interior do MS e séo focadas por meio de lentes e outros dispositivos nos analisadores
de massas. O analisador mais comum, usado nesse trabalho, é o triplo quadrupolo
(TQ, do inglés Triple Quadrupole), no entanto existe também os analisadores por
tempo de vbo (ToF, do inglés Time of Flight) e os detectores do tipo armadilha de ions

(ITD, do inglés lon Trap Detector).

2.5.2.2 Analisador de massas TQ
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O analisador mais amplamente empregado devido ao seu custo mais acessivel
e ao fato de atender bem as necessidades de andlises de rotina é o analisador do tipo
triplo quadrupolo. O quadrupolo consiste em quatro barras cilindricas dispostas duas
a duas paralelamente, sendo um para carregado positivamente e outro carregado
negativamente. Uma voltagem, composta por radiofrequéncia e corrente direta, é

aplica para que o quadrupolo funcione como um filtro de massas (ARDREY, 2003).

Quando trés quadrupolos sao dispostos de forma sequencial, como mostra a
Figura 4, tem-se o detector de massas do tipo triplo quadrupolo, também denominado
analisador de massas sequencial ou em tandem, representado por MS/MS.

No primeiro quadrupolo (Q1), os ions provenientes da fonte de ionizagdo sao
filtrados pela voltagem aplicada, onde os ions de raz6es m/z diferentes do analito de
interesse (configurada no software) e que ndo interagem com a energia deste primeiro
filtro s@o eliminados do sistema pela bomba turbomolecular. Em seguida, os ions
precursores de razdo m/z estabelecida e selecionada séo direcionados para a célula
de colisdo, comumente denominada como segundo quadrupolo (gz2). Neste dispositivo
os ions precursores selecionados no Q1 chocam-se contra moléculas aceleradas de
um gas inerte, normalmente argbnio, e sdo fragmentadas. Cada analito, sob
determinadas condicbes de energia de colisdo, geram fragmentos especificos e
caracteristicos, que sao transmitidos para o terceiro quadrupolo. No terceiro
qguadrupolo (Q3s), os ions produto de cada analito sdo filtrados novamente, e apenas
os fragmentos de razdo m/z selecionados séo conduzidos ao detector, geralmente
uma multiplicadora de elétrons, gerando o sinal elétrico que é convertido em um
numero adimensional interpretado pelo software. Novamente, os fragmentos que néao
interagem com a energia do Q3 sao eliminados do sistema por meio da bomba
turbomolecular (HOFFMANN e STROOBANT, 2007).

Figura 4 - Esquema do espectrometro de massas triplo quadrupolo.
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A grande seletividade e especificidade do detector de massas do tipo triplo
quadrupolo se deve justamente ao filtro de massas de ions precursores e produtos,
na qual cada analito, quando em determinadas condi¢des de energia, gera fragmentos
caracteristicos. A razao entre o ion precursor e cada um dos ions produto € chamada
de ion-ratio, e € utilizada para confirmar a presenca de um analito em uma amostra
desconhecida (HOFFMANN e STROOBANT, 2007).

2.5.2.3 Analisador de massas ToF

O analisador do tipo ToF é considerado uns dois mais simples dispositivos de
separacdo de massas, sendo o ToF linear o mais comum. Os ions precursores Sao
gerados na fonte de ionizacdo por qualquer que seja a técnica, e séo transferidos de
forma simultanea e instantanea para o interior do analisador, em um tubo de véo, onde
sdo acelerados e adquirem a mesma energia cinética. Ao deixarem a regido de
aceleracdo, os ions entram na regiao de campo livre linear, onde sdo separados de
acordo com suas velocidades (constantes). A velocidade de movimentacao de cada
ion é inversamente proporcional a raiz quadrada de sua massa, ou seja, ions de
massa maior atravessam a regido de campo livre mais lentamente que ions de massa
menor, e chegam ao detector em tempos diferentes, podendo ser separados e
identificados (ARDREY, 2003; HOFFMANN e STROOBANT, 2007).

Para o analisador ToF ndo é definida uma razdo m/z como nos analisadores
TQ, mas ha uma relagéo entre a massa do ion precursor e o tempo que este leva para
chegar ao detector, razdo esta que é Util para identificar os analitos de interesse e
diferencia-los de outros compostos (HOFFMANN; STROOBANT, 2007).
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2.5.2.4 Analisador de massas ITD

Analisadores de massas do tipo armadilha de ions (IT, do inglés lon Trap) séo
dispositivos que utilizam campo elétrico oscilante para armazenar ions no seu interior.
Todos os ions que entram no MS sao capturados pelo IT, onde permanecem
rotacionando e oscilando com o campo elétrico. Com o tempo, 0s ions comeg¢am a ser
repelidos uns pelos outros e sua trajetéria no dispositivo é expandida, até que sejam
expelidos e detectados na multiplicadora de elétrons, que amplifica o sinal gerado e
transfere o mesmo para o software, para interpretacédo (ARDREY, 2003; HOFFMANN
e STROOBANT, 2007).

2.6 DESENVOLVIMENTO E OTIMIZACAO DE METODOS ANALITICOS

Validar um método analitico sem sua prévia otimizacéo pode levar a resultados
gue nado atendam aos requisitos de validacdo ou exigidos por uma legislacao, além da

perda de tempo, trabalho e consumo de reagentes (MAPA, 2011).

O desenvolvimento e otimizacdo do método analitico precedem a validacéo e
constituem parte importante do processo, pois permitem agregar conhecimentos
multidisciplinares aos envolvidos na execucdo do projeto e podem fornecer

informacgdes importantes a respeito da relacdo entre analito e matriz (MAPA, 2011).

O desenvolvimento pode ser feito inicialmente a partir de métodos validados e
publicados em artigos cientificos para a mesma combinac¢do de analito-matriz de
interesse, ou mesmo para analitos e/ou matrizes com caracteristicas fisico-quimicas
semelhantes. Caso disponivel, 0 método € inicialmente aplicado sem alteracdes em
ensaios de recuperacdo, fortificando-se a matriz “branca” para verificar a precisao e
exatiddo do método para a combinacao analito — matriz de interesse. Se for verificado
que o procedimento “original” ndo atende requisitos especificos de precisdo e/ou
exatidao, otimizacbes devem ser feitas para que se obtenha resultados que atendam
o proposito do método e os requisitos especificados pelo pesquisador e/ou legislacdo
(MAPA, 2011).
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A otimizacdo do método pode ser feita a partir de um método existente,
explorando diversas variaveis que podem contribuir para alcancar resultados dentro
de requisitos especificos, como o0 uso de solventes de extracdo com diferentes
polaridades, diferentes faixas de pH, o uso ou nao de sais para promover separagao

de fases, entre outros.

2.7VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

Apbs o desenvolvimento e otimizagcdo, 0 método proposto para um analito (ou
um conjunto de analitos) em determinada matriz deve passar pelo processo de
validacéo, para que seja comprovada mediante dados e relatorios a confiabilidade dos

resultados obtidos e do método proposto.

A validacdo de um método analitico tem por objetivo demonstrar, de forma
documentada e confiavel, que o método desenvolvido e otimizado é adequado para a

finalidade proposta.

O Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO)
publicou, em 2018, a sétima revisdo de um documento com orientacdes sobre
validacdo de métodos analiticos. O documento ndo aborda técnicas para analitos ou
matrizes especificas, o que o torna mais abrangente e deixa a critério dos laboratérios

buscar as técnicas aplicaveis aos seus estudos (INMETRO, 2018).

Além do INMETRO, outros 6rgéos nacionais e internacionais apresentam guias
€ manuais com carater orientativo a respeito da validacao de métodos analiticos, bem

como critérios de aceitacdo dos parametros e tratamento dos resultados.

Esse é o caso do documento europeu SANTE, que em 2018 disponibilizou o
guia para validacdo de métodos para determinacdo de residuos de pesticidas em
alimentos e racdo (atualizado no final de 2017), e em 2017 disponibilizou o guia para
identificacdo de micotoxinas em alimentos e racdo (atualizado no final de 2016)
(SANTE, 2017; 2016).
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No Brasil, o MAPA foi o 6rgdo responséavel por elaborar e disponibilizar um
manual cujo objetivo é instruir os laboratorios sobre como realizar validacdes para

meétodos analiticos destinados a determinacdo de residuos de pesticidas e

micotoxinas em alimentos (MAPA, 2011).

Os guias e manuais citados acima listam 0os mesmos parametros que devem
ser avaliados na validagdo de um método analitico: linearidade e curva analitica,

determinacao do LOD e LOQ, precisao, exatidao, seletividade e efeito matriz.

Para este trabalho, o documento orientativo do INMETRO (2018), o guia
europeu SANTE (2016; 2017) e o manual do MAPA (2011) foram usados como base
para proceder a validacdo dos métodos analiticos para determinagdo de micotoxinas
em feijdo (aplicado também para milho) e soja, tanto na execucdo dos parametros de
validacdo como na avaliacdo dos resultados quanto ao atendimento dos critérios de

aceitacao.

2.7.1 Padrao interno

Padrdo interno € uma substancia quimica adicionada as amostras (todas), em
guantidade e concentracdo igual, durante ou apdés o procedimento de extracdo
(MAPA, 2011). O padréo interno deve ter caracteristicas fisico-quimicas semelhantes

ao analito e ndo deve estar presente na amostra.

O padrao interno pode ser usado para quantificar as amostras de concentracao
desconhecida, sendo adicionado as solucfes da curva analitica e as amostras de
concentragdo desconhecida. A razdo sinal analitico do analito/sinal analitico do
padréo interno é definida na curva analitica, e a razdo obtida para as amostras de
concentracdo desconhecida é comparada com a razdo da curva analitica. Essa
comparacdo permite determinar a concentragdo do analito nas amostras
desconhecidas, e o0 meétodo, nesse caso, € denominado quantificacdo por
padronizacao interna (SKOOG et al., 2006). No entanto, o padrao interno pode ser
adicionado as amostras apenas para que seja feito um controle do procedimento de

extracdo e do funcionamento do instrumento de anélise.
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Quando adicionado as amostras durante a extracdo (ou imediatamente antes
do inicio do procedimento de extracdo), o padrédo interno € denominado “padrao
interno do procedimento”, abreviado como P.I.P. Nesse caso, a fungdo dessa
substancia € garantir a qualidade da extracao nas amostras, o que pode ser verificado
pelo sinal analitico do P.1.P no instrumento, que deve ser igual para todas as amostras.
Variacdo no sinal analitico do P.I.P pode indicar falhas no processo extrativo, como

perdas por vazamento nos tubos de extracéo, por exemplo.

Quando adicionado as amostras apos a extracdo, quando as amostras ja estdo
prontas para a analise, o padrdo interno € denominado “padrdo interno do
instrumento”, abreviado como P.I.I. Nesse caso, a fungao dessa substancia é verificar,
ao longo das injecBes das amostras, se o instrumento utilizado na anélise apresenta
precisdo. Isso pode ser verificado pelo sinal analitico gerado para o P.1.1, que deve ser
igual para todas as amostras. Qualquer variacao no sinal do P.l.I deve ser investigado

para que sejam eliminados os problemas instrumentais.

2.7.2 Linearidade e curva analitica

Linearidade é definida como a capacidade de o método produzir resultados
diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra dentro de uma
determinada faixa de concentragcédo, produzindo curvas adequadamente ajustadas
pela equacdo de uma reta (MAPA, 2011).

Embora os instrumentos de medicdo tenham uma faixa dinamica linear
estabelecida, é necessério verificar se a faixa de concentracdo do analito coincide
com a faixa linear do instrumento (INMETRO, 2018). Para isso, a curva analitica deve
ser obtida a partir do preparo de solucfes analiticas em diferentes concentracées, por

padronizacdo externa ou interna (MAPA, 2011).

De acordo com SANTE (2017) e MAPA (2011), sdo necessarios no minimo
cinco niveis de concentracdo para a confec¢do da curva analitica. O MAPA (2011)
instrui, ainda, que cada nivel de concentragcdo seja preparado de forma independente
no minimo trés vezes, que cada solucdo seja injetada mais de uma vez e que o

namero total de respostas instrumentais seja maior ou igual a 30. Ambos os guias
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orientam que o LMT de cada micotoxina deve estar compreendido na faixa linear de
trabalho do método e deve, preferencialmente, estar localizado na parte central da

curva analitica.

Curvas analiticas lineares séo representadas pela equacdo de uma reta, que
relaciona as variaveis concentracdo do analito e resposta instrumental, conforme a

Equacéao 1.

Y=ax+b (EqQ.1)

Onde Y é a resposta instrumental obtida para cada solucdo analitica; a é a
inclinagdo da curva; x € a concentracdo do analito na solucado analitica e b € o

intercepto, ou seja, o0 valor que Y assume quando X € igual a zero.

A equacdo de regressdo linear da curva analitica € acompanhada dos
coeficientes de correlacéo (r) e determinacéo (r?). O coeficiente de correlagdo (r) da
reta indica se existe ou néo relacao linear entre a concentracao do analito na solugao

e a resposta instrumental obtida para essa solugcao (BRITO et al., 2003).

O coeficiente de determinacéo (r?) indica, em porcentagem, o quanto o modelo
obtido pela regressdo linear consegue explicar os valores observados, sendo,
portanto, uma medida do ajustamento do modelo linear (BRITO et al., 2003). Por
exemplo, uma reta de regresséao linear que apresenta r? igual a 0,912 significa que
91,2% da variavel dependente pode ser explicado pelo modelo linear dessa curva.

A equacédo da reta € obtida por regressao linear simples ou ponderada. Para
saber qual regressdo deve ser aplicada, deve-se observar os residuos da curva
analitica (diferenca entre a concentracdo de cada solucdo analitica determinada a
partir da curva analitica e a concentragdo nominal de cada solu¢do) em toda a faixa
linear, o que pode ser feito por meio de um gréafico de residuos x concentragéo, para
cada micotoxina. Se for observada homoscedasticidade, ou seja, se os residuos se
distribuem de forma aleatéria em torno de zero sem apresentar tendéncia, a regressao
linear simples pode ser aplicada e a equacéo da reta pode ser determinada por meio

do método dos minimos quadrados ordinarios. Se for observada



59

heteroscedasticidade, ou seja, se 0s residuos ndo sao iguais para todos os niveis de
concentracdo, ndo se distribuem de forma aleatoria em torno de zero e apresentam
tendéncia conforme o nivel de concentracéo, a regressao linear ponderada deve ser
aplicada, e a equacao da reta deve ser determinada através do método dos minimos
guadrados ponderados (MAPA, 2011; INMETRO, 2018).

Ao constatar heteroscedasticidade, € necesséario avaliar qual ponderagéo
fornece a equacao de reta que melhor representa o conjunto de valores observados.
A ponderacdo escolhida deve ser aquela na qual os residuos apresentem-se

distribuidos de forma aleatdria em torno de zero, sem tendéncias.

Além de avaliar o grafico residuos x concentracdo, a ponderacdo escolhida
deve ser aguela que proporcionar a menor soma de erros relativos, que pode ser
calculada de forma simples pela soma dos valores absolutos dos residuos para cada
nivel de concentracdo da curva analitica (ALMEIDA; CASTEL-BRANCO; FALCAO,
2002).

A linearidade do método deve ser avaliada tanto pelo coeficiente de correlacéo
(r) quanto pelos residuos da curva analitica, que devem se apresentar distribuidos de
forma aleatdria em torno de zero, sem tendéncias, independente do uso de regressao
linear ponderada ou ndo (MAPA, 2011; INMETRO, 2018).

De acordo com BRITO et al. (2003), valores de r entre 0,61 e 0,91 indicam uma
forte correlagcédo entre a concentracao do analito e a resposta instrumental, enquanto
valores entre 0,91 e 0,99 indicam uma correlacdo fortissima e r igual a 1, uma
correlacéo perfeita. Em relagdo ao coeficiente de determinacéo (r?), embora o manual
do MAPA (2011) oriente que o valor minimo de r? deve ser = 0,995, ndo ha uma regra
ou valores minimos especificados para esse coeficiente em outros guias (SANTE,
2016 e 2017; INMETRO, 2011).

Os principais guias usados como base para a validacdo dos métodos analiticos
desse trabalho instruem que os residuos individuais para cada nivel de concentracao
da curva analitica ndo devem exceder + 20% (SANTE, 2016 e 2017; MAPA, 2011).
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2.7.3 Limite de deteccao e quantificacao

Limite de deteccédo (LOD, do inglés Limit of Detection) € definido como a menor
guantidade de analito presente na amostra que pode ser detectada, mas nao

necessariamente quantificada (INMETRO, 2018).

Embora o LOD possa ser estimado, esse parametro deve ser obtido
experimentalmente por meio da analise de solu¢cbes analiticas contendo baixas
concentragbes de analito, sendo considerado o LOD a solugdo que apresentar a
menor concentracdo de analito que gerar resposta instrumental com relagao
sinal/ruido igual ou maior que 3. E importante que o LOD seja determinado
experimentalmente a partir de pelo menos seis réplicas independentes das solucdes
analiticas (INMETRO, 2018).

A estimativa do LOD do instrumento (LODi) pode ser feita a partir da inclinacao
da curva analitica em solvente orgénico, e o LOD do método (LODm) a partir da

inclinacdo da curva analitica em extrato “branco” de matriz.

O limite de quantificacdo (LOQ, do inglés Limit of Quantification) € definido pelo
INMETRO (2018) como a menor quantidade de analito na amostra que pode ser
determinada quantitativamente com precisédo e exatidao aceitaveis, correspondendo
ao padrao de calibragdo de menor concentracdo, sendo, geralmente, determinado
pela analise de amostras com concentracdes conhecidas dos analitos em um nivel

minimo que possa ser quantificado com recuperacao e precisdo aceitaveis.

Embora o LOQ também possa ser estimado, o LOQ do método (LOQm) para
cada analito em cada matriz deve ser determinado experimentalmente por meio dos
ensaios de recuperacéo, sendo considerado o LOQm a menor concentracao de analito
na amostra que pode ser determinada com recuperacao entre 70 e 120% e desvio
padréo relativo (RSD, do inglés Relative Standard Deviation) < 20% (SANTE, 2017).

O INMETRO (2018) e o MAPA (2011) orientam para que o LOQ seja
determinado a partir de pelo menos seis réplicas de amostras fortificadas e extraidas
conforme procedimento em validacdo, e SANTE (2017) orienta para que o numero de

réplicas seja no minimo cinco.
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2.7.4 Seletividade

Devido a existéncia de amostras complexas, constituidas de compostos com
propriedades fisico-quimicas variadas e que podem ser semelhantes as dos analitos
de interesse, € cada vez mais exigido de laboratdrios que procedem as andlises de

residuos, métodos com alta seletividade.

A seletividade € a extens&o na qual um método € capaz de identificar o analito
na presenga de outros analitos, constituintes de matriz ou outras substancias
potencialmente interferentes (MAPA, 2011). Um método pode apresentar resposta
para diversos analitos, mas se puder distinguir um analito de outro, 0 método é
considerado seletivo (INMETRO, 2018).

2.7.5 Efeito matriz

Os constituintes da matriz podem influenciar na linearidade, precisao e exatidao
do método e seu efeito deve ser avaliado para cada analito em cada matriz estudada
(INMETRO, 2018).

7

O efeito matriz € um estudo de seletividade que tem por objetivo avaliar a
influéncia dos constituintes da matriz na resposta instrumental dos analitos (MAPA,
2011).

Utilizando a técnica LC-MS/MS com ionizacdo ESI, o efeito matriz é observado
pela alteracdo na ionizacdo dos compostos em matriz quando comparada com a
ionizacao em solvente. A resposta instrumental dos analitos pode sofrer supressao ou
melhoramento devido a extracdo dos constituintes da matriz concomitantemente.
Essas substancias coextraidas competem com os analitos na fonte de ionizagdo do
espectrobmetro de massas, ocasionando as diferencas na resposta instrumental
observadas (KOWALSKI, J., LUPO, S., & COCHRAN, 2013).

Em LC-MS/MS o que se observa geralmente € supressao no sinal dos analitos
em matriz, e em niveis de concentracdo mais baixos esse efeito pode comprometer a

precisao e exatiddo do método.
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O efeito matriz pode ser minimizado com procedimentos de purificagcdo das
amostras durante a etapa de extracdo. Para a analise de micotoxinas, esse efeito é
considerado praticamente inexistente quando colunas de imunoafinidade séo usadas
na etapa de purificacdo, tendo em vista a especificidade dos adsorventes que contém

anticorpos especificos para cada micotoxina (MAPA, 2011).

Procedimentos de purificacdo podem ser caros e de dificil acesso, além de
demandarem mais tempo e maior manipulagdo das amostras, o0 que pode ser
impraticavel para laboratorios que efetuam anélises de rotina. Assim, outra forma de
compensar o efeito matriz € usar curvas analiticas preparadas em extrato “branco” da
matriz, dessa forma, tanto as solu¢cbes da curva analitica quanto as amostras
fortificadas ou em estudo apresentam a mesma combinacdo de solventes e matriz
(MAPA, 2011).

2.7.6 Exatidao

A exatiddo de um método, também denominada veracidade, é definida como o
grau de concordancia entre o resultado obtido de uma medicéo e o valor verdadeiro
ou valor de referéncia (MAPA, 2011).

Vérios procedimentos podem ser usados para determinar a exatiddo de um
método, como a analise de materiais de referéncia certificados, participacdo em
ensaios de proficiéncia, comparacdes interlaboratoriais e ensaios de fortificacdo e
recuperacdo (INMETRO, 2018).

O ensaio de fortificagdo e recuperagao consiste em fortificar (contaminar) uma
amostra de matriz “branca” ou com baixa concentragdo dos analitos em estudo, em
pelo menos trés niveis de concentracéo (baixa, média e alta). A recuperacao tem por
objetivo corrigir erros provenientes das etapas do procedimento de extracao (MAPA,
2011).

Esse procedimento é limitado pelo fato de que o analito adicionado ndo esta

necessariamente na mesma forma que € encontrado na matriz, podendo ser mais



63

facilmente extraido e detectado na amostra fortificada, o que pode levar a resultados
superestimados de recuperacao (INMETRO, 2018).

2.7.7 Precisao

E definida pelo MAPA (2011) como a estimativa da disperséo de resultados
entre ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostra

semelhantes ou padrdes, analisadas em condicfes definidas.

A precisdo pode ser expressa de trés formas, sendo elas a repetitividade, a

precisao intermediaria e a reprodutibilidade.

2.7.7.1 Repetitividade

E a precisdo intracorrida e € definida como o grau de concordancia entre
resultados de medicdes sucessivas, efetuadas nas mesmas amostras ou padrbes e

nas mesmas condicdes de analise (MAPA, 2011).

As condicbes de repetitividade devem ser caraterizadas pelos mesmos
operadores, mesmo instrumento de medicao utilizado nas mesmas condi¢cfes, mesmo
procedimento de extragcdo e em um curto espaco de tempo. As repeticdes devem ser
independentes e devem contemplar todas as etapas do procedimento, desde o inicio
do processo de extracdo das amostras até a analise instrumental. Além disso, a
repetitividade deve ser avaliada em pelo menos trés niveis de concentracdo (baixa,
média e alta). (INMETRO, 2018).

2.7.7.2 Precisao intermediaria

Também denominada reprodutibilidade intralaboratorial ou interna, refere-se a

precisao intermediaria avaliada sobre as mesmas amostras ou padrbes e ho mesmo
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laboratorio, mas alterando algumas condi¢bes, como analistas e equipamentos

diferentes, dia de analise ou condi¢cdes ambientais (MAPA, 2011).

Os valores de precisdo intermediaria sdo, em geral, dependentes do nivel de
concentracdo e é o parametro que melhor representa a variabilidade dos resultados
em um laboratorio (INMETRO, 2018).

2.7.7.3 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade é a precisdo interlaboratorial e ndo consiste em um
parametro de validagdo, mas sim um procedimento adotado por um laboratério que
busca verificar o desempenho dos seus métodos pela comparacdo com resultados
obtidos por outros laboratérios, executados sobre as mesmas amostras e nas mesmas
condi¢cbes (INMETRO, 2018).

3 MATERIAIS E METODOS

3.1INSTRUMENTACAO

v' Cromatografo a liquido, sistema Acquity UPLC (Waters, EUA) equipado com:
e Amostrador automatico, bomba binaria, forno para coluna e sistema de
desgaseificacao de fase moével;

e Coluna cromatogréfica BEH C18, 100 mm de comprimento, 2,1 mm de
didmetro interno e particula de 1,7 pm (Waters, EUA);

v Detector MS triplo quadrupolo, Xevo TQS (Waters, EUA) operando no modo de

ionizagao por eletronebulizacdo (ESI) positivo;

v Sistema de aquisicdo de dados através do software MassLynx e TargetLynx

versao 4.1 (Waters, EUA);

v' Gerador de Nitrogénio (Peak Scientific, EUA);

Sistema de purificacdo de agua Milli-Q® (Millipore, EUA);

v" Moinho (Walita Master, Brasil);

AN
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v Balanca analitica de precisdo com quatro casas decimais, calibrada (Sartorius,
Alemanha);

v' Balanca analitica de precisdo com duas casas decimais, calibrada (Mettler,

Suica);

Mesa agitadora modelo 3016 (GFL, Alemanha);

Centrifuga Hareaus Varifugue (Thermo Scientific, Alemanha);

Pipetador automatico Handy Step, calibrado (Brand, Alemanha);

RN NERN

Micropipetas automaticas Eppendorf de volumes variaveis (10 a 100 e 100 a
1000 pL) (Eppendorf, Alemanha);

v" Homogeneizador Vértex Genie 2 (Scientific Industries, EUA).

3.2MATERIAIS

e Tubos de polipropileno, com tampas rosqueaveis, capacidade de 15 e 50 mL
(Nalgene, EUA);

e Frascos de vidro para armazenamento de solucdes nos volumes de 15 e 25 mL
(National Scientific, EUA);

e Baldes volumétricos calibrados de 5, 10 e 200 mL (Blau Brand, Alemanha ou
Restek, EUA);

¢ Vials com capacidade para 1,5 mL, tampa de rosca, septo de silicone/PTFE
pré-cortado (Waters, EUA);

e Frascos de vidro ambar para armazenamento de solucdes;

e Vidrarias comuns de laboratério.
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3.3SOLVENTES E REAGENTES

e Acetonitrila grau HPLC (Macron, EUA);

e Acido acético glacial e metanol grau HPLC (J.T. Baker Chemicals, EUA);

e Acido férmico (J.T. Baker Chemicals, Holanda);

e Agua ultrapura, purificada em sistema Milli-Q (Milford, EUA);

e Sulfato de magnésio anidro e acetato de sédio anidro (J.T. Baker Chemicals,
Mexico);

e Formiato de aménio (Sigma — Aldrich, Alemanha).

3.4GASES

e Argonio 99,999% de pureza (Air Liquide, Brasil), proveniente de cilindro;
e Nitrogénio 99,999% de pureza (Peak Scientific, EUA), proveniente do gerador
de nitrogénio.

3.5ANALITOS ESTUDADOS

Na Tabela 2 encontra-se o fornecedor, pureza do material de referéncia, data
de validade, solvente para o preparo e concentracdo da solucédo estoque para cada

micotoxina em estudo.

3.6PREPARO DAS SOLUCOES ANALITICAS

3.6.1 Preparo da solucéo estoque

As solugdes estoque das micotoxinas ZEA e FM B2 foram preparadas na
concentracdo de 1000 mg L%, e as solucGes estoque das demais micotoxinas foram
preparadas na concentracdo 500 mg L2, levando em consideracdo a quantidade do
material de referéncia disponivel, a solubilidade e o grau de pureza dos analitos

especificados pelo fabricante. O material de referéncia foi pesado e efetuou-se o
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calculo do volume de solvente a ser adicionado para alcangar as concentracdes

necessarias.

Os materiais de referéncia foram pesados diretamente em frasco de vidro
ambar contendo tampa com batoque de teflon, com capacidade de 10 mL. Em
seguida, foram dissolvidos no volume calculado do solvente apropriado, fazendo-se o
uso de pipetador automatico calibrado. Os frascos foram fechados, agitados
manualmente e entdo levados para banho de ultrassom por cerca de 5 minutos para

a completa solubilizagéo do salido.

Tabela 2 - Fornecedor dos materiais de referéncia, pureza, solvente para o preparo e
concentracéo das solugdes estoque.

Massa Pureza Concentracdo da
Analito molecular  Fornecedor Solvente solucéo estoque
1 (%) 1
(g mol™) (mg L™
Tolueno:
, Sigma- Acido
Ocratoxina A 403,82 Aldrich 99,30 Acético 500
(99:1 viv)

Aflatoxina B1 312,27 Sigma- 99,83 Metanol 500
Aldrich
: 314,29 Sigma-

Aflatoxina B2 Aldrich 98,00 Metanol 500

Aflatoxina G1 328,27 Fermentek 99,77 Metanol 500

Aflatoxina G2 330,29 Sigma- 99,50 Metanol 500
Aldrich

Deoxinivalenol 296,32 S'gr‘f‘"’" 99,50 Acetonitrila 500
Aldrich

Diacetoxiscirpenol 366,41 Fermentek 99,00 Acetonitrila 500

Zearalenona 318,36 S'gma' 99,50 Acetonitrila 1000
Aldrich

Toxina T-2 466,53 Sigma- 98,60 Acetonitrila 500
Aldrich

Toxina HT-2 424,49 Sigma- 99,50 Acetonitrila 500
Aldrich

Fumonisina B1 721,83 Sigma- 99,40 Metanol 500
Aldrich

Fumonisina B2 705,83 Sigma- 98,00 Metanol 1000
Aldrich

Citrinina 250,25 Fermentek 99,66 Acetonitrila 500
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3.6.2 Preparo da solugao mistura

Preparou-se 50 mL de solucdo mistura, contendo todas as micotoxinas em
estudo, utilizando-se acetonitrila como solvente. As micotoxinas foram divididas em
dois grupos, de acordo com a faixa de concentracao da curva analitica para cada uma.
Grupo 1 contendo as micotoxinas OCR A e as AFs (B1, B2, G1 e G2), e Grupo 1, e
as micotoxinas DON, DAS, ZEA, T-2, HT-2, FMs B1 e B2.

As curvas analiticas foram obtidas a partir de solu¢des analiticas preparadas
em extrato “branco” da matriz e em solvente organico. As solugdes analiticas das
micotoxinas pertencentes ao Grupo 1 foram preparadas na faixa de concentragéo de
0,1 a 100 ng mL*. Para isso, as solucdes estoques das micotoxinas do Grupo 1 foram
diluidas em uma solucdo mistura (contendo todas as micotoxinas em estudo) para
obter-se uma concentragéo final de 500 ng mL* em baldo volumétrico de 50 mL.

Da mesma forma, para as micotoxinas pertencentes ao Grupo 2, preparou-se
solucdes analiticas na faixa de concentragdo de 5 a 2500 ng mL* diluindo as solugées
estoques das micotoxinas do Grupo 2 na solu¢do mistura para obter-se concentracéo
final de 25000 ng mL* em baldo volumétrico de 50 mL. Completou-se o volume do
baldo volumétrico até o menisco com acetonitrila, e apdés homogeneizacao, a solucéo
mistura foi transferida para frasco ambar devidamente identificado. Tanto as solugdes
estoque de cada micotoxina bem como a solu¢do mistura, foram armazenadas em
congelador com temperatura controlada (abaixo de -18 °C).

A solucdo mistura foi utilizada para os ensaios de recuperagdo e para a
confeccado das curvas analiticas, sendo que para as micotoxinas do Grupo 1 as
concentracfes da curva analitica foram 0,1 - 0,2 - 0,5-1,0 - 5,0 - 10,0 — 50,0 —
100,0 ng mL™1, e para as micotoxinas do Grupo 2 as concentragdes da curva analitica
foram 5 — 10 — 25 — 50 — 250 — 500 — 1000 — 2500 ng mL™2.

Para a confeccdo da curva analitica a partir de solu¢des analiticas preparadas
em solvente organico, volumes calculados da solugdo mistura foram adicionados em
oito balBes volumétricos calibrados de 5 mL e o volume foi completado com 50% de
acetonitilra contendo 1% de &cido acético, quinalfés 25 ng mL! e 50% de metanol
contendo propoxur 40 ng mL™.

Para a confeccdo da curva analitica a partir de solu¢des analiticas preparadas
em extrato “branco” da matriz, as amostras “branco” de feijao preto, milho e soja foram

extraidas conforme procedimento de extracdo descrito em 3.7, até a etapa de
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transferéncia de 500 L do extrato para vial. Uma curva analitica em solvente metanol
e propoxur 40 ng mL* foi preparada em baldo volumétrico de 5 mL no dobro da
concentracdo descrita anteriormente. A curva foi preparada no dobro da
concentracdo, pois uma aliquota da solucdo de cada baldo foi diluida 1:1 (v/v) com o
extrato “branco” de cada matriz, conforme cada ensaio. Dessa maneira, tanto as
solugdes analiticas preparadas em solvente organico quanto aquelas preparadas em
extrato “branco” da matriz, apresentaram a mesma composicdo de solventes, bem
como as mesmas concentracdes. A quantificacdo foi realizada por padronizacéo
externa, ou seja, levando-se em consideracdo apenas as &reas dos picos

cromatograficos de cada analito em estudo.

3.70TIMIZACAO DO PROCEDIMENTO DE EXTRACAO

Para definir o procedimento de extracdo das micotoxinas para as matrizes
feijdo, milho e soja, diferentes ensaios foram executados para verificar qual condi¢cao
favoreceria a obtencéo de percentuais de recuperacao entre 70 e 120% e RSD < 20%
para os analitos em estudo, conforme recomenda o0 SANTE (2017).

Partindo de um método anteriormente validado para determinacdo de
micotoxinas em matrizes de milho e trigo (SOUZA, 2014), denominado Ensaio 1, a
otimizacdo do procedimento de extracdo incluiu a composi¢cdo do solvente extrator
(acidificacdo da acetonitrila com &cido acético ou &cido formico) e ao tamponamento
(ou ndo) com acetato de sodio na etapa de particdo. O procedimento adotado para
cada ensaio pode ser visto na Figura 5.

Para avaliar cada ensaio, procedeu-se a extracdo de amostras fortificadas em
dois niveis de concentracédo, em triplicata, juntamente com as amostras “branco”. As
amostras foram fortificadas com as micotoxinas do Grupo 1 nas concentracdes 2 e 20
ug kgt (nivel 1 e 2, respectivamente) e com as micotoxinas do Grupo 2 nas

concentrages 100 e 1000 g kg (nivel 1 e 2, respectivamente).



Branco (n=3)

Figura 5 - Esquema dos procedimentos de extracdo dos ensaios executados.

59 de matriz

Agua Ultrapura

[

Fortificagdo nivel 1 (n=3)

[

Homogeneizacéo em
vortex (30 s) e repouso
(30 min)

Fortificagdo nivel 2 (n=3)

10 mL de Acetonitrila +
1% Ac. Acético

Agitagéo em vortex (30 s)
e mesa (10 min)

59 MgSO,

Agitag&o manual (30 s)

Centrifugagéo (10 min,
3500 rpm, 4 °C)

10 mL de Acetonitrila +
1% Ac. Foérmico

Agitag&o em vortex (30 s)
e mesa (10 min)

5g MgSO,

Agitag&do manual (30 s)

Centrifugagéo (10 min,
3500 rpm, 4 °C)

10 mL de Acetonitrila +
1% Ac. Acético

20 mL de Acetonitrila +
1% Ac. Acético

Agitag&o em vortex (30 s)
e mesa (10 min)

10 mL de Acetonitrila +
5% Ac. Férmico

Agitagao em vortex (30 s)
e mesa (10 min)

49 MgSO,
1g Ac. Sédio

Agitag&o em vortex (30 s)
e mesa (10 min)

5g MgSO,

Agitag&o manual (30 s)

59 MgSO,

Agitag&o manual (30 s)

Centrifugagéo (10 min,
3500 rpm, 4 °C)

Agitag&o manual (30 s)

Centrifugagéo (10 min,
3500 rpm, 4 °C)

Centrifugagéo (10 min,
3500 rpm, 4 °C)

Ensaio 1

Ensaio 2

Ensaio 3

Ensaio 4

500 uL de extrato

500 pL de diluente
(metanol + propoxur 40
ng mL™)

Ensaio 5
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Nivel 1 de fortificagéo: 2 pug kg para micotoxinas do Grupo 1 e 100 ug kg para micotoxinas do Grupo 2. Nivel 2 de fortificagdo: 20 ug kg™ para micotoxinas do Grupo 1 e 1000
ug kg* para micotoxinas do Grupo 2.

Volume de agua ultrapura para preparo do slurry diretamente nos tubos de extracdo: 7,5 mL para milho e 10 mL para feijdo e soja.
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Para obter-se amostras fortificadas nessas concentragdes, volumes de 20 e
200 pL da solugdo mistura foram adicionados nos tubos (niveis 1 e 2,
respectivamente) contendo 5 g de matriz. Em seguida e adicionando-se em seguida
agua ultrapura para o preparo do slurry (7,5 mL para a matriz de milho e 10 mL para
as matrizes de feijao e soja). As amostras foram homogeneizadas em agitador vortex
e foram mantidas em repouso por 30 minutos antes do inicio do procedimento de

extracao.

3.8CONDICOES CROMATOGRAFICAS E PARAMETROS DO ESPECTROMETRO
DE MASSAS

3.8.1 Condi¢bes do cromatdgrafo a liquido e espectrometro de massas

As condicBes cromatogréaficas utilizadas no sistema UPLC-MS/MS foram as
seguintes:

e Volume de injecdo: 2 uL no modo partial loop with needle overfill (PLNO);

e Eluente A: Agua: Metanol (90:10, v/v) + 5 mM de formiato de aménio e 0,1% de
acido formico;

e Eluente B: Metanol: 4gua (90:10, v/v) + 5 mM de formiato de aménio e 0,1% de
acido formico;

e Fase moével em modo gradiente: a fase movel iniciou com 90% do eluente A,
que foi mantido até 4 minutos, e em 2 minutos atingiu 30%, sendo mantido por
mais 5 minutos. Em 1 minuto a fase mével retornou a proporcéo inicial, sendo
mantida até 14 minutos para equilibrar a coluna antes da préxima injecao.

e Vazdo da fase mével: 0,3 mL min ;

e Temperatura do forno da coluna: 45 °C;

e Temperatura do injetor: 15 °C

e Tempo total de analise: 14 minutos.

Os parametros do espectrometro de massas foram configurados da seguinte
forma:
¢ lonizacao a pressao atmosférica por ESI no modo positivo;

e Voltagem do capilar: 3,0 kV;
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e Temperatura do gas de dessolvatacao: 400 °C;
e Vazdo do gas para dessolvatacédo (N2): 600 L h?;
e Vazao do gas no cone de amostragem (N2): 150 L h'%;

e Vazdo do gas de colisdo (argbnio): 0,15 mL min-L.

Duas transicdes MRM (monitoramento de rea¢ges multiplas, do inglés Multiple
Reaction Monitoring) foram escolhidas para cada micotoxina, uma para quantificacao
e outra para confirmacéo. Os analitos foram agrupados em diferentes janelas de
tempo no método do espectrdbmetro de massas, chamadas de Functions, que foram
configuradas para monitorar as transicées em tempos especificos. As energias de
capilar (3,0 kV) e cone (30 V) foram iguais para todas as micotoxinas. Todas as
energias foram otimizadas para cada micotoxina, através da infusao direta no MS de
solucdes individuais de cada analito. As transicfes de massa e energias para cada
micotoxina estdo descritas nos resultados e discusséo.
3.9PROCEDIMENTO DE EXTRACAO

O procedimento para a extracdo de micotoxinas para as matrizes feijao e soja
foi selecionado com base nos resultados dos ensaios executados na etapa de
desenvolvimento e otimizacao.

O Ensaio 2 foi escolhido para ser validado para determinacdo de micotoxinas
em feijao (e posteriormente aplicado para milho) e o Ensaio 5, para determinagéao de
micotoxinas em soja. O procedimento final para extragcdo de micotoxinas em feijao e

soja é apresentado nos itens 3.9.1 e 3.9.2, respectivamente.

3.9.1 Feijao

As amostras de feijao foram trituradas a seco em moinho de facas e
homogeneizadas manualmente antes da pesagem. Para a extracéo, 5 g (£ 0,05 g) de
feijao triturado foram pesados em tubos falcon de 50 mL e 10 mL de agua ultrapura
foram adicionados para o preparo do slurry. Apds homogeneizacado em vortex (30 s)
e repouso (30 min), as amostras foram extraidas com 10 mL de acetonitrila contendo
1% de &cido férmico e quinalfés 25 ng mL* (padréo interno do procedimento, P.I.P.).
Os tubos foram agitados em vortex por 30 s e em mesa agitadora por 10 min. Para

promover a separagao de fases, 5 g de MgSO4 foram adicionados aos tubos e
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agitados manualmente por cerca de 30 s. Os tubos foram centrifugados por 10 min, &
4 °C e 3500 rpm, e em seguida 500 pL de extrato foram transferidos com micropipeta
automatica para vial, sendo diluidos com 500 puL de metanol contendo propoxur a 40
ng mL*? (padrédo interno do instrumento, P.l.l.). Ap6s a diluicdo, os vials foram

fechados, agitados em vortex por 20 s e posicionados no injetor do cromatografo.

3.9.2 Soja

As amostras de soja foram trituradas a seco em moinho de facas e
homogeneizadas manualmente antes da pesagem. Para a extracéo, 5 g (+ 0,05 g) de
feijao triturado foram pesados em tubos falcon de 50 mL e 10 mL de agua ultrapura
foram adicionados para o preparo do slurry. Apdés homogeneizacdo em vortex (30 s)
e repouso (30 min), as amostras foram extraidas com 10 mL de acetonitrila contendo
5% de acido férmico e quinalfés 25 ng mL* (P.1.P). Os tubos foram agitados em vértex
por 30 s e em mesa agitadora por 10 min. Para promover a separacao de fases, 5 g
de MgSO4 foram adicionados aos tubos e agitados manualmente por cerca de 30 s.
Os tubos foram centrifugados por 10 min, & 4 °C e 3500 rpm, e em seguida 500 pL de
extrato foram transferidos com micropipeta automatica para vial, sendo diluidos com
500 pL de metanol contendo propoxur a 40 ng mL* (P.L.1). Apés a diluicédo, os vials
foram fechados, agitados em vértex por 20 s e posicionados no injetor do
cromatégrafo.

3.10 VALIDACAO DOS METODOS ANALITICOS

3.10.1 Linearidade e curva analitica

A linearidade dos métodos analiticos para determinacdo de micotoxinas em
feijdo e soja foi avaliada a partir de curvas analiticas em solvente organico e extrato

“branco” de matriz, em sequéncias analiticas distintas para cada matriz.
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O preparo das solugdes analiticas esta resumido na Tabela 3. Todas as
solugdes foram preparadas em baldo volumétrico de 5 mL em metanol e P.l.I. Em
seguida, 500 pL de cada solucdo foram transferidos para vial e diluidos com o solvente
extrator de cada método, gerando assim as curvas analiticas em solvente organico.
Da mesma forma, 500 pL de cada solucédo foram transferidos para outros vials e
diluidos com extrato “branco” de feijao ou soja, cujas amostras de matriz “branco”
foram extraidas conforme procedimento definido para cada matriz (item 3.9.1 e 3.9.2).

Cada solucéo analitica foi preparada de forma independente trés vezes e foi
analisada duas vezes no UPLC-MS/MS, ou seja, trés curvas analiticas em solvente
organico e trés curvas analiticas em matriz, analisadas duas vezes cada.

Primeiramente, analisaram-se seis réplicas de “branco” de solvente, seguido
das curvas analiticas em solvente organico, da menor para a maior concentracao para
evitar efeito residual e contaminacédo entre as amostras. Em seguida, seis réplicas de
“branco” da matriz foram analisadas, seguidas das curvas analiticas preparadas em
extrato “branco” de matriz, também da menor para a maior concentragdo. A sequéncia
analitica consistiu da injecdo de 54 amostras em solvente organico e 54 amostras em

matriz, totalizando 108 amostras.

Tabela 3 - Preparo das solucdes analiticas para a confec¢cdo das curvas analiticas.

Concentragdo em ~ .
Concentragdo em vial

Nivel Solugdo utilizada? s\é?l!léémoe(iﬁ) VﬁLuarlge balatzn\éomlr_r?gtrlco (ng mL1)
Grupo 1 Grupo 2 Grupol  Grupo 2
1 Solug&o mistura 2 20 5mL 0,2 10 0,1 5
2 Solugdo mistura 2 40 5mL 0,4 20 0,2 10
3 Solug&o mistura 2 100 5mL 1,0 50 0,5 25
4 Solugdo mistura 1 20 5mL 2,0 100 1,0 50
5 Solugéo mistura 1 100 5mL 10 500 5,0 250
6 Solugéo mistura 1 200 5mL 20 1000 10 500
7 Solugao mistura 1 400 5mL 40 2000 20 1000
8 Solugdo mistura 1 1000 5mL 100 5000 50 2500

1 Solucdo mistura 1: solugdo contendo todas as micotoxinas em estudo, onde as micotoxinas
pertencentes ao grupo 1 (OCR e AFs) encontram-se na concentragcao 500 ng mL* e as micotoxinas do
grupo 2 (DON, FMs, HT-2, T-2, DAS, CIT e ZEA) encontram-se na concentracdo 25000 ng mL1.
Solugdo mistura 2: solugdo contendo todas as micotoxinas em estudo, onde as micotoxinas
pertencentes ao grupo 1 (OCR e AFs) encontram-se na concentragdo 50 ng mL e as micotoxinas do
grupo 2 (DON, FMs, HT-2, T-2, DAS, CIT e ZEA) encontram-se na concentragdo 2500 ng mL1.

2 0 volume do baldo foi completado com o diluente metanol e P.1.1.
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Os residuos das curvas analiticas, para cada analito foram avaliados a partir
de graficos de residuos versus concentracdo para verificar a homoscedasticidade,

calculados pela Equacéao 2.

RE (%) = (M) x 100 (Eq.2)

nom

Onde Cget € a concentracdo de cada solucdo analitica determinada pela
equacao da reta e Cnom € a concentracdo nominal de cada solugéo analitica.

O MAPA (2011) orienta que a regressao linear (para obtencdo da equacgao da
reta) seja feita pelo método dos minimos quadrados ordinarios ponderados caso seja
observada a heteroscedasticidade dos residuos da curva analitica.

A regressao linear ponderada tem o objetivo de avaliar o peso (ponderacéo)
que minimiza a soma dos residuos ponderados para gerar residuos homoscedasticos,
e as ponderagGes mais comuns testadas sdo 1/X2?, 1/X, 1/X%5 1/Y?, 1/Y e 1/Y°®
(ALMEIDA; CASTEL-BRANCO; FALCAO, 2002).

Assim, a inclinacdo (a) e o intercepto (b) da reta de regresséo linear ponderada
para cada micotoxina em cada matriz foram calculados pelas equacbes 3 e 4,

respectivamente.

Wi YW XiVi— XWiXi. YWY

Ywi. Twix?—(Zw;x;)?

(Eq. 3)

_Xwix] . I wiyi - Twixi . T wixiyi

Ywi. Twix? = (Zwix)?

b (Eq. 4)

Onde wi é a ponderacdo testada, xi e yi as concentracfes e respostas
instrumentais dos analitos, respectivamente, e i € o0 i-ésimo par de dados
(concentragao e resposta instrumental) do total de medidas.

Da mesma forma que os coeficientes a e b, o coeficiente de correlagcdo na

regresséo linear ponderada foi determinado pela Equacgéo 5.
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(- Wi DWiXiYi— LWiXi. N WiV
\/Z wi. Twix? — (Twix;)’. JZWi Swiyi - wiy)?

(Eq. 5)

Para as trés equacdes apresentadas, substituindo-se wi por 1, os coeficientes
calculados correspondem aqueles da regressdo linear simples, do método dos
minimos quadrados ordinarios.

A ponderacao escolhida para cada micotoxina em cada matriz foi aquela que
apresentou a menor soma dos valores absolutos dos residuos da curva analitica e
que proporcionou distribuicdo aleatéria dos residuos em torno de zero nos graficos

residuo x concentragéo.

3.10.2 Limite de deteccéo e quantificacao

O LOD e LOQ do instrumento (LODie LOQj, respectivamente) e LOD e LOQ
do método (LODm e LOQm, respectivamente) foram estimados a partir do estudo de
linearidade para cada micotoxina, tanto em feijdo quanto em soja.

O LOD foi estimado pela Equacao 6 e 0 LOQ pela Equacao 7 (INMETRO,2018).

Alternativamente, o LOQ também pode ser calculado pela Equacéao 8.

LOD = 3,3« 2 (Eq. 6)

Onde s é o desvio padrao da resposta da amostra “branco” e a é a inclinacao
da curva analitica, obtida pela regresséo linear na avaliagcdo da linearidade. Se a
amostra “branco” ndo gerar resposta instrumental, pode ser usado o desvio padrao do

menor nivel de concentracdo da curva analitica (INMETRO, 2018).

LOQ =10 x 2 (Eq. 7)
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LOQ =LODx33 (Eq 8

Onde s é o desvio padrao da resposta da amostra “branco” e a é a inclinacao
da curva analitica, obtida pela regresséo linear na avaliagdo da linearidade. Se a
amostra “branco” ndo gerar resposta instrumental, pode ser usado o desvio padrao do

menor nivel de concentracdo da curva analitica (INMETRO, 2018).

O LOQm deve ser determinado experimentalmente através da exatidao e
precisdo, devendo atender critérios especificos discutidos mais adiante.

3.10.3 Seletividade

A seletividade dos métodos analiticos foi avaliada pela andlise de seis amostras
“branco” de cada matriz para verificar possiveis interferentes. Para isso, verificou-se
a ocorréncia (ou ndo) de pico cromatografico nas amostras “branco” no mesmo tempo
de retencdo de cada micotoxina, comparando-se esses picOS com 0S picos
cromatograficos das micotoxinas em extrato “branco” de matriz.

Para considerar o método seletivo, os interferentes observados nas amostras
“branco” no mesmo tempo de retengcdo das micotoxinas devem apresentar sinal

analitico < 30% do sinal apresentado para o LOQ de cada micotoxina em cada matriz.
3.10.4 Efeito matriz

O efeito matriz foi avaliado para cada micotoxina nas matrizes feijao e soja.

Esse parametro foi avaliado conforme instrugcdo do MAPA (2011), que orienta
que curvas analiticas em solvente organico e em extrato “branco” de matriz sejam
preparadas com no minimo cinco niveis de concentracdo cada uma, que cada nivel
de concentracédo seja preparado de forma independente pelo menos trés vezes e que
cada solucdo analitica seja analisada mais de uma vez, gerando uma sequéncia

analitica com pelo menos 30 analises.
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Na validacdo dos métodos para determinacdo de micotoxinas em feijao e soja,
as curvas analiticas em solvente organico e extrato “branco” de matriz foram
preparadas com oito niveis de concentracdo, cada nivel foi preparado de forma
independente trés vezes e cada solucao foi analisada no UPLC-MS/MS duas vezes,
ou seja, trés curvas analiticas em solvente orgéanico e trés curvas analiticas em extrato
“branco” de matriz, analisadas duas vezes cada.

Primeiramente, analisaram-se seis réplicas de “branco” de solvente, seguido
das curvas analiticas em solvente organico, da menor para a maior concentracao para
evitar efeito residual e contaminacdo entre as amostras. Em seguida, seis réplicas de
extrato “branco” da matriz foram analisadas, seguidas das curvas analiticas
preparadas em extrato “branco” de matriz, também da menor para a maior
concentracdo. A sequéncia analitica consistiu na analise de 54 amostras em solvente
organico e 54 amostras em matriz, totalizando 108 amostras. O efeito matriz foi
avaliado em sequéncias analiticas distintas para feijdo e soja.

De acordo com SANTE (2017), as respostas obtidas para cada analito em
solvente e extrato “branco” de matriz devem ser comparadas e o efeito matriz é
considerado ndo-significativo se for < £20%. O guia europeu descreve a necessidade
de usar curvas analiticas em extrato “branco” de matriz se o efeito matriz for
significativo (= £20%).

Apesar do Documento Guia SANTE (2017) descrever de forma resumida a
forma de avaliacdo do efeito matriz, denominando este como significativo ou ndo, o
MAPA (2011) instrui que testes estatisticos devem ser aplicados para determinar se o
efeito matriz € ou nao significativo. O teste estatistico indicado € o teste t de Student

e deve ser calculado conforme a Equacéao 9.

la;—az|
tacalc = (Eg. 9)

Onde a1 e a2 sé@o as inclinacdes das curvas analiticas em solvente organico e
em extrato “branco” de matriz, s?a1 e S%a2 as variancias d € Nx1 € Nx2 0 nimero de

solucdes das curvas analiticas, respectivamente.
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Para comparar o t calculado (tacac) com o t tabelado (tan) 0 NUMero de graus

de liberdade (G.L.) deve ser calculado pela Equacéo 10.

(Eq. 10)

Considerando um nivel de confianca de 95%, se tacac for menor que tian, pode-
se concluir que as duas curvas analiticas tém a mesma inclinacdo (MAPA, 2011).

Os termos a1 e az (referentes a inclinagcdo das curvas) podem ser substituidos
por b1 e b2 e as equagbes 9 e 10 podem ser usadas para comparar o intercepto das
duas curvas. Se tanto a inclinacdo quanto o intercepto de ambas as curvas forem
estatisticamente iguais, pode-se dizer que ndo ha efeito de matriz significativo (MAPA,
2011).

Esse teste estatistico para determinar se o efeito matriz € significativo ou ndo
também foi aplicado por FRASELLE et al. (2007) no estudo de nitroimidazoles e
metabolitos em plasma suino por HPLC-MS/MS.

O teste t de Student é util para dizer se o efeito matriz é significativo ou néo,
mas o grau de influéncia da matriz na resposta instrumental dos analitos, dado em
porcentagem, pode ser calculado a partir das inclinacfes das retas de regressao linear

das curvas analiticas, conforme Equacao 11.

EM (%) = (% — 1) x 100 (Eq.11)

2

Essa é a forma mais comum e pratica de estimar o quanto a matriz pode
influenciar a resposta instrumental para os analitos, e foi aplicada por outros autores
(KOESUKWIWAT; SANGUANKAEW e LEEPIPATPIBOON, 2014; SULYOK et al.,
2006e KIM et al., 2017).
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3.10.5 Exatidao (ensaios de fortificagcao e recuperacéao)

A exatiddo dos métodos analiticos foi avaliada por ensaios de fortificacdo e
recuperacao.

Seis réplicas das amostras “branco” de feijao e soja foram fortificadas com
quantidade conhecida da solugcdo mistura (na concentracdo 500 ng mL? para as
micotoxinas do grupo 1 e 25000 ng mL? para as micotoxinas do grupo 2) contendo
todas as micotoxinas em estudo. As amostras foram fortificadas em quatro niveis de
concentracédo, sendo 2, 5, 10 e 20 ug kg*! para as micotoxinas do grupo 1, que
correspondem as concentracdes 100, 250, 500 e 1000 ug kg para as micotoxinas do
grupo 2. Os volumes de solucdo mistura necessarios para fortificar as amostras
nesses niveis de concentracdo encontram-se na Tabela 4.

ApoOs a fortificacdo, as amostras permaneceram em repouso durante 30
minutos antes de iniciar o procedimento de extracdo, especifico para cada matriz.
Além das amostras fortificadas, seis réplicas de amostra “branco” de cada matriz
foram extraidas junto com as demais para avaliar possivel contamina¢édo da matriz. O
extrato das amostras “branco” de cada matriz foi reservado para preparar a curva
analitica injetada previamente as amostras fortificadas, para que fosse possivel a
guantificacdo das mesmas.

A recuperacéo é calculada de acordo com a Equacéo 12.

REC (%) = (Clc‘gcz)x 100 (Eq. 12)

Onde C: € a concentragdo do analito na amostra fortificada (concentracdo
recuperada), Cz é a concentracdo do analito na amostra nao fortificada (caso a matriz
apresente baixa concentracdo do analito) e Cz é a concentracao do analito adicionada
a amostra.

De acordo com o Documento Guia SANTE (2017), o critério de aceitacéo para
0s ensaios de fortificacdo € que os percentuais de recuperacdo devem estar na faixa
de 70 a 120%, sendo aceitavel recuperacdes de até 40%, desde que apresente boa
precisdo. O guia europeu alerta para que percentuais de recuperacdo ndo devem
estar abaixo de 30% e acima 140%.
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Tabela 4 - Volumes de solugcéo mistura necessarios para fortificar as amostras em quatro niveis de concentracao e fator de diluicdo

do método.
) Volume de Massg abso!uta de Volume de . C'oncen_tragéo dgs
Nivel de Concentragéo solucao m_lc'otoxma\ solvente Quantidade de micotoxinas no vial Fator do
fortificago (ng/kg) mistura adicionada a (mL) amostra (g) antes dainjecéo (ng método?
(1) amostra (ng) mL™)
Grupo 1! Grupo 22 H Grupol Grupo?2 Grupo 1 Grupo 2
1 2 100 20 10 500 10 5 0,5 25 4
2 5 250 50 25 1250 10 5 1,25 62,5 4
3 10 500 100 50 2500 10 5 25 125 4
4 20 1000 200 100 5000 10 5 5 500 4

1 Micotoxinas do grupo 1: OCR A, AF B1, AF B2, AF G1 e AF G2.
2 Micotoxinas do grupo 2: DON, FM B1, FM B2, T-2, HT-2, ZEA, DAS e CIT.

3 Fator de diluicdo do método, igual para as micotoxinas do grupo 1 e grupo 2.
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O MAPA (2011) orienta que o método analitico proposto deve atender critérios
de desempenho especificos de acordo com cada micotoxina e o nivel de concentracéo
gue constam Tabela 5, 0s quais sd0 0s mesmos critérios apresentados pela
COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS (2006).

Tabela 5 - Requisitos especificos para valores de recuperacdo e precisdo de cada
micotoxina estudada, conforme UE e MAPA.

Micotoxina Concentragdo (g kg') Recuperacdo recomendada (%) RSD: (%)
AFs® <10 50-120
1-10 70-110 0,66 x RSDr @
(B1,B2,Gle G2) > 10 80 - 110
<1 50-120 <40
OCR A > 1 70 - 120 <20
=100 < 500 60 - 110 <20
DON > 500 70 - 120 < 20
<50 60 - 120 <40
ZEA > 50 70 - 120 <25
FMBleFMB2 <500 60 - 120 <30
(Separadamente) > 500 70-110 <20
T-2 e HT-2 12 - 250 60 - 130 <30
(Separadamente) > 250 60 - 130 <25
cIT Todas as faixas de 70-120 0,66 x RSDR®
concentracao

(1) Esses critérios aplicam-se para AF Bl e para a soma de B1, B2, G1 e G2.
(2) RSDr = desvio padréo relativo obtido em condi¢des de reprodutibilidade.

Fonte: adaptado de MAPA (2011) e COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS (2006).

3.10.6 Precisao

3.10.6.1 Repetitividade

A precisdo intracorrida foi avaliada através dos ensaios de fortificagdo e
recuperacao para as micotoxinas em feijao e soja, em sequéncias analiticas distintas.
A média dos percentuais de recuperacdo das seis réplicas foi calculada para
cada micotoxina, em cada um dos quatro niveis de fortificacdo. O RSD, que é a forma
mais comum de expressar a precisdo, também foi calculado para cada nivel de

fortificacdo, conforme Equacéo 13.
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RSD (%) = (%) x 100 (Eq.13)

Onde sé o desvio padrdo amostra e xm € 0 valor médio determinado.
3.10.6.2 Precisédo intermediaria

A precisdo intermediaria também foi avaliada por meio dos ensaios de
fortificacdo e recuperacédo, no entanto, o parametro foi executado por dois analistas
em dias distintos. Cada analista realizou o procedimento desde a etapa de fortificacao
das amostras de matriz “branca” até a diluicao final.

A média dos percentuais de recuperacdo das seis réplicas foi calculada para
cada micotoxina, em cada um dos quatro niveis de fortificagdo. O RSD também foi
calculado para cada nivel de fortificagdo, conforme Equacgéo 13 (item 3.10.6.1). Foi
obtida a média das médias entre os analistas e calculado o desvio padrdo e RSD para
cada nivel de fortificacdo, para cada micotoxina em ambas as matrizes.

O MAPA (2011) orienta que o RSD da precisdo intermediaria ndo exceda os
valores apresentados na Tabela 6, cujos valores dependem da faixa de concentracéo
do analito. A tabela apresentada no manual € mais extensa e mostra valores de RSD
para niveis de concentracéo de até kg kg (MAPA, 2011), no entanto, na Tabela 7 sdo
apresentados os valores permitidos de RSD de preciséo intermediaria apenas para a
faixa de concentracdo usada neste trabalho.

Tabela 6 - Critérios de aceitacdo da precisao intermediaria.

Concentracao (c) RSD (%)
c<1pgkg? 35
1ugkgt=<c<10pugkg? 30
10 pg kgt < ¢ <100 pg kgt 20
100 ug kgt <c <1 mgkg? 15

Fonte: adaptado de MAPA, 2011.
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3.11 ARMAZENAMENTO DE GRAOS EM ATMOSFERA CONTROLADA

3.11.1 Obtencéo e limpeza dos graos antes do armazenamento

As sementes dos cultivares Garapia (feijao carioca) e Fepagro 26 (feijao preto)
foram obtidas da Fundacdo Agropecuaria de Pesquisa Agropecuéria (FEPAGRO) de
Julio de Castilhos — RS. As sementes dos cultivares Caupi (feijao branco e feijao
vermelho) foram obtidas de Sinop - MT, e as sementes de milho foram obtidas de
Jaguari - RS. As sementes de soja cultivares Brasmax Bonus IPRO, Brasmax Desafio
RR e Brasmax Ultra IPRO foram obtidas de Sinop — MT, e as sementes do cultivar
Tec IRGA 6070 foram obtidas de Santa Maria — RS.

Todos os cultivares passaram por limpeza para remocdo de materiais
estranhos e graos danificados previamente ao armazenamento em AC. Para remocéao
de materiais indesejaveis mais leves que as sementes, os graos foram separados por
tamanho e peso utilizando-se maquina de ventilador e peneiras, cujo funcionamento
consiste em passagem de corrente de ar sob uma bancada com superficie porosa que
separa as sementes por peso especifico. As sementes foram secas até teor de
umidade de 11%.

3.11.2 Anélise dos gréos previamente ao armazenamento em atmosfera

controlada

Amostras de cada cultivar (cerca de 100 g) foram enviados ao CEPARC para
avaliar a ocorréncia de micotoxinas previamente ao inicio do armazenamento em
atmosfera controlada. O processamento e extracdo das amostras ocorreu conforme
itens 3.9.1 € 3.9.2.

Esse procedimento teve o objetivo de comparar a ocorréncia (ou nao) de
micotoxinas antes e apos o periodo de armazenamento dos graos, para dizer, assim,

se as condi¢cdes estudadas foram eficazes no controle da producdo de micotoxinas.
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3.11.3 Armazenamento dos graos em atmosfera controlada

Cerca de 1,0 kg de cada cultivar foi armazenado em camaras com atmosfera
controlada para simular o armazenamento dos grédos em sistemas herméticos. Os
cultivares de feijdo e soja foram submetidos a 15 tratamentos, descritos na Tabela 7.
Ja as sementes de milho foram submetidas a 6 tratamentos, descritos na Tabela 8.

O estudo de armazenamento dos grédos em AC foi realizado pelo Nucleo de
Pesquisa em PGas-Colheita, no Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal
de Santa Maria (UFSM).

Durante o armazenamento dos graos, as temperaturas das camaras de
armazenamento foram monitoradas duas vezes ao dia e as pressfes parciais dos
gases foram monitoradas semanalmente e ajustadas conforme necessidade, a fim de
manter a concentracdo desejada em cada atmosfera.

Apés seis meses de armazenamento, 100 g de cada -cultivar foram
acondicionados em sacos de papel e transferidos para o Centro de Pesquisa e Andlise
de Residuos e Contaminantes (CEPARC), na UFSM, onde foram mantidos em freezer
com temperatura controlada de -18 °C e foram analisados apds o desenvolvimento,
otimizacédo e validacdo dos métodos analiticos para determinacdo de micotoxinas.
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Tabela 7 - Condicdbes de atmosfera controlada aplicadas no estudo de
armazenamento de feijao e soja.

Tratamento Temperatura (°C) Atmosfera
T1 20 Ambientel
T2 20 1,0 kPa de O>
T3 20 2,0 kPa de O
T4 20 2,0 kPa de O2 + 30 kPa de CO:
T5 20 2,0 kPa de O; + 80 kPa de CO:
T6 25 Ambientel
T7 25 1,0 kPa de O3
T8 25 2,0 kPa de O>
T9 25 2,0 kPa de O, + 30 kPa de CO
T10 25 2,0 kPa de O, + 80 kPa de CO;
T11 30 Ambientel
T12 30 1,0 kPa de O>
T13 30 2,0 kPa de O>
T14 30 2,0 kPa de O, + 30 kPa de CO»
T15 30 2,0 kPa de O, + 80 kPa de CO2

1 Ambiente: em ar sem controle da presséao parcial dos gases Oz e COa.

Tabela 8 - Condicdes de atmosfera controlada aplicadas no estudo de
armazenamento de milho.

Tratamento Temperatura (°C) Atmosfera
T1 20 2,0 kPa de O2, teor umidade 11%
T2 20 Ambiente!, teor umidade 14%
T3 25 2,0 kPa de O2, teor umidade 11%
T4 25 Ambiente!, teor umidade 14%
T5 30 2,0 kPa de O2, teor umidade 11%
T6 30 Ambiente!, teor umidade 14%

1 Ambiente: em ar sem controle da pressédo parcial dos gases Oz e COa.

3.11.4 Analise estatistica dos resultados

A concentragbes média de micotoxinas quantificadas nos tratamentos
estudados foram avaliadas estatisticamente pelo método de Andlise de Variancia
(ANOVA, do inglés Analysis of Variance), utilizando a funcéo prépria para isso no

editor de planilhas Microsoft Office Excel 2013. A ANOVA tem como obijetivo verificar
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se os resultados obtidos para as diferentes combinacdes de atmosfera e temperatura
apresentam diferencas significativas entre si.

Foi utilizada a funcdo ANOVA: fator duplo sem repeticdo, sendo um fator a
condicao de atmosfera e outro a temperatura de armazenamento. A analise estatistica
foi aplicada considerando erro menor que 5% (p<0,05), ou, 95% de confianca.

Em caso de resultado significativamente diferente, uma segunda andlise foi
feita pelo teste-t para duas amostras, presumindo variancias diferentes, para

identificar quais resultados foram responséaveis pela diferenca estatistica.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1ESTABELECIMENTO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS E DA
ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Solugdes individuais das micotoxinas em estudo foram infundidas diretamente
no espectrometro de massas para o ajuste das transicOes (de razdo massa/carga
especificas para cada micotoxina) e energias de colisdo. ApGs esse procedimento,
uma solucdo de cada micotoxina foi injetada individualmente no equipamento de
UPLC-MS/MS a fim de determinar o tempo de retencéo (tr) de cada uma. A Tabela 9
mostra o ion precursor monitorado para cada micotoxina e o tipo de aduto formado,

bem como as respectivas energias envolvidas e os tempos de retencgao.



Tabela 9 — Dados de ion precursor, adutos, transicdes de massas, energias e tempo de retencdo para cada micotoxina.
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fon

Transicao de Quantificacéo

Transicdo de Confirmacéo

Micotoxina precursor fcﬁ?nue:go fon produto Energia de Colisdo  lon produto  Energia de Colisdo  tr (min)
(m/z) (m/z) (eV) (m/z) (eV)
Deoxinivalenol 296,0 M** 249,2 12 231,1 12 3,70
Aflatoxina G2 331,1 [M+H]* 245,1 30 275,1 30 4,30
Aflatoxina G1 329,1 [M+H]* 243,1 25 214,3 25 5,30
Aflatoxina B2 315,1 [M+H]* 259,1 30 287,1 26 6,45
Aflatoxina B1 313,1 [M+H]* 241,1 37 285,0 23 7,35
Fumonisina B1 722,0 [M+H]* 352,4 30 334,4 30 7,40
Diacetoxiscirpenol 383,2 [M+NH3]* 307,3 10 289,3 15 7,45
Citrinina 250,1 M** 233,1 25 191,2 25 7,45
Fumonisina B2 705,2 M** 336,3 30 318,5 30 7,70
Toxina T-2 483,1 [M+O]* 215,1 20 185,1 30 7,75
Ocratoxina A 403,0 M** 239,1 20 221,1 35 7,80
Zearalenona 318,0 M*+ 187,2 20 185,2 20 7,90

tr: tempo de retencao.

FONTE: autor.
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4.2 DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO: AVALIACAO DA EXATIDAO E
PRECISAO

Os percentuais de recuperagdo para as micotoxinas estudadas nas matrizes
feijao preto, milho e soja, extraidas conforme os ensaios de 1 a 5 (itens 4.2.1 até 4.6),
encontram-se nas Tabelas 10, 11 e 12, respectivamente. Os valores entre parénteses
apos cada recuperacéo referem-se ao RSD (desvio padrao relativo, do inglés Relative
Standard Deviation), também em porcentagem.

Nesses resultados ndo se aplicou nenhum teste estatistico de comparacédo de
meédias porque a escolha do método consistiu apenas em identificar o teste que
proporcionou recuperacdo entre 70 e 120%, RSD < 20%, maior numero de

micotoxinas com recuperacao entre 70 e 120% e RSD < 20% e perfil cromatografico.

421 Ensaiol

Ao avaliar o resultado do ensaio 1 para as matrizes estudadas, observou-se
recuperacoes entre 55 e 68% para FM B1 e FM B2 em ambos os niveis de fortificacao,
tanto para feijao preto quanto para milho (exceto nivel 2 de fortificacdo da FM B2 em
milho, que atingiu 78% de recuperacao). Também para a CIT obteve-se recuperacao
baixa, entre 24 e 42% para feijdo e milho (exceto para o segundo nivel de fortificacéo

em milho, cuja recuperacéo foi de 81%).

Os resultados de recuperacfes obtidos para o ensaio 1 estdo abaixo da faixa
recomendada pelo SANTE (2017), entre 70 e 120% e discordam de SOUZA (2014),
gue validou o mesmo procedimento para avaliar essas micotoxinas em milho e trigo,
obtendo recuperacgdes entre 74 e 100% para todos os analitos, em ambas as matrizes
estudadas.

Além do documento SANTE (2017), a faixa de recuperagédo recomendada para
diversas micotoxinas e seus respectivos valores de RSD também € recomendada pela
Unido Europeia (UE) em seu Regulamento N° 401/2006 de 23 de fevereiro de 2006,
gue ja foram mostrados na Tabela 6, item 3.10.5.

Considerando esse regulamento e avaliando as micotoxinas que apresentaram

recuperacoes abaixo do que recomenda o0 SANTE (2017), apenas a recuperacao das
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FM B1 e B2, no primeiro nivel de fortificagdo, e em feijdo, atenderia a faixa
recomendada.

REICHERT et al. (2017) reportaram recuperacfes dentro da faixa
recomendada de 70 a 120% e RSD < 20% para AFs (B1, B2, G1 e G2), FMs (B1 e
B2), OCR A, ZEA, DAS, DON, T-2 e HT-2 em graos de café verde, classificada pelo
SANTE (2017) como uma matriz dificil/inica. Para isso, 0s autores otimizaram e
validaram um método baseado no método QUEChERS utilizando acetonitrila com 1%
de acido aceético como solvente extrator, sem adicdo de tampdo, para avaliar
simultaneamente micotoxinas e pesticidas nesta matriz.

SOLEIMANY et al. (2012) também validaram uma modificagdo do método
QUEChERS utilizando como solvente extrator acetonitrila: agua: acido acético
(79:20:1, v/viv) para determinacdo dessas mesmas micotoxinas em diversos cereais
(arroz, aveia, trigo, cevada e farinha de milho). Os autores néo realizaram a etapa de
particdo com sulfato de magnésio no procedimento de extracédo, apenas centrifugaram
as amostras e diluiram os extratos da mesma forma que foi feito por SULYOK et al.
(2006). Porém, diferentemente dos resultados obtidos no ensaio 1, os autores
reportaram recuperacdes entre 83 e 103% para todas as micotoxinas avaliadas. No
entanto, esses Ultimos autores relataram recuperacdes baixas para FM B1 e B2 (entre
34 e 50%) utilizando o0 mesmo método.

Também foram observadas recuperacdes abaixo da faixa recomendavel para
algumas micotoxinas avaliadas em soja, como as FMs (B1 e B2) que apresentaram
recuperacdes abaixo de 40% e CIT abaixo de 30%, para os dois niveis de fortificacao.
A micotoxina DAS também apresentou recuperacado abaixo da faixa recomendavel,
porém entre 54 e 65% para os dois niveis de fortificacao.

A diferenca de recuperacao observada para as micotoxinas extraidas conforme
0 ensaio 1, em relacéo ao que foi reportado por SOUZA (2014) e SOLEIMANY et al.
(2012), pode ser atribuida as diferentes composi¢des das matrizes. A Tabela 13 retne
informagdes a respeito da composi¢cao centesimal de algumas matrizes, obtidas a
partir do banco de dados do United States Department of Agriculture, embora essa
composicao possa variar de acordo com o cultivar e condicbes ambientais.

Segundo HUMPF; RYCHLIK e CRAMER (2018), micotoxinas podem estar
presentes nos alimentos na forma livre e assim ser facilmente extraidas das matrizes
através de procedimentos de extracdo bem estabelecidos, ou podem ser encontradas

associadas aos constituintes da matriz, especialmente amido e proteinas.
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As micotoxinas associadas a matriz podem se encontrar ligadas de forma
covalente as proteinas e amido, podendo ser extraidas por meio de tratamento
guimico da amostra, como hidrélise acida ou basica, ou podem estar ligadas de forma
nao-covalente, consistindo em um aprisionamento fisico da micotoxina na estrutura
da matriz que pode ser responsavel pelas baixas recuperacbes (DALL’ASTA,;
BATTILANI, 2016; HUMPF; RYCHLIK e CRAMER, 2018), como foi obtido para
algumas micotoxinas (FMs e CIT em feijdo, milho e soja; DAS em feijdo e soja)
conforme ensaio 1.

As recuperagcbes para as demais micotoxinas avaliadas nas trés matrizes
conforme ensaio 1, apresentaram-se dentro da faixa recomendada pelo SANTE
(2017).



Tabela 10 - Valores de recuperacédo e de RSD para as micotoxinas fortificadas (n=3) em feijao preto.
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Ensaio 2 3 4

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2
Micotoxina Rec. Rec. Rec. Rec. Rec. Rec. Rec. Rec. Rec. Rec.

(RSD) % (RSD) % (RSD)% | (RSD)% | (RSD)% | (RSD)% | (RSD)% | (RSD) % (RSD) % (RSD) %
OCR A 138 (39) 100 (2) 99 (11) 84 (3) - 58 (5) 101 (2) 104 (3) 72 (16) 78 (12)
AF Bl 130 (19) 83 (6) 111 (13) 66 (6) - - 130 (20) 86 (4) 65 (10) 52 (6)
AF G1 91 (16) 86 (15) - 83 (5) 43 (58) 87 (5) - 112 (9) - 74 (7)
AF B2 - 72 (12) 54 (21) 73 (4) 61 (16) 99 (10) 94 (10) 73 (17) - 95 (10)
AF G2 - 71 (12) - 73 (7) - 103 (10) - 77 (12) - 44 (127)
DON 78 (1) 79 (2) 74 (12) 70 (5) 82 (2) 80 (1) 91 (2) 87 (2) 79 (7) 71 (9)
FMB1 55 (5) 58 (1) 92 (7) 81 (10) - - 59 (3) 68 (3) 73 (8) 83 (6)
FM B2 65 (3) 68 (1) 87 (4) 79 (8) 3 (23) 2 (14) 71 (1) 74 (4) 73 (8) 79 (7)
T-2 31 (6) 36 (2) 34 (4) 42 (7) 26 (3) 48 (3) 19 (9) 27 (5) 36 (22) 55 (2)
HT-2 105 (2) 131 (3) 127 (4) 107 (7) 66 (4) 110 (2) 99 (14) 122 (7) 104 (12) 98 (9)
ZEA 89 (5) 85 (1) 89 (3) 81 (8) 81 (1) 88 (2) 86 (4) 92 (4) 72 (10) 76 (7)
DAS 32 (1) 33 (3) 32 (4) 46 (7) 23 (2) 35 (4) 23 (4) 23 (3) 32 (25) 53 (1)
CIT 24 (3) 30 (4) 43 (2) 33 (6) 28 (4) 29 (1) - - 36 (10) 47 (4)

Nivel 1 = 2 ug/kg e Nivel 2 = 20 pg/kg para OCR A e AFs.

Nivel 1 = 100 ug/kg e Nivel 2 = 1000 pg/kg para as demais micotoxinas.



Tabela 11 - Valores de recuperacédo e de RSD para as micotoxinas fortificadas (n=3) em milho.
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Ensaio 2 3 4 5

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2
Micotoxina Rec. Rec. Rec. Rec. Rec. Rec. Rec. Rec. Rec. Rec.

(RSD) % (RSD) % (RSD)% | (RSD)% | (RSD)% | (RSD)% | (RSD)% | (RSD)% | (RSD)% | (RSD) %
OCR A 84 (7) 35 (10) 95 (9) 83 (7) 75 (20) 71 (9) 89 (10) 80 (4)
AF B1 96 (0) 69 (2) 110 (11) 78 (10) 108 (6) 94 (11) 72 (18) 81 (9)
AF G1 76 (7) 76 (3) 93 (4) 77 (8) 114 (9) 94 (7) 92 (17) 82 (5)
AF B2 - 85 (5) 118 (15) 80 (5) 95 (24) 96 (5) 64 (28) 79 (8)
AF G2 92 (18) 79 (5) - 79 (15) 115 (10) 98 (7) 65 (20) 78 (4)
DON 76 (11) 78 (3) 91 (3) 74 (7) 89 (6) 71 (3) Ensaio nao 69 (7) 77 (5)
FM B1 43 (2) 55 (7) 109 (12) 82 (7) 29 (19) 3 (6) executado para essa 79 (3) 81 (5)
FM B2 58 (4) 78 (3) 112 (10) 82 (6) - - matriz 64 (7) 78 (5)
T-2 80 (35) 86 (15) 35 (3) 35 (5) 37 (10) 64 (10) 15 (11) 36 (5)
HT-2 92 (1) 81 (2) 163 (3) 124 (3) 239 (5) 201 (3) 134 (8) 121 (6)
ZEA 82 (9) 81 (12) 102 (5) 81 (6) 190 (6) 161 (5) 76 (11) 79 (5)
DAS 75 (75) 81 (1) 29 (3) 32 (7) 7 (5) 14 (13) 7 (22) 36 (5)
CIT 42 (10) 81 (3) 70 (3) 52 (6) 40 (7) 28 (8) 66 (9) 69 (7)

Nivel 1 = 2 ug/kg e Nivel 2 = 20 pg/kg para OCR A e AFs.

Nivel 1 = 100 ug/kg e Nivel 2 = 1000 pg/kg para as demais micotoxinas.



Tabela 12 - Valores de recuperacédo e de RSD para as micotoxinas fortificadas (n=3) em soja.
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Ensaio 2 3 4 5

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2
Micotoxina Rec. Rec. Rec. Rec. Rec. Rec. Rec. Rec. Rec. Rec.

(RSD) % (RSD) % (RSD)% | (RSD)% | (RSD)% | (RSD)% | (RSD)% | (RSD) % (RSD) % (RSD) %
OCR A 95 (22) 92 (10) 81 (16) 98 (12) - 52 (7) - 54 (2) 178 (11) 68 (16)
AF Bl 109 (20) 92 (13) - 66 (3) - 45 (10) - - 76 (13) 113 (1)
AF G1 - 90 (1) - 76 (10) - 95 (5) - 90 (2) - 81 (19)
AF B2 - 94 (6) - 62 (3) - 84 (15) - 61 (12) - 69 (20)
AF G2 90 (56) 74 (10) - 74 (7) - 94 (17) 117 (37) 92 (17) - 81 (16)
DON 85 (15) 83 (2) 89 (2) 76 (7) 103 (1) 91 (8) 87 (2) 81 (1) 71 (16) 81 (8)
FMB1 30 (25) 25 (20) 57 (3) 49 (7) 13 (5) 1(9) 41 (9) 41 (6) 67 (6) 72 (7)
FM B2 38 (14) 33 (17) 63 (0,3) 56 (7) 12 (4) 2 (12) 51 (4) 53 (8) 70 (9) 74 (7)
T-2 52 (5) 71 (1) 57 (7) 72 (10) 27 (11) 75 (12) 12 (36) 77 (3) 78 (14) 86 (6)
HT-2 57 (7) 89 (6) 81 (1) 75 (6) 63 (43) 94 (13) - - 106 (9) 89 (6)
ZEA 89 (2) 82 (2) 86 (2) 78 (11) 139 (2) 98 (12) 74 (8) 87 (4) 83 (11) 84 (6)
DAS 54 (13) 65 (2) 65 (1) 67 (7) 37 (10) 60 (9) 19 (31) 84 (8) 78 (11) 78 (5)
CIT 20 (3) 19 (5) 26 (4) 17 (7) 27 (5) 18 (8) - - 24 (8) 30 (7)

Nivel 1 = 2 ug/kg e Nivel 2 = 20 pg/kg para OCR A e AFs.

Nivel 1 = 100 ug/kg e Nivel 2 = 1000 pg/kg para as demais micotoxinas.
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Tabela 13 - Composicao centesimal de diferentes matrizes.

Composicdo centesimal (g/100 g)

Constituinte

Feijao Milho Trigo Arroz Aveia Cevada Soja
Agua 11,02 10,37 10,42 13,29 8,22 9,44 8,54
Proteina 21,6 9,42 10,69 6,50 16,89 12,48 36,49
Gorduras totais 1,42 4,74 1,99 0,52 6,90 2,30 19,94
Carboidratos 62,36 74,26 75,36 79,15 66,27 73,48 30,16
Fibra alimentar 15,5 7,3 12,7 2,8 10,6 17,3 9,3
Aclcares totais 2,12 0,64 0,41 N.D. N.D. 0,80 7,33

N.D.: N&o disponivel

Fonte: UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE.

4.2.2 Ensaio 2

O ensaio 2 forneceu valores de recuperacao mais elevados para as micotoxinas
gue, no ensaio anterior ficaram abaixo da faixa recomendada.

Para feijao e milho as FM B1 e B2 apresentaram recuperacdes entre 81 e 112%
para as duas matrizes, em ambos os niveis de fortificacdo. Por outro lado, a
recuperacdo para T-2 e DAS em milho ficou abaixo de 35% para ambos os niveis
estudados.

Para soja, apesar da melhora nos valores de recuperacdo das FM Bl e B2
comparado ao ensaio 1, os valores ainda ficaram abaixo da faixa recomendada,
apresentando-se entre 50 e 63% nos dois niveis de fortificagéo.

Visando explicar as recuperacdes obtidas para as diferentes matrizes, o pH do
extrato de cada matriz para cada ensaio foi medido com tiras indicadoras de pH, e os

valores obtidos estao reunidos na Tabela 14.
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Tabela 14 - Valores de pH dos extratos das matrizes, obtidos em cada ensaio.

Ensaio pH
Feijdo preto  Milho Soja
Agua 6 6 6
1 4 4 5
2 3 3 4
3 5 5 5
4 4 4 5
5 2 2 3

As micotoxinas OCR A, FM B1, FM B2 e CIT sédo consideradas acidas e
apresentam valores de pKa entre 3,16 e 3,42. As demais micotoxinas s&o
consideradas neutras, com valores de pKa acima de 8. Os valores de pKa foram
obtidos a partir da plataforma online Chemicalize, e varios autores (EOM et al., 2017,
JETTANAJIT e NHUJAK, 2016; KOESUKWIWAT; SANGUANKAEW e
LEEPIPATPIBOON, 2014) tratam essas micotoxinas como &cidas e neutras.

O aumento na recuperacao das micotoxinas acidas, especialmente FM B1 e B2
em feijdo e milho, pode ser associado a estabilizacdo desses analitos em um meio
com pH menor. Em pH 3, FM B1 e B2 encontram-se na forma neutra, protonada, e
por isso encontram-se estabilizadas e preferencialmente solubilizadas no solvente
extrator do que na 4gua ou do que associadas a matriz.

Acredita-se que para soja, 0 aumento na recuperacao das FM B1 e B2 néo foi
tdo expressivo em relacédo ao ensaio 1 pois o pH do extrato dessa matriz ficou uma
unidade acima do pKa dessas micotoxinas. Isso indica que as moléculas das
micotoxinas provavelmente estavam ionizadas e preferencialmente solubilizadas na
fase aquosa ou mesmo associadas a matriz. No entanto, o pH do extrato de soja para
0 ensaio 2 foi uma unidade menor do que para o ensaio 1, o que explica 0 aumento
no valor de recuperagéo das FM B1 e B2 entre esses dois ensaios.

Aléem do pH dos extratos influenciar diretamente na estabilizacdo das
micotoxinas acidas no solvente extrator, este também pode influenciar na extracdo de
constituintes de matriz, fazendo com que quantidades maiores ou menores de
substancias sejam extraidas simultaneamente as micotoxinas. Isso pode explicar o
fato de que a recuperacdo das micotoxinas neutras como T-2 e DAS em milho

reduziram em pH mais acido.
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KOESUKWIWAT; SANGUANKAEW e LEEPIPATPIBOON (2014) também
avaliaram acetonitrila com acido formico e acido acético em diferentes concentragdes,
e reportaram melhores recuperagdes com 10% de acido férmico (concentracdo mais
alta estudada). Os autores avaliaram as mesmas micotoxinas estudadas neste
projeto, porém em arroz, e as recuperacdes obtidas ficaram entre 70 e 120% com
RSD < 20%, exceto para FM B1 e CIT, cujas recuperagdes ficaram abaixo de 70%.
Os autores ainda relacionaram o aumento na recuperacédo das micotoxinas acidas a
estabilizacdo destas em meio acido, e a baixa recuperacdo da FM Bl e CIT as
possiveis perdas durante o processo extrativo, principalmente na etapa de purificacao
aplicada.

JETTANAJIT e NHUJAK (2016) aplicaram o0 mesmo método de
KOESUKWIWAT; SANGUANKAEW e LEEPIPATPIBOON (2014) para arroz integral,
mas obtiveram recuperacdes abaixo de 50% para todas as micotoxinas. Os autores
otimizaram o procedimento de extracdo para arroz integral avaliando acetonitrila como
solvente extrator com acido formico e acido acético em diferentes concentragdes, e
obtiveram os melhores resultados com 10% de acido acético. O aumento na
recuperagdo das micotoxinas acidas também foi reportado pelos autores como
consequéncia da estabilizacdo das micotoxinas acidas na sua forma neutra no
solvente extrator, e atribuiram as baixas recuperagdes com 10% de &cido férmico
(teste inicial) a extracdo de uma quantidade maior de constituintes de matriz,
especialmente pigmentos, verificado por extratos de cor mais escura.

A recuperacédo das micotoxinas neutras nédo foi prejudicada ou melhorada com
a substituicdo do acido acético do ensaio 1 pelo &cido férmico do ensaio 2, exceto
para T-2 em milho, cuja recuperacao caiu para 35%, e DAS, também em milho, cuja
recuperacao caiu para uma meédia de 30%. Ainda para essa matriz, a recuperacao de
HT-2 aumentou, ficando entre 124 e 163%. Este valor acima da faixa recomendada
também pode ser devido a extracdo simultdnea de constituintes de matriz, causando

assim efeito de matriz com incremento no sinal analitico dessa micotoxina.
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4.2.3 Ensaio 3

Este ensaio foi conduzido com tampéo acetato na etapa de particdo para as
trés matrizes. Como mostrado anteriormente na Tabela 14, o pH verificado para os
extratos das trés matrizes nesse ensaio foi igual a 5.

As recuperacdes obtidas para as micotoxinas acidas (OCR A, FMs e CIT) neste
pH foram muito baixas, conforme pode ser comparado no grafico da Figura 6, que
mostra 0 comportamento dessas micotoxinas para as trés matrizes em todos o0s
ensaios avaliados. Atraves deste gréafico é possivel visualizar de forma clara que as
micotoxinas mais afetadas por este ensaio foram as FM B1 e B2, cujas recuperacoes
foram quase nulas nas trés matrizes. A Unica micotoxina acida que apresentou
recuperacdo acima de 70% neste ensaio foia OCR A em milho.

PIZZUTTI et al. (2014) afirmaram que a estabilidade e/ou eficiéncia da extracao
para as FMs é diretamente dependente do pH, e por isso o controle desse fator
durante o procedimento de extracao é importante, caso contrario baixos percentuais
de recuperacéao e precisao podem ser obtidos.

A baixa recuperacdo das micotoxinas acidas mais uma vez pode ser atribuida
ao pH tipico do tampao formado por &cido acético/acetato de sddio, que foi igual a 5
para todas as matrizes. Esse valor de pH fica duas unidades acima dos valores de
pKa das micotoxinas acidas, regido na qual as moléculas destes analitos encontram-
se ionizadas. A acetonitrila € um solvente polar, porém, menos polar que a agua e
metanol, e por isso tem menor capacidade de solvatar cargas elétricas (analitos
ionizados), o que conduz as baixas recuperacdes observadas.
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Figura 6 - Percentual de recuperacédo obtido para as micotoxinas acidas em feijao preto, milho e soja, para os ensaios de 1 a 5 (n=3).
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Alguns autores reportam métodos baseados no método QUEChERS para a
extracdo de micotoxinas em diversas matrizes sem a particdo com MgSOa4
(SOLEIMANY et al., 2012; SULYOK et al., 2006) e consideram como um dos fatores
responsaveis pela alta recuperacéo dos analitos mais polares a maior polaridade do
extrato, contendo acetonitrila e agua. Outros autores relatam o uso de apenas MgSQO4
para induzir a separacgdo de fases (REICHERT et al., 2017; SOUZA, 2014), mas a
grande maioria dos autores aplicam meétodos baseados no método QUEChERS
usando como tampao sais de citrato de sodio (EOM et al.,, 2017; JETTANAJIT;
NHUJAK, 2016; KOESUKWIWAT; SANGUANKAEW:; LEEPIPATPIBOON, 2014).

O tamponamento com citrato de sédio tribasico diidratado e citrato de sodio
dibasico sesquidratado ocorre em pH entre 5,0 e 5,5, no entanto, quando esses sais
séo usados juntamente com MgSOa4, 0 pH observado nos extratos é cerca de 4, isso
porque os ions Mg*? formam complexos com os ions citrato, liberando prétons e
conduzindo a um pH menor (EU REFERENCE LABORATORIES FOR RESIDUES OF
PESTICIDES, 2016), o que favorece percentuais de recuperacdo maiores quando
comparado ao tamponamento em pH 5 pelo acetato de sodio.

JETTANAJIT e NHUJAK (2016), além de avaliarem diferentes composi¢fes de
solvente extrator, onde variaram o constituinte acido (férmico ou acético) e a
concentracao deste (1; 5 e 10%), também estudaram a particdo e tamponamento com
diferentes misturas de sais para determinar micotoxinas em arroz integral. Os autores
observaram que, para a maioria das micotoxinas avaliadas, as maiores recuperacdes
foram obtidas quando utilizaram uma mistura de MgSO4, NaCl e acetato de sédio,
exceto para FMs (B1 e B2) e OCR A. Assim, o método final otimizado e validado pelos
autores foi a mistura dos sais MgSOa4, NaCl, citrato de sodio tribasico diidratado e
citrato de sédio dibésico sesquidratado.

Para as micotoxinas neutras avaliadas nesse ensaio houve um incremento na
recuperacéo de HT-2 e ZEA em milho, no entanto os valores ficaram muito acima da
faixa recomendada (entre 200 e 239% e 161 e 190%, respectivamente), o que pode
estar relacionado a extracdo de constituintes de matriz que promoveram um
incremento no sinal analitico para as amostras extraidas. Além disso, DAS apresentou
baixa recuperacdo em milho e soja quando comparado ao resultado do ensaio 1, o
que pode estar relacionado a supressdo de sinal causada pela extracdo de

constituintes de matriz em pH mais acido, como ja foi discutido anteriormente. A
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recuperagdo das demais micotoxinas neutras avaliadas nao foi favorecida ou

comprometida nesse ensaio.

424 Ensaio 4

Este ensaio foi planejado e executado de forma a se obter maior precipitacéo
de proteinas das matrizes como uma alternativa para aumentar as recuperacdes das
micotoxinas, visto que feijao e soja apresentam cerca de 22 e 36% deste constituinte,
respectivamente, como mostrado anteriormente na Tabela 13. Este ensaio néo foi
executado para milho, pois esta matriz ndo estava disponivel quando da execucédo
deste ensaio.

O método de precipitacdo de proteinas € conhecido e amplamente empregado
para extrair diversos compostos de amostras biolégicas como sangue e plasma
sanguineo. E 0 método mais simples para separar substancias de baixa massa
molecular (como as micotoxinas) de macromoléculas (como as proteinas), cuja
presenca pode comprometer a recuperacdo dos analitos da matriz, separacao
cromatografica e ionizacdo no espectrdometro de massas (VAS; NAGY e VEKEY,
2008).

A precipitagdo de proteinas, seja em amostras biologicas ou alimentos
contendo essas macromoléculas, ocorre devido a alteracdo em sua solubilidade
mediante a adicdo de solventes organicos (metanol ou acetonitrila), acidos (acido
fosférico, trifluoracético ou perclérico) ou sais (sulfato de aménio ou zinco) (VAS;
NAGY e VEKEY, 2008).

A solubilidade das proteinas € modificada, pois a agua que solubiliza essas
moléculas passa a ser solvatada por moléculas do solvente ou passa a solvatar os
ions dos sais. Isso faz com que a interacao entre as moléculas de proteinas aumente
e faz com que elas sejam agrupadas, formando estruturas maiores e cada vez menos
solaveis, precipitando (AGILENT TECHNOLOGIES, 2013). ApOs agitacdo e
centrifugacéo, as proteinas sédo depositadas no fundo dos tubos de extracdo e o
sobrenadante, contendo os analitos de interesse, € recolhido e analisado.

No entanto, diferentes proteinas podem necessitar de diferentes condi¢cdes
para precipitar, o que pode comprometer a remocdo dessas macromoléculas (VAS;
NAGY e VEKEY, 2008). Além disso, algumas proteinas podem precipitar e levar

consigo, ligadas aos seus grupos funcionais, moléculas pequenas (como as
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bY

micotoxinas), removendo-as do sobrenadante e conduzindo a uma recuperacao
menor.

A técnica de precipitacéo de proteinas esta associada a diluicdo das amostras,
dificilmente as mesmas séo concentradas. Isso porque, para que a precipitacdo das
proteinas seja eficaz, é necessario uma proporcao solvente organico:amostra igual a,
no minimo 3:1, sendo que a proporcdo 4:1 € mais indicada por garantir que a
precipitacdo seja mais completa (PHENOMENEX, 2012). A proporcao 4:1 de solvente
organico:amostra foi aplicada no ensaio 4, levando a uma diluicdo total da amostra de
8 vezes (o0 dobro dos demais ensaios).

Na Figura 7 € mostrado um gréfico, para fins de comparacdo entre as
recuperacdes obtidas pelos ensaios 1 e 4, cujo pH dos extratos foi 0 mesmo (pH = 4)
e diferenciaram-se um do outro apenas no volume de solvente extrator. Como pode
ser visto neste gréfico, houve pouca diferenca de recuperagado entre esses ensaios
para a maioria das micotoxinas, tanto em feijdo quanto em soja. Isso mostra que,
apesar das amostras terem sofrido uma diluicdo duas vezes maior do que a realizada
Nnos outros ensaios, a recuperacao das micotoxinas nao foi prejudicada.

Para feijao, por exemplo, apenas as micotoxinas DAS, T-2 e HT-2
apresentaram recuperacdes menores para 0 ensaio 4 do que para o ensaio 1, sendo
gue DAS e T-2 ja4 apresentavam recuperacao abaixo de 40%, o que indica que a
precipitacdo de proteinas e diluicdo da amostra ndo favoreceu a recuperacao desses
analitos, contrariando o que era esperado.

Por outro lado, 0 aumento na recuperacéo das FM B1 (de 58 pelo ensaio 1 para
68% pelo ensaio 4) e B2 (de 68 pelo ensaio 1 para 74% pelo ensaio 4) foi 0 mais
expressivo para feijdo. Isso pode ser atribuido ao fato de que o uso de um volume
maior de solvente contribuiu para uma precipitacdo de proteinas mais eficaz, como
era esperado. Além disso, a diluicdo maior que foi aplicada nesse ensaio, comparada
com o fator de diluicdo dos demais, pode ter contribuido, pois o extrato obtido possuia
aparéncia mais limpida, o que pode ser verificado pela obtencdo de um sobrenadante
de cor mais clara.

As demais micotoxinas em feijao apresentaram recuperacbes semelhantes
aguelas obtidas pelo ensaio 1. No entanto, observou-se que, para DON o perfil
cromatografico para o ensaio 4 foi prejudicado, como mostra a Figura 8 (a) e (b),
possivelmente pelo fato de que um volume maior (4 pL) de amostra contendo

acetonitrila (solvente que néo esta presente na fase movel) foi injetado, o que pode
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ter provocado uma diferenca de polaridade mais acentuada entre a fase mével e o
diluente da amostra, comprometendo a separacdo cromatografica.

Além disso, a integracao do pico cromatografico da AF G2 foi dificultada para o
ensaio 4. Isso ocorreu devido a ma resolucdo entre o pico cromatografico da AF G2 e
um pico de um interferente da matriz, (como demonstrado a Figura 8 (c) e (d)) e a
relacdo sinal-ruido (S/N, do inglés signal-to-noise) que diminuiu. A diminuicdo nesta
relacdo indica que o sinal analitico para a AF G2 diminuiu em relacéo ao ruido da linha
de base, o0 que resulta no pico cromatografico de baixa intensidade mostrado na Figura
8 (d) e a dificuldade em integrar e quantificar corretamente.

Para soja o aumento na recuperacao das FMs (B1 e B2) foi o que mais chamou
a atencdo, saindo de 25% para FM B1 e 33% para FM B2 no ensaio 1 para 41 e 53%
para o ensaio 4, respectivamente. Ainda que o resultado tenha ficado abaixo da faixa
recomendada, o resultado obtido mostra que o uso de volume maior de solvente pode
ter proporcionado uma precipitacdo de proteinas mais eficaz do que para o ensaio 1,
0 que teoricamente era esperado, considerando que soja tem quase 37% de proteinas
em sua composicdo e uma propor¢cdo de solvente organico:amostra igual a 4:1 foi
empregado. Também foi constatado aumento na recuperacdo de DAS nessa mesma
matriz, fazendo com que o resultado obtido ficasse dentro da faixa recomendada pelo
SANTE (2017).



Figura 7 - Percentual de recuperacédo para as micotoxinas em feijao preto e soja para os ensaios 1 e 4 (n=3).
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Figura 8 - Cromatogramas comparativos de perfil cromatografico para (a) DON
conforme ensaio 1 e (b) DON conforme ensaio 4, e de razdo S/N para (c) AF G2
conforme ensaio 1 e (d) AF G2 conforme ensaio 4.
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Com excegcdo de OCR A e AF Bl e B2 que apresentaram diminuigdo na
recuperacao para o ensaio 4 (0 que pode estar associado ao grande fator de diluicao
do procedimento), as demais micotoxinas em soja apresentaram recuperacoes
semelhantes aquelas obtidas pelo ensaio 1, e com excecao de DON que apresentou
perfil cromatografico inadequado, as demais micotoxinas recuperadas
satisfatoriamente apresentaram perfis cromatograficos adequados e semelhantes ao
ensaio 1.

O uso de procedimentos de extracdo baseados no método QUEChERS, com
aplicacdo de um grande fator de diluicdo e sem posterior purificagdo, como este

procedimento aplicado no ensaio 4, € conhecido como “dilute-and-shoot” e € reportado
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por varios autores na determinacdo de micotoxinas em diversas matrizes
(SOLEIMANY et al., 2012; SULYOK et al, 2006; SULYOK; KRSKA e
SCHUHMACHER, 2007).

De fato, a grande diluicdo obtida pela técnica dilute-and-shoot é uma forma de
obter extratos mais limpos devido a diluicdo dos constituintes de matriz, o que conduz
a diminuicdo do efeito de matriz e consequentemente favorece a separacao
cromatografica e ionizacao dos analitos no espectrémetro de massas (STAHNKE et
al., 2012).

SULYOK et al. (2006) otimizaram e validaram um método de extracdo baseado
no método QUEChERS para a determinacdo de 39 micotoxinas em trigo e milho
aplicando a técnica dilute-and-shoot, e posteriormente estenderam o uso desse
método para a determinacdo de 87 micotoxinas em alimentos variados (SULYOK;
KRSKA e SCHUHMACHER, 2007). O fator de diluicdo do procedimento usado em
ambos os artigos, cujo solvente extrator foi uma mistura de acetonitrila:agua:acido
acético (79:20:1), foi igual a 8, e os autores reportaram recuperacdes dentro da faixa
recomendada para as mesmas micotoxinas deste trabalho em ambos os casos.

A diluicdo dos extratos ainda elimina a necessidade de posterior etapa de
purificacdo, onde extracdo em fase sélida € usada na forma dispersiva, com
adsorventes na forma de particulas, ou cartuchos recheados com o adsorvente, com
a finalidade de remover pigmentos, lipideos e aclUcares da matriz. A aplicacdo da
diluicdo € interessante ndo soO pelo fato de eliminar uma etapa no procedimento de
extracdo e diminuir o custo da analise, mas também porque as micotoxinas
apresentam propriedades distintas, e a escolha de um procedimento de purificagédo
em detrimento de outro pode prejudicar a recuperacdo de uma micotoxina especifica,

ou uma classe inteira dessas substancias (SOLEIMANY et al., 2012).

425 Ensaio 5

Este ensaio foi conduzido com o solvente extrator contendo a maior
concentracao de acido em comparacao aos outros ensaios, e consequentemente com
o pH mais acido. O valor de pH medido foi igual a 2 para os extratos de feijao e milho,
e 3 para o extrato de soja, conforme mostrado anteriormente na Tabela 14.

Com excegdo da OCR A em soja e da CIT nas trés matrizes, todas as

micotoxinas acidas apresentaram recuperacdo dentro da faixa recomendada pelo
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SANTE (2017) para as trés matrizes, como pode ser comparado com o resultado dos
demais ensaios no gréafico da Figura 6, mostrado anteriormente.

Para soja, os resultados que mais chamaram a atencdo foram aqueles das
FMs, que pela primeira vez dentre todos o0s ensaios executados, apresentaram
recuperagéo acima de 70%. Esse resultado pode ser associado a dois fatores: 1) ao
pH do extrato obtido nessa matriz (inferior aqueles medidos nos demais ensaios) e 2)
a maior precipitacao de proteinas da matriz.

O pH obtido para soja nesse extrato foi igual a 3, ficando abaixo do valor de
pKa das micotoxinas acidas em estudo, especialmente FM B1 e B2. Como ja foi
discutido anteriormente, a estabilizacdo das micotoxinas acidas € favorecida em pH
abaixo de seus respectivos valores de pKa, regido na qual os analitos se encontram
na forma molecular, ndo ionizadas, o que favorece a solubilizacdo dessas micotoxinas
no solvente extrator preferencialmente a solubilizacdo em agua ou ligacdo aos
constituintes de matriz.

Durante a extracdo das amostras de soja conforme esse ensaio observou-se a
formacdo de uma massa de aspecto denso e de dificil homogeneizacao apos a adicédo
do solvente extrator, o que indica a precipitacdo de constituintes de matriz, fato que
nao foi observado na execucao dos outros ensaios. Apés a adicdo de MgSOa, houve
a separacdao de fases e foi possivel diferenciar matriz e solvente. Apesar da formacao
dessa massa densa dificultar a homogeneizacdo, os resultados obtidos foram
bastante precisos, com valores de RSD variando de 1 a 20% para todas as
micotoxinas.

No entanto, apesar da maioria das micotoxinas acidas terem sido recuperadas
satisfatoriamente para todas as matrizes, algumas micotoxinas neutras (AF Bl e AF
G2 em feijao preto; DAS e T-2 em milho) apresentaram menores recuperacées em
comparacao aquelas obtidas em ensaios anteriores.

A menor recuperacdo de micotoxinas neutras foi observada para a AF B1 em
feijdo, para a qual a recuperacéo ficou abaixo de 70% em ambos os niveis avaliados
guando comparada com os resultados dos demais ensaios, conforme dados
apresentados anteriormente na Tabela 10. A AF G2 também apresentou recuperacao
abaixo de 50% nessa matriz no segundo nivel de fortificacdo e com baixa preciséo,
verificado pelo alto RSD obtido (127%).
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Também para milho observou-se menores recuperagcdo para algumas
micotoxinas neutras, como DAS e T-2 (valores abaixo de 40% para este ensaio). Para
essas micotoxinas os melhores resultados foram obtidos pelo ensaio 1.

Os extratos obtidos conforme procedimento de extracdo do ensaio 5
apresentaram cor mais escura do que aqueles obtidos nos demais ensaios. O
aumento na concentracdo de acido favoreceu a extracao de constituintes de matriz
(pigmentos), que podem ter sido extraidos preferencialmente e que pode ter
contribuido para a diminuicado na recuperacao observada para algumas micotoxinas.

JETTANAJIT e NHUJAK (2016) verificaram que a concentragdo mais alta de
acido (10% de acido férmico em acetonitrila) empregada por KOESUKWIWAT,
SANGUANKAEW e LEEPIPATPIBOON (2014) para micotoxinas em arroz branco nao
favorecia a recuperacao dessas mesmas micotoxinas em arroz integral, e concluiram
que as recuperacdes abaixo de 50% obtidas com 10% de acido férmico para arroz
integral estavam relacionadas a extragdo de mais constituintes de matriz
(caracterizado por extratos de cor mais escura) do que quando utilizado 10% de acido
aceético.

EOM et al. (2017) observaram que as micotoxinas avaliadas em diversos 6leos
comestiveis (AFs, FM B1 e B2, OCR A, ZEA, DON, T-2) tiveram suas recuperacoes
melhoradas quando a concentracdo de acido aumentou de 1 para 5%, no entanto, 0s
autores reportaram diminuicdo na recuperacdo para todas as micotoxinas quando a
concentracdo de acido chegou em 10%, mas ndo concluiram o0 que causou essa
reducéo.

Apesar da maioria das micotoxinas neutras (AFs B1, G1 e G2, T-2, HT-2, ZEA
e DAS em soja; AFs, T-2, HT-2 e ZEA em milho; AFs G1 e B2, DON, HT-2 e ZEA em
feijdo preto) terem mantido a recuperacao dentro da faixa recomendada pelo SANTE
(2017) neste ensaio, algumas consideracdes a respeito da qualidade dos
cromatogramas obtidos devem ser feitas.

Para AF B2 em feijao por exemplo, quando se compara o cromatograma entre
0 ensaio 2 e 0 ensaio 5 como mostra a Figura 9 (a) e (b), observa-se que a relagéo
S/N para essa micotoxina € maior para 0 ensaio 5, apesar do sinal analitico ter
diminuido. O aumento na relacdo S/N deveria facilitar a visualizagdo do pico
cromatografico uma vez que o ruido da linha de base diminuiu, no entanto, o que se
verifica na Figura 9 (b) é que o pico cromatografico da AF B2 para o ensaio 5 aparece

com baixa altura devido a abundancia relativa dessa espécie no cromatograma.
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Apesar disso e do fato de que a correta integracao do pico cromatogréfico néo
foi prejudicada, a regido na qual a AF B2 elui pode ser ampliada (Figura 9 (c)),
facilitando sua visualizacdo e colocando em evidéncia o cromatograma desta
micotoxina.

Por outro lado, para essa mesma micotoxina em soja observou-se uma menor
relacdo S/N no ensaio 2 em comparacgdo ao ensaio 5, como mostra a Figura 10 (a) e
(b). O sinal analitico obtido para a AF B2 foi semelhante para os dois ensaios, no
entanto, a diminuicdo na relacdo S/N indica que o ruido da linha de base aumentou, o
que pode ter sido provocado pelo aumento na concentracao de 4cido e que, apesar
de favorecer maior precipitacdo de proteinas do que 1% de &cido pode ter contribuido
para 0 aumento na extracao de outros constituintes da matriz. A correta integracao do
pico cromatografico da AF B2 em soja nao foi prejudicada, e a regido na qual essa
micotoxina eluiu também pode ser ampliada para facilitar a visualizagdo, como mostra
a Figura 10 (c).

Os cromatogramas para as demais micotoxinas, nas trés matrizes estudadas,
nesse ensaio 5, nao tiveram sua qualidade ou visualizagcdo comprometidas por ruidos

de linha de base.
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Figura 9 - Cromatogramas comparativos para a AF B2 em feijado conforme (a) ensaio 2, (b) ensaio 5 sem ampliacdo do cromatograma
e (c) ensaio 5 com ampliacdo do cromatograma.

SIN=21

3151 > 2581

3151 > 2871

v
300 400

AF B2
463
2070

5.00

3151 =258

S/IN=29

6,00

TiRrrepeeerprary N

3151 > 2871

T e T e MR
700

(c)

AF B2
463
2070

SIN=29

AF B2
4,63
2414




111

Figura 10 - Cromatogramas comparativos para a AF B2 em soja conforme (a) ensaio 2, (b) ensaio 5 sem ampliacdo do cromatograma

e (c) ensaio 5 com ampliacdo do cromatograma.
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4.2.6 Discussao especial — Citrinina

A CIT foi o analito menos discutido nos topicos anteriores, visto que a
recuperacao para essa micotoxina foi baixa em praticamente todos os ensaios e para
todas as matrizes avaliadas, com excecdo do que foi obtido para o nivel 2 de
fortificagdo em milho conforme ensaio 1 e nivel 1 de fortificagdo e também em milho,
conforme ensaio 2, cujos valores de recuperacao ficaram acima de 70%. E, ao aplicar-
se 0 ensaio 5, também em milho, essa micotoxina apresentou recuperacao entre 66 e
69%.

Apesar dos resultados obtidos para essa micotoxina na maioria dos ensaios e
matrizes terem ficado abaixo da faixa recomendada pelo SANTE (2017) e abaixo dos
requisitos especificos estipulados pela UE (2006), a recuperacdo para essa
micotoxina sempre se apresentou com alta precisdo, sendo que em nenhum ensaio
os valores de RSD para esse analito ultrapassaram 10%.

KOESUKWIWAT; SANGUANKAEW e LEEPIPATPIBOON (2014) também
reportaram baixa recuperacédo para CIT em arroz, obtendo resultados abaixo de 60%,
mas com muito boa precisao (RSD < 5%).

Embora de acordo com a EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY (2012) a
conjugacao da CIT aos maiores constituintes de alimentos (carboidratos, gordura e
proteinas) ndo tenha sido investigada, acredita-se que as baixas recuperacdes obtidas
para essa micotoxina na maioria dos ensaios possam estar relacionadas a ligacédo do

analito aos constituintes da matriz, fato que € conhecido para outras micotoxinas.

4.3VALIDACAO DOS METODOS ANALITICOS

4.3.1 Padrao interno

O padrao interno deve ter caracteristicas semelhantes ou ser representativo
dos analitos em estudo. Para a analise de micotoxinas, é mais adequado o uso de
padrdes internos que consistem em algumas micotoxinas deuteradas ou marcadas
isotopicamente. Nesses casos, alguns atomos de hidrogénio protio sdo substituidos
por hidrogénio deutério (padrao interno deuterado) ou alguns atomos de carbono e/ou

nitrogénio sao substituidos por seus iso6topos radioativos (padrdo interno marcado
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isotopicamente), dessa forma, as propriedades fisico-quimicas dessas substancias
sao muito parecidas com as dos analitos.

No entanto, 0 uso de padrao interno deuterado ou marcado isotopicamente é
limitado pelas quantidades disponiveis e precos, geralmente bastante altos. Uma
alternativa para o uso de padréo interno deuterado ou marcado isotopicamente é
buscar outras substancias que, como pesticidas, por exemplo, que devem,
preferencialmente, ser substancias de uso proibido e cuja presenca nas amostras sera
nula.

Neste trabalho foram usados como P.I.P. e P.lL.I. os agrotoxicos quinalfés e
propoxur, respectivamente, que sao citados pelo MAPA (2011) como substéancias

comumente utilizadas como controladores de equipamento em LC.

4.3.2 Validacdo de método analitico para determinacdo de micotoxinas em

feijao e milho

O método analitico foi validado utilizando feijdo preto como matriz
representativa do grupo e seu uso foi estendido para o milho e demais cultivares de
feijjdo (branco, vermelho e carioca) na etapa de monitoramento das amostras
armazenadas em atmosfera controlada. De acordo com SANTE (2017), essas
matrizes séo classificadas no Grupo 5 (mercadorias com alto teor de amido e/ou
proteina e baixo teor de agua e conteddo de gordura), na categoria de “Vegetais e
frutas, cereais e alimentos de origem animal”’. Esse mesmo documento prevé que o
método analitico pode ser validado para uma matriz representativa do grupo e pode
ser estendido as outras matrizes.

O MAPA (2011) também prevé a validacao do método analitico para uma matriz
representativa do grupo e instrui que o efeito matriz entre as matrizes “velha” e “nova”
seja avaliado através do teste t (Student) para garantir o desempenho do método
analitico na ampliacdo do escopo. Esse manual prevé a possibilidade de utilizar a
curva analitica preparada em extrato “branco” da matriz “velha” na analise de
amostras da matriz “nova” desde que seja comprovada a auséncia de efeito matriz.

Durante a avaliagdo dos resultados da validacdo do método encontrou-se
dificuldade em identificar e integrar corretamente o0 pico cromatografico das
micotoxinas AF G1 e G2 em matriz, assim, essas micotoxinas foram excluidas do

estudo para a matriz feijdo (todas as variedades) e milho.
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4.3.2.1 Linearidade e curva analitica

Para avaliar a linearidade do método, curvas analiticas em solvente orgéanico e
em extrato “branco” de matriz foram preparadas conforme item 3.10.1.

De acordo com o INMETRO (2018), a linearidade de um método ndo pode ser
avaliada apenas a partir do gréfico da resposta instrumental em funcdo da
concentracdo do analito, sendo necessario avaliar a homoscedasticidade dos
residuos da curva analitica antes de fazer a regressao linear.

Para a escolha da ponderacéo a ser usada na regressao linear, os residuos da
curva analitica foram analisados em graficos “residuo x concentragdo” para cada
micotoxina e efetuou-se a soma dos valores absolutos dos residuos para cada
ponderacdo testada (1, 1/X?, 1/X, 1/X%5, 1/Y?, 1/Y e 1/Y%5, conforme citado no item
3.10.1). No Apéndice B sdo mostrados os graficos residuos x concentracao para as
ponderacbes 1 (sem ponderacao, regresséo linear simples) e para a ponderagao
obtida por meio da regressao linear ponderada para cada micotoxina.

A Tabela 15 apresenta a soma dos valores absolutos dos residuos da curva
analitica em matriz para cada ponderacdo. A ponderacdo escolhida foi aquela que
apresentou a menor soma dos residuos, bem como residuos homoscedasticos apés
aplicacao da ponderacao.

Nota-se que nem todas as micotoxinas apresentaram a mesma ponderacao,
isso porque a linearidade de um método para cada analito é dependente dos
constituintes de matriz.

A partir da escolha da ponderacdo adequada para cada micotoxina, a
regressao linear ponderada foi efetuada por meio do método dos minimos quadrados
ordinarios ponderados. Os coeficientes angular, linear, r e r? para cada micotoxina (em
solvente organico e em extrato “branco” de matriz) foram calculados pelas equagbes
3, 4 e 5, respectivamente, apresentadas no item 3.10.1. A Tabela 16 relne as
equacoes de reta obtidas, bem como a faixa linear de cada micotoxina em solvente

organico e extrato “branco” de matriz.



115

Tabela 15 - Soma dos valores absolutos dos residuos da curva analitica para escolha
da ponderacéo para cada micotoxina em feijao.

Soma dos valores absolutos dos residuos da curva analitica
Micotoxina - mat”~z Ponderagdo
Ponderacéo escolhida
1 1/X 1/X? 1/X05 1Y 1/Y? 1/Y0%5
OCRA 305,2 | 137,6 93,3 207,4 130,4 87,6 199,6 1/Y?
AF B1 470,3 | 603,12 | 193,0 | 483,4 | 1278,6 | 1671,6 | 497,7 1/X2
AF B2 351,9 | 338,6 | 3259 | 357,5 355,1 336,4 369,6 1/X2
DON 282,8 42,9 30,6 70,0 25,8 111 82,3 1/Y?
FM B1 202,4 | 192,9 | 232,8 | 217,6 179,1 437,0 231,4 1Y
FM B2 149,4 | 114,8 | 209,0 | 195,3 185,3 356,1 221,9 1/X
HT-2 290,9 30,5 25,9 108,9 30,4 26,6 107,6 1/X2
T-2 315,3 59,3 22,6 164,7 61,5 23,5 168,7 1/X2
ZEA 321,3 62,0 35,1 171,2 67,7 38,4 181,0 1/X2
DAS 397,6 | 1315 53,4 257,1 143,2 60,3 266,0 1/X2
CIT 379,7 93,4 35,3 225,9 106,2 38,8 238,7 1/X2

E possivel observar que, para algumas micotoxinas, a faixa linear do método é
ligeiramente diferente quando se compara a curva analitica em solvente organico com
a curva em extrato “branco” da matriz. Esse € o caso da OCR A, AF Bl e AF B2, que
sdo micotoxinas pertencentes ao grupo 1 e cuja faixa de concentracdo da curva
analitica € mais baixa que para as micotoxinas do grupo 2. A diferenca observada na
faixa linear entre as curvas preparadas em solvente organico e em extrato “branco”
de matriz é associada a interferéncia causada por constituintes de matriz, visto que a
linearidade de um método € dependente da constituicdo da amostra (INMETRO,
2018).

Todas as micotoxinas avaliadas em feijdo apresentaram correlagcdo linear
fortissima, conforme critério apresentado por BRITO et al. (2003), com 0,91 <r < 0,99.
Considerando o r? para cada micotoxina, coeficiente que expressa o quanto o sinal
analitico observado é explicado pelo modelo linear e sendo, portanto, um indicativo
da adequabilidade do modelo linear aplicado, observou-se que 75% das micotoxinas
em solvente organico apresentaram r2 maior ou igual a 0,96, enquanto em matriz 92%

das micotoxinas apresentaram r? maior ou igual a 0,96.
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4.3.2.2 Limite de deteccdo e quantificacao

O LOD e LOQ instrumental (LODi e LOQ), respectivamente) e do método (LODm
e LOQm, respectivamente) foram estimados a partir das curvas analiticas em solvente
organico e extrato “branco” de matriz, sendo calculados a partir das equacdes 6 e 7,
apresentadas no item 3.10.2. Os valores estimados séo apresentados na Tabela 17.

As equacdes apresentadas no item 3.10.2 foram usadas para calcular os LOD
e LOQ instrumentais, enquanto os LOD e LOQ do método foram obtidos pela
multiplicacdo de LODi e LO LOQi pelo fator de diluicio do método que é 4, como
demonstrado na Tabela 5 no item 3.10.5.

O LOD: real em solvente orgéanico para as micotoxinas foi determinado a partir
da injecdo de solucbes analiticas de baixa concentracdo, preparadas em solvente
organico, obtendo-se valores iguais a 0,1 ng mL?! para OCR A, AF Bl e AF B2
(correspondente a 0,4 ug kg?) e igual a 5 ng mL* para DON, FM B1, FM B2, HT-2, T-
2, ZEA, DAS e CIT (correspondente a 20 ug kg?).

Ja o LODireal em matriz para essas micotoxinas foi determinado por meio da
injecdo de solugBes analiticas de baixa concentracdo em extrato “branco” de matriz,
obtendo-se valores iguais a 0,1 ng mL* para OCR A, AF B1 e AF B2 (correspondente
a 0,4 ug kg?) e igual a 5 ng mL* para DON, FM B1, FM B2, HT-2, T-2, ZEA, DAS e
CIT (correspondente a 20 ug kg™).

O LOQm real deve ser determinado pelos ensaios de fortificacdo e recuperacao
e deve atender aos requisitos especificos, como orienta INMETRO (2018), SANTE
(2017) e MAPA (2011).
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Tabela 16 - Dados de linearidade das micotoxinas em feijdo: equacdo da reta, coeficiente de correlacdo (r), coeficiente de
determinacéo (r?) e faixa linear das curvas analiticas preparadas em solvente organico e extrato “branco” da matriz.

Curva analitica em solvente organico

Curva analitica em extrato “branco” da matriz

Micotoxina Equacé&o da reta r r2 Faixa linear (ng mL™) Equac&o da reta r r? Faixa linear (ng mL™)
OCRA Y = 6757,06x + 240,21 0,9890 | 0,9781 0,1-50 Y = 3856,00x — 607,92 0,9966 | 0,9932 0,2-50
AF Bl Y = 7033,70x + 796,71 0,9841 | 0,9685 0,2-50 Y = 3087,64x —1658,64 | 0,9620 | 0,9254 1-50
AF B2 Y =409,68x + 2,37 0,9928 | 0,9857 0,2-50 Y = 318,84x + 1039,13 0,9957 | 0,9913 1-50
DON Y =946,00x + 3153,13 0,9784 | 0,9573 5-2500 Y =462,41x + 2263,52 0,9997 | 0,9993 5-2500
FM B1 Y =363,30x — 2020,25 0,9952 | 0,9904 10 - 2500 Y =545,12x — 9789,87 0,9939 | 0,9879 10 - 2500
FM B2 Y =1473,86x —6684,80 | 0,9977 | 0,9955 10 - 2500 Y =1853,26x — 9802,08 0,9976 | 0,9953 10 - 2500
HT-2 Y =636,52x + 1879,45 0,9787 | 0,9579 5-2500 Y =339,72x — 11,90 0,9972 | 0,9944 5-2500
T-2 Y =5561,76x + 11664,71 | 0,9836 | 0,9674 5-2500 Y =2962,57x + 1396,25 | 0,9989 | 0,9977 5—-2500
ZEA Y = 2329,28x + 2517,66 | 0,9953 | 0,9905 5-2500 Y =1325,11x + 3871,87 | 0,9976 | 0,9952 5—-2500
DAS Y =5302,41x + 15954,89 | 0,9767 | 0,9540 5-2500 Y=3386,02x + 4277,57 0,9950 | 0,9901 5-2500
CIT Y =4185,19x + 4152,00 | 0,9935 | 0,9870 5-2500 Y =3050,23x + 7670,09 | 0,9972 | 0,9943 5-2500
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Tabela 17 - Valores de LOD e LOQ do instrumento e do método para cada micotoxina,
estimados a partir das curvas analiticas em solvente organico e em extrato “branco”
de feijao.

Solvente orgénico Extrato “branco” de matriz

Micotoxina LODi (ng LOQi (ng LODm LOQm LODi (ng LOQi (ng LODm LOQm

mL-) mL) (hg/kg) | (Hglkg) mL) mL-) (hg/kg) | (Hg/kg)
OCRA 0,06 0,2 0,2 0,6 0,2 0,6 0,8 2,6
AF B1 0,05 0,1 0,2 0,5 0,4 1,1 15 4,9
AF B2 0,1 0,4 0,5 1,3 0,7 2,1 2,7 9,0
DON 0,7 2,1 2,8 7,1 0,6 19 2,5 8,1
FM B1 1,3 3,9 51 12,7 1,2 3,5 4,6 15,2
FM B2 0,9 2,8 3,7 9,1 0,9 2,8 3,7 12,3
HT-2 19 5,7 7,6 18,9 2,5 7,5 9,8 32,5
T-2 0,7 2,1 2,7 6,8 0,7 2,2 2,9 9,4
ZEA 0,9 2,6 3,5 8,6 1,4 4.4 5,8 19,1
DAS 0,7 2,0 2,7 6,7 0,7 2,2 2,9 9,4
CIT 0,8 2,5 3,3 8,2 1,7 5,2 6,9 22,7

4.3.2.3 Seletividade

Nenhuma interferéncia foi observada no tempo de retencdo das micotoxinas
em estudo, nem em solvente organico nem em extrato “branco” de matriz. Esse
resultado comprova a seletividade do método e demonstra que este € adequado para
a finalidade proposta.

Também para os dois padrdes internos usados (quinalfés, usado como P.1.P.,
e propoxur, usado como P.lI.) ndo foram observadas interferéncias em seus

respectivos tempos de retencéo.

4.3.2.4 Efeito matriz

As equagdes das curvas analiticas em solvente organico e em extrato “branco”
de matriz foram obtidas pelo método dos minimos quadrados ordinarios, e seus
coeficientes foram calculados pelas equacdes 3, 4 e 5 (item 3.10.1). Os célculos foram
feitos em planilha de Excel.

O teste t (Student) foi aplicado para determinar se o efeito matriz era
significativo ou ndo para as micotoxinas em feijdo. O tcac foi calculado conforme a
Equacao 9 (item 3.10.4) tanto para comparacao da inclinacdo das curvas analiticas

em solvente organico e em extrato “branco” de matriz quanto para comparacao dos
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interceptos. Para encontrar o valor de tan €m um nivel de significancia de 95%, o
namero de graus de liberdade foi calculado conforme a Equacéo 10 (item 3.10.4).

Na Tabela 18 foram reunidos os valores de tcar € ttab Obtidos para a comparacéo
dos pares de inclinacdo e intercepto das curvas analiticas para cada micotoxina, bem
como a significancia e a estimativa do efeito matriz (%) para cada analito. A estimativa
do efeito matriz (%) foi calculada pela Equacgéao 11 (item 3.10.4).

Como pode ser observado pelos resultados mostrados na Tabela 19, os valores
de tcac para as inclinagdes e interceptos das curvas analiticas, para todas as
micotoxinas, foram maiores que os valores de twp. De acordo com o MAPA (2011),
esse resultado leva a concluir que os pares de inclinacdo e intercepto das curvas
analiticas em solvente organico e em extrato “branco” de matriz ndo sao
estatisticamente iguais e, com isso, o efeito matriz € significativo.

Ainda de acordo com o0 MAPA (2011), quando o efeito matriz € significativo, as
amostras em estudo devem obrigatoriamente ser analisadas com curva analitica
preparada em extrato “branco” de matriz, e ndo com curva analitica preparada em
solvente organico.

SANTE (2017) também orienta que uma curva analitica preparada em extrato
“branco” de matriz seja usada para analisar amostras sob investigacao quando o efeito
matriz for significativo, porém essa guia nao instrui quanto a aplicacdo de teste
estatistico para verificar a significancia do efeito matriz. Esse guia apenas informa que
o efeito matriz é significativo quando o resultado esta acima de * 20%.

O resultado do teste estatistico, indicando efeito matriz significativo para todas
as micotoxinas avaliadas, foi reforcado pela estimativa do efeito matriz (%) a partir da
inclinacdo das curvas analiticas em solvente organico e em extrato “branco” de matriz.
Com excecao das FMs, cujo sinal analitico foi melhorado na presenca de constituintes
de matriz, as demais micotoxinas sofreram supressao de sinal quando avaliadas em
extrato “branco” de matriz. Esse resultado era esperado, tendo em vista que nenhuma
etapa de purificacdo do extrato foi efetuada para eliminar ou minimizar a presenca (e

os efeitos) dos constituintes de matriz.
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Tabela 18 - Resultado do teste t (Student) para verificar a significancia do efeito matriz
e estimativa do efeito matriz (%) para cada micotoxina em feijao.

Micotoxina Inclinacao Intercepto Significancia do Efeito
tealc ttab tealc ttab efeito matriz matriz (%)
OCRA 98,967 | 2,000 | 25,838 1,980 Significativo -43
AF Bl 263,845 | 2,021 | 53,310 1,096 Significativo -56
AF B2 22,894 | 2,000 | 62,886 | 2,000 Significativo -22
DON 211,317 | 2,000 | 36,922 | 2,000 Significativo -51
FM B1 392,655 | 1,980 | 87,708 1,960 Significativo 50
FM B2 102,425 | 2,000 | 32,849 | 2,000 Significativo 26
HT-2 143,109 | 2,000 | 47,382 | 2,000 Significativo -47
T-2 195,291 | 2,021 | 49,670 | 2,000 Significativo -47
ZEA 479,837 | 2,021 | 21,323 | 2,000 Significativo -43
DAS 231,095 | 2,000 | 217,525 | 1,096 Significativo -36
CIT 356,259 | 2,000 | 14,847 | 2,000 Significativo -27

Na Figura 11 sdo mostrados os graficos combinados das curvas analiticas em

solvente organico e em extrato “branco” de matriz para as micotoxinas com o maior

efeito matriz positivo e com o maior efeito matriz negativo (FM Bl e AF B1,

respectivamente).

O efeito matriz também foi calculado para os dois padrdes internos. Para o

guinalfés (P.I.P.), o efeito matriz observado foi de -43% e para o propoxur (P.l.1.), 0

efeito matriz foi igual & 3744%. Apesar do efeito matriz estimado para o propoxur ser

tdo alto, o sinal analitico desse padréo interno foi bastante preciso, tanto em extrato

“branco” de matriz quanto em solvente organico, com RSD menor que 10% em ambas

as situacdes. Dessa forma, o efeito matriz para o P.l.I. ndo deve comprometer o0 uso

dessa substéncia para a finalidade proposta.



Figura 11 - (a) Efeito matriz positivo para FM B1 e (b) efeito matriz negativo para AF B1 em feijao.
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4.3.2.5 Precisao e Exatidao (ensaios de fortificacdo e recuperacao)

A precisao intracorrida (repetitividade) e a exatidao foram avaliadas por meio
dos ensaios de fortificacdo e recuperacdo, conforme descrito nos itens 3.10.5 e
3.10.6.1. Arecuperacdo média para cada nivel de fortificacéo foi calculada, bem como
o desvio padrao e o RSD. A média dos percentuais de recuperacdo e RSD (%) para

cada micotoxina, nos quatro niveis de fortificacdo, sédo apresentados na Tabela 19.

Tabela 19 - Média dos percentuais de recuperacdo e RSD (%) nos quatro niveis de
fortificacdo, e LOQm para cada micotoxina em feijao.

Niveis de fortificacdo?
1 2 3 4 LOQm
Micotoxina Rgc_. RSD R/ec_. RSD R’ec_. RSD R/ec_. RSD (ug1 kg
Média (%) Média (%) Média (%) Média (%) )
(%) (%) (%) (%)
OCRA - - 77 5 74 3 70 3 5
AF B1 - - 70 19 72 20 66 14 5
AF B2 - - 97 10 76 14 79 14 5
DON 70 6 71 8 74 4 70 4 100
FM B1 90 7 78 4 77 6 74 3 100
FM B2 92 3 82 4 80 4 75 2 100
HT-2 109 14 107 16 116 8 102 5 100
T-2 46 14 27 10 33 11 42 14 -
ZEA 79 6 78 6 86 4 76 3 100
DAS 33 31 27 5 33 13 43 14 -
CIT 27 5 26 5 25 2 26 3 -

INivel 1: 2 ug kg* para OCR A e AFs; 100 pg kg* para DON, FMs, HT-2, T-2, ZEA, DAS e CIT. Nivel
2:5 ug kgt para OCR A e AFs; 250 ug kg'para DON, FMs, HT-2, T-2, ZEA, DAS e CIT. Nivel 3: 10 ug
kg para OCR A e AFs; 500 ug kg para DON, FMs, HT-2, T-2, ZEA, DAS e CIT. Nivel 4: 20 ug kg
para OCR A e AFs; 1000 pg kgt para DON, FMs, HT-2, T-2, ZEA, DAS e CIT.

Com excecao da T-2, DAS e CIT, todas as demais micotoxinas apresentaram
recuperagdo e RSD dentro da faixa recomendada pelo MAPA (2011), conforme
Tabela 6 mostrada no item 3.10.5, em pelo menos um dos quatro niveis de fortificacédo
avaliados, tendo sido possivel, assim, definir o LOQm para cada uma.

Apesar da recuperacdo abaixo de 50% em todos os niveis de fortificacdo, a
recuperacéo das micotoxinas T-2, DAS e CIT foi obtida com precisdo aceitavel, o que
pode ser observado pelos baixos valores de RSD (%).

O LOQm obtido experimentalmente pelo ensaio de fortificacdo e recuperacao

para a AF B2 foi menor do que aquele estimado. Para as demais micotoxinas, 0 LOQm
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obtido experimentalmente foi igual (AF B1) ou maior (OCR A, DON, FM B1 e B2, HT-
2 e ZEA) do que aquele estimado a partir da curva analitica.

Para a OCR A, a diferenca entre o LOQm estimado e o determinado
experimentalmente pode ser explicada pelo fato de que, em niveis de concentragcao
muito baixos, 0s constituintes de matriz estdo presentes em maior quantidade em
relacdo a quantidade de analito na amostra. Isso faz com que o efeito matriz seja mais
pronunciado em niveis de concentracdo mais baixos, isso dificulta a recuperacao
dessa micotoxina em niveis de concentracao tao baixos, s6 sendo possivel a extracao
com precisdo e exatidao aceitdveis em niveis pouco mais altos.

Ja para as micotoxinas DON, FMs, HT-2 e ZEA a diferenca observada entre o
LOQm estimado e o determinado experimentalmente é simplesmente pelo fato de que
a menor concentragdo testada no ensaio de fortificacéo ter sido 100 pg kg™.

De acordo com SANTE (2017), o LOQm para cada micotoxina deve ser igual ou
menor que o LMT para cada uma a matriz em estudo, o que foi alcancado para as
micotoxinas avaliadas em feijao (exceto T-2, DAS e CIT).

Do total de micotoxinas estudadas para feijao, 42% apresentaram LOQm igual
ao primeiro nivel de fortificacdo (DON, FMs e ZEA), 33% igual ao segundo nivel de
fortificacdo (OCR A, AF Bl e B2) e para 25% nao foi possivel determinar
experimentalmente o LOQm.

Nem todas as micotoxinas tém LMT estipulado para todas as mercadorias,
como mostra a Tabela 1 (item 2.2.3). Pelos valores indicados nesta tabela, é possivel
comprovar que os valores de LOQm obtidos experimentalmente contemplam o LMT
para cada micotoxina, como exigido por SANTE (2017).

A recuperacao para o quinalfés (P.I.P.) em feijdo também foi avaliada, tendo
sido obtida recuperacdo média igual a 37%, com RSD igual a 20%. N&o ha critério de
aceitacdo estabelecido para recuperacdo e precisdo de padrdo interno. Esse
parametro nao foi avaliado para o propoxur (P.l.1.) pois este sO € adicionado ao final
do procedimento, na etapa de diluicdo, de forma igual para todas as amostras, nao

passando pelo processo de extracdo como o quinalfés.
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4.3.2.5.1 Precisédo intermediaria

A precisdao intermediaria, também  denominada reprodutibilidade
intralaboratorial, foi avaliada por meio de ensaios de fortificacéo e recuperacéo, cujo
procedimento de fortificagdo das amostras de matriz “branco” e extragado das amostras
foi realizado do inicio ao fim por um segundo analista, em um intervalo de tempo
superior a 24 h apos a primeira precisao.

A Tabela 21 reune os dados obtidos pelos analistas 1 e 2, bem como os dados
da preciséo intermediaria, obtidos pela média das recuperacdes médias e RSD (%)
entre os dois analistas.

Pelos dados mostrados na Tabela 20, observa-se que a maioria das
micotoxinas (OCR A, AF B1, DON, FM B1 e B2 e ZEA) avaliadas apresentou RSD (%)
de preciséo intermediaria dentro do limite permitido pelo MAPA (2011) em todos o0s
niveis de fortificacao, conforme critérios de desempenho mostrados na Tabela 6 (item
3.10.6.2). Esses dados mostram que a variabilidade dos resultados para essas
micotoxinas é pequena, mesmo quando avaliadas em dias diferentes e por analistas
diferentes, refletindo maior confiabilidade dos resultados.

Observou-se também que o RSD (%) de precisdo intermediaria para as
micotoxinas DAS e CIT apresentou-se dentro da faixa recomendada pelo MAPA
(2011) para esse parametro (Tabela 6, item 3.10.6.2), nos quatro niveis de fortificacao,
embora para essas micotoxinas ndo se tenha obtido valores de recuperacao dentro
da faixa recomendada pelo mesmo 6rgédo (Tabela 5 item 3.10.5). Isso demonstra que,
apesar do método proposto ndo ser exato para essas duas micotoxinas, a precisao
em termos de repetitividade € reprodutivel, o que é confirmado pelos dados de

reprodutibilidade intralaboratorial.
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Tabela 20 - Dados de precisdo intermediaria para cada micotoxina em feijao.

Nivel de Recuperacao média (%) Média da~s RSD de precisio
Micotoxina fortificac&o (ug . . recuperacoes intermediaria
kgL Analista 1 Analista 2 meédias dos dois (%)
analistas (%)
1 - - - -
2 77 73 75 4
OCRA 3 74 70 72 4
4 70 60 65 11
1 - - - -
2 70 109 90 30
AFBL 3 72 82 77 9
4 66 78 72 12
1 - - - -
2 97 82 90 12
AF B2 3 76 43 60 39
4 79 60 70 19
1 70 71 71 1
2 71 70 71 1
DON 3 74 72 73 2
4 70 71 71 1
1 90 76 93 12
2 78 77 78 1
FMB1 3 77 73 75 4
4 74 68 71 6
1 92 80 86 10
2 82 77 80 4
FM B2 3 80 75 78 5
4 75 72 74 3
1 109 100 105 6
2 107 138 123 18
HT-2 3 116 140 128 13
4 102 129 116 17
1 46 27 37 37
T 2 27 25 26 5
3 33 26 30 17
4 42 37 40 9
1 79 86 83 6
2 78 83 81 4
ZEA 3 86 84 85 2
4 76 82 79 5
1 33 29 31 9
2 27 26 27 3
DAS 3 33 27 30 14
4 43 36 40 13
1 27 22 25 14
2 26 22 24 12
cir 3 25 22 24 9
4 26 23 25 9

INivel 1: 2 ug kg para OCR A e AFs; 100 ug kg* para DON, FMs, HT-2, T-2, ZEA, DAS e CIT. Nivel 2: 5 ug kg™ para OCR A e
AFs; 250 ug kg™ para DON, FMs, HT-2, T-2, ZEA, DAS e CIT. Nivel 3: 10 pg kg* para OCR A e AFs; 500 ug kg* para DON,
FMs, HT-2, T-2, ZEA, DAS e CIT. Nivel 4: 20 ug kg™ para OCR A e AFs; 1000 ug kg para DON, FMs, HT-2, T-2, ZEA, DAS e

CIT.
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Para a T-2, 0 RSD de preciséo intermediaria ficou acima do valor permitido pelo
MAPA (2011) apenas no primeiro nivel de fortificacdo, atendendo os critérios de
desempenho de precisao intermediaria nos outros trés niveis de concentracdo. Essa
micotoxina, da mesma forma que DAS e CIT, ndo atendeu os critérios de aceitacao
definidos pelo MAPA (2011) para recuperacdo, e ainda assim o resultado é
consistente e com pouca variabilidade.

4.3.3 Validacdo de método analitico para determinacdo de micotoxinas em

soja

O método analitico para determinagdo de micotoxinas em soja foi validado de
acordo com o resultado da etapa de desenvolvimento e otimizacdo do procedimento,
tendo sido escolhido o Ensaio 5 para essa finalidade. As amostras foram extraidas
conforme descrito no item 3.9.2 e avaliados conforme critérios estabelecidos por
SANTE (2017), INMETRO (2018) e MAPA (2011).

Durante a avaliacdo dos resultados da validacdo do método, encontrou-se
dificuldade em identificar e integrar corretamente 0s picos cromatograficos das
micotoxinas AF G1 e G2 em matriz, dessa forma, essas micotoxinas foram excluidas

do estudo em soja.

4.3.3.1 Linearidade e curva analitica

A linearidade do método analitico para determinacdo de micotoxinas em soja
foi avaliada conforme descrito no item 3.10.1. Da mesma forma que para feijao, a
escolha da ponderacao das curvas analiticas em extrato “branco” de soja foi avaliada
com base nos graficos “residuos x concentragcdo” para cada analito e na soma dos
valores absolutos dos residuos da curva analitica, para cada ponderacao testada (1,
1/X?, 1/X, 1/X%5, 1/Y2, 1/Y e 1/Y°5). No Apéndice C sdo mostrados os gréaficos residuos
X concentracao para as ponderagdes 1 (sem ponderagao, regressao linear simples) e
para a ponderagcdo obtida por meio da regressdo linear ponderada para cada
micotoxina.

A Tabela 21 apresenta a soma dos valores absolutos dos residuos da curva

analitica em matriz para cada ponderacdo. A ponderacdo escolhida foi aquela que
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apresentou a menor soma dos residuos, bem como residuos homoscedésticos apos
aplicacao da ponderagéo.

Semelhantemente ao que foi observado para a matriz feijdo, em soja as
micotoxinas também apresentaram diferentes ponderacdes umas das outras, e
diferentes ainda do que foi determinado para feijdo. Tal resultado é compreensivel,
tendo em vista que a linearidade € dependente da constituicdo da amostra e diferentes
modelos lineares podem ser necessarios para ajustar o grafico da resposta em fungéo
da concentracéo dos analitos.

ApGs a definicdo da ponderacgédo para cada micotoxina, efetuou-se a regresséo
linear pelo método dos minimos quadrados ordinarios ponderados, utilizando as
equacgodes 3, 4 e 5 (item 3.10.1) para definir os coeficientes a, b e r para as curvas

analiticas em solvente organico e em extrato “branco” de matriz.

Tabela 21 - Soma dos valores absolutos dos residuos da curva analitica para escolha
da ponderacgao para cada micotoxina em soja.

Soma dos valores absolutos dos residuos da curva analitica B
Micotoxina Ponderacéo Pondera}gao
escolhida
1 1/X 1/X2 1/X05 1Y 1/Y? 1/Y°5
OCRA 196,3 51,9 70,3 50,8 42,4 63,1 68,4 1Y
AF B1 188,2 112,1 112,6 106,0 109,7 104,0 118,1 1/Y2
AF B2 68,1 48,6 39,5 64,6 79,5 72,9 82,1 1/X2
DON 6,4 6,9 4,7 7,0 6,8 7,7 7,0 1/X2
FM B1 213,2 131,0 164,7 164,9 | 128,9 292.6 149,2 Y
FM B2 449,9 139,8 159,8 207,2 | 137,9 237,9 190,9 Y
HT-2 246,8 117,7 122,5 134,6 | 1215 125,2 148,7 1Y
T-2 164,2 17,3 9,3 39,4 17,2 9,2 39,4 1/y?
ZEA 121,8 146,1 48,5 435 43,0 62,1 342,3 1Y
DAS 332,5 87,7 41,9 346,8 | 151,0 62,5 371,9 1/X2
CIT 335,0 76,0 33,4 2415 | 117,7 34,2 250,6 1/X2

Apenas as micotoxinas OCR A, AF Bl e B2 apresentaram faixa linear
ligeiramente diferente em solvente orgénico e em extrato “branco” de matriz, como
mostram os resultados da regressao linear ponderada para cada micotoxina na Tabela
22. Isso € explicado pelo fato de que sédo micotoxinas cuja faixa de concentragdo da
curva analitica é baixa, e quanto mais baixa € a concentracdo, maior € a influéncia
causada por constituintes de matriz, 0 que pode ocasionar desvios de linearidade.
Para as demais micotoxinas (DON, FM B1 e B2, HT-2, T-2, ZEA, DAS e CIT) a faixa
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linear foi a mesma para as curvas analiticas preparadas em solvente organico e em
extrato “branco” de matriz.

Todas as micotoxinas avaliadas em soja apresentaram curvas analiticas com
correlagao linear fortissima, com 0,91 < r < 0,99, conforme critério apresentado por
BRITO et al. (2003). Considerando o r? para cada micotoxina, observou-se que 100%
das micotoxinas em solvente organico apresentaram r? maior ou igual a 0,96,

enquanto em matriz 91% das micotoxinas apresentaram r? maior ou igual a 0,96.

4.3.3.2 Limite de deteccdo e quantificacao

O LOD e LOQ instrumental (LODi e LOQi, respectivamente) e do método (LODm
e LOQm, respectivamente) foram estimados a partir das curvas analiticas em solvente
organico e extrato “branco” de matriz, sendo calculados a partir das equacdes 6 e 7,
apresentadas no item 3.10.2. Os valores estimados de LOD e LOQ do instrumento e
do método sdo apresentados na Tabela 23.

As equacdes apresentadas no item 3.10.2 foram usadas para calcular os LOD
e LOQ instrumentais, enquanto os LOD e LOQ do método foram obtidos pela
multiplicacdo de LODi e LOQi pelo fator de diluicho do método que € 4, como
demonstrado na Tabela 4 no item 3.10.5.

O LOD:i real em solvente orgéanico para as micotoxinas foi determinado a partir
da injecéo de solucfes analiticas de baixa concentracéo, obtendo-se valores iguais a
0,1 ng mL* para OCR A e AF B1, e 0,5 ng mL! para AF B2 (correspondente a 0,4 e
2,0 ug kg1, respectivamente). Para DON, FM B1, FM B2, HT-2, T-2, ZEA, DAS e CIT,

o LOD;i determinado foi igual a 5 ng mL™* (correspondente a 20 ug kg?).
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Tabela 22 - Dados de linearidade das micotoxinas em soja: equacdo da reta, coeficiente de correlacdo (r), coeficiente de
determinacéo (r?) e faixa linear das curvas analiticas preparadas em solvente organico e extrato “branco” da matriz.

Solvente orgénico

Extrato da matriz

Micotoxina Equacdo dareta r r? Faixa linear (ng mL™1) Equacdo dareta r r2 Faixa linear (ng mL™)
OCRA Y = 8469,95x — 59,78 0,9997 | 0,9995 0,1-50 Y = 6355,65x + 2528,48 0,9995 | 0,9990 0,5-50
AF B1 Y = 4794,88x — 62,74 0,9963 | 0,9926 0,1-50 Y = 1258,98x + 1732,98 0,9972 | 0,9945 1-50
AF B2 Y =559,632x — 40,16 0,9811 | 0,9627 0,1-50 Y =261,32x + 3982,17 0,9691 | 0,9394 0,5-50
DON Y = 1550,90x + 97,02 0,9986 | 0,9973 5-2500 Y =771,85x — 492,53 0,9997 | 0,9994 5-2500
FM B1 Y =561,17x — 3468,49 0,9971 | 0,9942 10 — 2500 Y = 1148,59x — 6946,87 0,9976 | 0,9952 10 - 2500
FM B2 Y =2221,86x — 13089,43 | 0,9969 | 0,9938 10 — 2500 Y =3818,39x — 21941,53 0,9976 | 0,9953 10 - 2500
HT-2 Y = 653,45x +3151,11 0,9966 | 0,9931 10 — 2500 Y =278,63x — 61,63 0,9992 | 0,9985 10 - 2500
T-2 Y = 6588,54x + 1453,25 | 0,9960 | 0,9919 5-2500 Y =3433,07x — 33,42 0,9996 | 0,9992 5-2500
ZEA Y = 2808,05x + 806,19 0,9999 | 0,9998 5-2500 Y =1376,30x — 11087,20 0,9995 | 0,9989 10 - 2500
DAS Y =6436,82x + 7020,63 | 0,9926 | 0,9853 5-2500 Y = 2730,61x + 6003,98 0,9968 | 0,9935 5-2500
CIT Y = 4836,58x — 932,63 0,9919 | 0,9838 5-2500 Y = 3370,69x + 9424,13 0,9973 | 0,9947 5-2500
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Ja o LODireal em matriz para essas micotoxinas foi determinado por meio da
injecdo de solugdes analiticas de baixa concentragdo em extrato “branco” de matriz,
obtendo-se valores iguais a 0,5 ng mL* para OCR A, AF B1 e AF B2 (correspondente
a 2,0 ug kgt), e igual a 5 ng mL* para DON, FM B1, FM B2, HT-2, T-2, ZEA, DAS e
CIT (correspondente a 20 ug kg).

O LOQm real deve ser determinado pelos ensaios de fortificagdo e recuperacao
e deve atender aos requisitos especificos, como orienta INMETRO (2018), SANTE
(2017) e MAPA (2011).

Tabela 23 - Valores de LOD e LOQ do instrumento e do método para cada micotoxina,
estimados a partir das curvas analiticas em solvente organico e em extrato “branco”
de soja.

Solvente orgénico Extrato “branco” de matriz
Micotoxina LODi (ng LOQi (ng LODm LOQm LODi (ng LOQi (ng LODm LOQm
mL™) mL™) (hg/kg) | (Hglkg) mL™) mL™) (hg/kg) | (Hglkg)
OCRA 0,06 0,2 0,2 0,8 1,0 3,0 3,9 12,9
AF B1 0,1 0,4 0,5 1,7 2,0 6,2 8,1 26,8
AF B2 0,2 0,5 0,7 2,3 6,5 19,8 26,2 86,4
DON 0,4 1,3 1,7 5,7 0,4 1,3 1,7 5,5
FM B1 1,0 3,0 4,0 13,1 0,8 2,6 3.4 11,2
FM B2 0,4 1,3 1,7 5,6 1,3 4,0 5,3 17,5
HT-2 2,0 6,1 8,1 26,6 3,3 10,0 13,2 43,5
T-2 0,9 2,8 3,7 12,3 0,5 15 2,0 6,8
ZEA 0,6 1,8 2,3 7,7 4.8 14,6 19,2 63,5
DAS 0,6 1,7 2,2 7,3 1,4 4,2 5,6 18,4
CIT 0,5 1,5 2,0 6,7 2,7 8,1 10,7 35,3
4.3.3.3 Seletividade

Nenhuma interferéncia foi observada no tempo de retencdo das micotoxinas
em estudo em solvente organico ou em extrato “branco” de matriz confirmando a
seletividade do método.
4.3.3.4 Efeito matriz

As equagdes das curvas analiticas em solvente organico e em extrato “branco”
de matriz foram obtidas pelo método dos minimos quadrados ordinarios, e seus

coeficientes foram calculados pelas equacdes 3, 4 e 5 (item 3.10.1). Os céalculos foram

feitos em planilha de Excel.
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O teste t (Student) foi aplicado para determinar se o efeito matriz era
significativo ou ndo para as micotoxinas em soja. O tcac foi calculado conforme a
Equacédo 9 (item 3.10.4), em planilha de Excel, tanto para comparacéo da inclinacao
das curvas analiticas em solvente organico e em extrato “branco” de matriz quanto
para comparacdo dos interceptos. Para encontrar o valor de tiap €em um nivel de
significAncia de 95%, o numero de graus de liberdade foi calculado conforme a
Equacéao 10 (item 3.10.4).

Os valores de tcarc € tian Obtidos para a comparacao dos pares de inclinacéo e
intercepto das curvas analiticas para cada micotoxina, bem como a significancia e a
estimativa do efeito matriz (%) para cada analito, séo apresentados na Tabela 24. A

estimativa do efeito matriz (%) foi calculada pela Equacao 11 (item 3.10.4).

Tabela 24 - Resultado do teste t (Student) para verificar a significancia do efeito matriz
e estimativa do efeito matriz (%) para cada micotoxina em soja.

. . Inclinacéo Intercepto Significancia do Efeito
Micotoxina tcalc ftab tealc ttab efeito matriz matriz (%)
OCRA 77,518 | 1,671 | 18,429 | 1,684 Significativo -25
AF B1 336,101 | 2,021 | 44,559 | 2,000 Significativo -74
AF B2 24,021 | 2,021 | 41,662 | 2,021 Significativo -53
DON 987,693 | 2,000 | 20,503 | 2,000 Significativo -50
FM B1 498,170 | 2,000 | 76,266 | 2,000 Significativo 105
FM B2 181,971 | 2,021 | 84,443 | 2,021 Significativo 72
HT-2 735,353 | 2,000 | 72,807 | 2,000 Significativo -57
T-2 672,777 | 2,000 7,280 2,021 Significativo -48
ZEA 471,080 | 1,980 | 92,579 | 2,000 Significativo -51
DAS 500,946 | 2,000 5,359 1,980 Significativo -58
CIT 23,307 | 2,021 | 26,834 | 2,021 Significativo -23

O resultado do teste estatistico indica efeito matriz significativo para todas as
matrizes avaliadas em soja, o que foi confirmado pela estimativa do efeito matriz (%).
Semelhantemente ao que foi observado para feijao, todas as micotoxinas
sofreram supressao de sinal quando avaliadas em extrato “branco” de soja, exceto as
FMs, que apresentaram aumento no sinal analitico em extrato “branco” de matriz
guando comparado ao sinal analitico em solvente organico. A supressao de sinal para

82% das micotoxinas avaliadas em soja era esperado, tendo em vista que nenhuma
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etapa de purificagdo do extrato foi efetuada para eliminar ou minimizar a presenca (e
os efeitos) dos constituintes de matriz.

Também de forma semelhante ao que foi observado para feijao, as micotoxinas
gue apresentaram o efeito matriz mais positivo e mais negativo foram,
respectivamente, FM B1 e AF B1, cujos gréficos combinados das curvas analiticas em
solvente orgénico e em extrato “branco” de matriz sdo mostrados na Figura 12.

O efeito matriz também foi avaliado para os dois padrdes internos, sendo
estimado em -43% para o quinalfés (P.I.P) e em 6374% para o propoxur (P.LI).
Embora o propoxur tenha sofrido um efeito matriz muito maior que as micotoxinas,
isso ndo deve comprometer o uso dessa substancia como padréo interno, tendo em
vista que o sinal analitico do propoxur se manteve preciso do inicio ao fim da
sequéncia analitica, com RSD menor que 10%, tanto em solvente organico quanto em

extrato “branco” de matriz.

4.3.3.5 Preciséo e Exatidao (ensaios de fortificacédo e recuperacao)

A precisao intracorrida (repetitividade) e a exatidao foram avaliadas por meio
dos ensaios de fortificacdo e recuperacgéo, conforme descrito nos itens 3.10.5 e 3.10.6.
A recuperacdo média para cada nivel de fortificacé@o foi calculada, bem como o desvio
padrdo e o RSD. A média dos percentuais de recuperacdo e RSD (%) para cada

micotoxina, nos quatro niveis de fortificacdo, sdo apresentados na Tabela 25.



133

Figura 12 - (a) Efeito matriz positivo para FM B1 e (b) efeito matriz negativo para AF B1 em soja.

(a)

3495000
2995000
2495000
1995000
1495000

995000

495000

-5000

Solvente Matriz

y =1148,58x - 6946
R?=0,9952

y =561,17x - 3468,49
R? =0,9942

0 500 1000 1500 2000 2500

3000

(b)

249900
199900
149900
99900
49900

-100

Solvente Matriz

y =4794,88x- 62,74

R?=0,9926
y =1258,20x+1732,98
R? =0,9945
10 20 30 40 50 60




134

Tabela 25 - Média dos percentuais de recuperacdo e RSD (%) nos quatro niveis de
fortificacdo, e LOQm para cada micotoxina em soja.

Niveis de fortificagdo?
1 2 3 4 LOO
. . m
Micotoxina | Rec. | pqpy | ReC. | ooy | ReC. | oo | REC | oop | (ug kg
Média %) Média %) Média %) Média %)
(%) (%) (%) (%)

OCRA - - 91 16 84 9 75 7 5
AF B1 - - 111 20 101 16 83 14 5
AF B2 - - 94 20 116 19 93 15 5
DON 77 5 77 2 76 3 75 2 100
FM B1 96 5 86 3 82 2 78 2 100
FM B2 94 5 85 3 77 4 75 5 100
HT-2 71 13 62 8 65 4 68 4 100
T-2 77 4 80 2 74 6 72 6 100
ZEA 73 13 75 6 75 10 72 9 100
DAS 73 5 75 2 72 3 72 3 100
CIT 32 5 28 4 28 5 27 4 -

1 Nivel 1: 2 pg/kg para OCR A e AFs; 100 ug kg? para DON, FMs, HT-2, T-2, ZEA, DAS e CIT. Nivel 2:
5 ug kg para OCR A e AFs; 250 ug kg? para DON, FMs, HT-2, T-2, ZEA, DAS e CIT. Nivel 3: 10 ug
kgt para OCR A e AFs; 500 ug kg* para DON, FMs, HT-2, T-2, ZEA, DAS e CIT. Nivel 4: 20 ug kg
para OCR A e AFs; 1000 pg kgt para DON, FMs, HT-2, T-2, ZEA, DAS e CIT.

Todas as micotoxinas apresentaram recuperacdo e RSD dentro da faixa
recomendada pelo MAPA (2011), conforme Tabela 6 apresentada no item 3.10.5, em
pelo menos um nivel de fortificacdo avaliado, com excecao da CIT, que apresentou
recuperacao abaixo de 35% em todos o0s niveis de concentracgao.

Apesar da baixa recuperacdo para a CIT, a precisdo do método para essa
micotoxina foi bastante alta, com RSD menor que 10% em todos os niveis de
fortificacdo, semelhantemente ao que foi obtido nos ensaios de fortificacdo e
recuperacao executados em feijao.

O LOQm obtido experimentalmente pelo ensaio de fortificacdo e recuperacao
paraa OCR A, AF Bl e B2 foi menor do que aquele estimado e apresentado na Tabela
23 do item 4.3.3.2. Isso pode ser devido ao fato de que a estimativa do LOQm pela
Equacéo 7 (item 3.10.2) leva em consideracédo o desvio padrdao do menor ponto da
curva analitica, e ndo ha como prever a facilidade ou dificuldade em recuperar as
micotoxinas adicionadas as amostras de matriz “branca”. Por isso o LOQm deve ser
determinado experimentalmente, e ndo apenas estimado.

Para as demais micotoxinas (DON, FM B1 e B2, HT-2, T-2 e ZEA), 0 LOQm

obtido experimentalmente foi maior do que aquele estimado a partir da curva analitica,
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no entanto, deve-se ressaltar que a menor concentracdo avaliada nos ensaios de
fortificacdo e recuperacéo foi igual a 100 ug kg para essas micotoxinas.

Do total de micotoxinas avaliadas em soja, 64% apresentaram LOQm igual ao
primeiro nivel de fortificacdo (100 pg kg? para DON, FMs, HT-2, T-2 e ZEA), 27%
apresentaram LOQm igual segundo nivel de fortificacdo (5 pug kg para OCR A, AF B1
e B2) e para 9% néo foi possivel determinar experimentalmente o LOQm (CIT).

As legislacdes atualmente em vigéncia no Brasil (ANVISA, 2011 e 2017) e na
Europa (EUROPEAN COMMISSION, 2006) néao estipulam LMT para micotoxinas em
soja. Dessa forma, € necessério validar LOQm para essas substancias nos menores
niveis de concentracao possiveis, desde que precisao e exatidao sejam obtidas dentro
de critérios especificos, assim como aqueles estabelecidos pelo MAPA (2011), por
exemplo.

A recuperacao para o quinalfés (P.I.P) em soja também foi avaliada, tendo sido
obtida recuperacdo média igual a 51%, com RSD igual a 7%. Nao ha critério de
aceitacdo estabelecido para recuperacdo e precisdo de padrdo interno. Esse
parametro ndo foi avaliado para o propoxur (P.l.I) pois este s6 € adicionado ao final
do procedimento, na etapa de diluicdo, de forma igual para todas as amostras, nao

passando pelo processo de extracdo como o quinalfés.

4.3.3.5.1 Precisao intermediaria

A reprodutibilidade intralaboratorial foi avaliada por meio da preciséo
intermediaria através de ensaios de fortificacdo e recuperacao, cujo procedimento de
fortificacdo das amostras de matriz “branca” e extragao das amostras foi realizado do
inicio ao fim por um segundo analista, em um intervalo de tempo superior a 24 h apés
a primeira preciséo.

A recuperacdo media de cada analista para cada micotoxina, em todos o0s
niveis de fortificacdo, bem como a recuperacdo média entre os analistas e 0 RSD (%)
de precisdo intermediaria sdo mostrados na Tabela 26.

Todas as micotoxinas em todos os niveis de fortificacio apresentaram RSD (%)
de preciséo intermediaria dentro dos critérios de aceitacao estabelecidos pelo MAPA
(2011), conforme apresentado anteriormente na Tabela 6 (item 3.10.6.2).

O resultado de precisao intermediaria obtido para as micotoxinas em soja &

interessante e de extrema importancia, tendo em vista que a soja € uma matriz com
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alto teor de proteinas, lipideos e carboidratos (36,5; 19,9 e 30,2%, respectivamente,
conforme dados do UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE), o que
demonstra que o método desenvolvido e otimizado € adequado para a finalidade
proposta, levando a resultados precisos, com pouca variabilidade intralaboratorial e

consequentemente, confiaveis.
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Tabela 26 - Dados de precisdo intermediéria para cada micotoxina em soja.

= o —
Nivel de Recuperacao média (%) Média da~s RSD de precisao
Micotoxina fortificac&o (ug recuperacoes intermediaria
kgt Analista 1 Analista 2 médias dos dois (%)
9 analistas (%)
1 - - - -
2 91 84 88 6
OCRA 3 84 78 81 5
4 75 76 76 1
1 - - - -
2 111 106 109 3
AF Bl 3 101 89 95 9
4 83 71 77 11
1 - - - -
2 94 114 104 14
AF B2 3 116 94 105 15
4 93 71 82 19
1 77 74 76 3
2 77 77 77 0
DON 3 76 78 77 2
4 75 76 76 1
1 96 96 96 0
2 86 83 85 3
FM B1
3 82 80 81 2
4 78 76 77 2
1 94 97 96 2
2 85 84 85 1
FM B2 3 77 81 79 4
4 75 74 75 1
1 71 74 73 3
2 62 70 66 9
HT-2 3 65 73 69 8
4 68 71 70 3
1 77 82 80 4
T 2 80 83 82 3
3 74 86 80 11
4 72 81 77 8
1 73 78 76 5
2 75 79 77 4
ZEA 3 75 81 78 5
4 72 73 73 1
1 73 81 77 7
2 75 82 79 6
DAS 3 72 84 78 11
4 72 82 77 9
1 32 30 31 5
2 28 29 29 2
ciT 3 28 27 28 3
4 27 29 28 5

INivel 1: 2 ug kg para OCR A e AFs; 100 ug kg* para DON, FMs, HT-2, T-2, ZEA, DAS e CIT. Nivel 2: 5 ug kg para OCR A e
AFs; 250 pug kg™ para DON, FMs, HT-2, T-2, ZEA, DAS e CIT. Nivel 3: 10 pg kg* para OCR A e AFs; 500 ug kg* para DON,
FMs, HT-2, T-2, ZEA, DAS e CIT. Nivel 4: 20 ug kg* para OCR A e AFs; 1000 pug kg-1 para DON, FMs, HT-2, T-2, ZEA, DAS e
CIT.
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4.4 ARMAZENAMENTO DE GRAOS EM ATMOSFERA CONTROLADA

4.4.1 Analise dos graos previamente ao armazenamento em atmosfera

controlada

A analise dos graos previamente ao armazenamento em AC mostrou que
nenhum cultivar de feijdo e soja estava contaminado por micotoxinas. Logo, as
micotoxinas quantificadas nesses cultivares apos o periodo de seis meses do estudo

foram produzidas nas condi¢gGes de armazenamento.

Os graos de milho estavam contaminados por FM B1, FM B2, DON e ZEA antes
do inicio do estudo, sendo que apenas ZEA estava presente na concentracdo 100 ug
kg®. As demais micotoxinas estavam presentes em concentracdes acima de 20 e

abaixo de 100 pg kg.

4.4.2 Estudo de armazenamento de feijao em atmosfera controlada

Os cultivares Fepagro 26 (feijdo preto), Garapia (feijdo carioca), Caupi (feijao
branco) e Caupi (feijao vermelho) foram submetidos aos 15 tratamentos descritos na
Tabela 7, item 3.11.2.

As amostras de feijao foram trituradas individualmente em moinho de facas
(higienizado entre cada tratamento, para cada cultivar) e foram extraidas conforme
item 3.9.1.

Todas as micotoxinas validadas para feijdo foram monitoradas nos quatro
cultivares, sendo que apenas AF B1 foi encontrada em concentragfes quantificaveis
nos cultivares Fepagro 26 (feijao preto) e Garapia (feijao carioca), conforme resultados
descritos na Tabela 27. A OCR A foi detectada em concentra¢ces abaixo do LOQ (5
ug kg?) na maioria dos tratamentos para a variedade Fepagro 26 (feijdo preto).
Nenhuma micotoxina foi detectada nos cultivares de feijao Caupi, tanto branco quanto
vermelho.

As aflatoxinas sdo produzidas por fungos de armazenamento, o que justifica a
auséncia dessas micotoxinas no “branco” de todos os cultivares de feijao previamente

ao armazenamento, e 0 aparecimento dessas em alguns tratamentos aplicados.
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Todos os tratamentos de T1 até T5 foram conduzidos a 20 °C, sendo
diferenciados um do outro na concentragédo dos gases da AC, onde a presséo parcial
de Oz foi reduzida e a pressao parcial de CO2 foi aumentada, simultaneamente, de T1
para T5. Nenhuma micotoxina relacionada a fungos de armazenamento foi detectada
nesses tratamentos, especialmente AF B1 (quantificada em alguns tratamentos nos
cultivares Fepagro 26 e Garapia, feijao preto e carioca, respectivamente).

Esse resultado indica que a temperatura de armazenamento < 20 °C pode ter
exercido maior influéncia no controle de crescimento fangico e consequentemente
producdo de micotoxinas do que a propria composi¢do da atmosfera. MOHAPATRA
et al. (2017) ja haviam indicado que armazenamento de grdos e cereais em
temperaturas abaixo de 20 °C poderia retardar o crescimento de fungos
micotoxigénicos.

A andlise estatistica dos resultados para Fepagro 26 e Garapia mostrou
diferencas estatisticamente significativas para tratamentos sob mesma atmosfera em
diferentes temperaturas.

Para comparar as concentracfes médias de AF B1 dentro de cada faixa de
temperatura e considerando diferentes condicbes de atmosfera nos cultivares
Fepagro 26 e Garapia (feijdo preto e carioca, respectivamente), os valores de F
calculado e F critico foram comparados, constando-se F calculado < F critico, o que
implica em resultados estatisticamente iguais ou, que a concentracdo média de AF B1
em uma dada temperatura ndo € significantemente diferente entre as condicdes de
atmosfera estudadas.

Por outro lado, o F calculado > F critico quando foram comparadas as
concentracfes médias dessa micotoxina em cada atmosfera especifica, em diferentes
temperaturas, o que leva a concluséo de que as diferencas observadas séo devidas
a temperatura. O teste-t mostrou que ha diferencas significativas na concentracao
média de AF B1 quando o resultado para cada atmosfera é comparado em diferentes
faixas de temperatura, pois o valor de p calculado, identificado por P (T<=t) bi-caudal,
foi menor que 0,05. Ou seja, ha diferencas significativas quando os resultados sé&o
comparados entre 20 e 25 °C, entre 20 e 30 °C, e entre 25 e 30 °C.
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Tabela 27 - Micotoxinas encontradas em feijao, cultivares Fepagro 26 e Garapié (feijdo preto e carioca, respectivamente).

Tratamento Micotoxinas em Fepagro 26 (ug kg?) Micotoxinas em Garapia (ug kg™?)
AF B1 Outras micotoxinas? AF B1 Outras micotoxinas?
Branco? <LOD <LOD <LOD <LOD
T1 <LOD <LOQ® <LOD <LOD
T2 <LOD <LOQ3 <LOD <LOD
T3 <LOD <LOQ® <LOD <LOD
T4 <LOD <LOD <LOD <LOD
T5 <LOD <LOQ® <LOD <LOD
T6 <LOQ <LOQ3 <LOD <LOD
T7 < LOQ <LOQ® <LOQ <LOD
T8 5 < LOQ3 <LOQ <LOD
T9 5 <LOQ® <LOQ <LOD
T10 <LOQ < LOQ3 <LOQ <LOD
T11 6 <LOQ?3 6 <LOD
T12 6 <LOQ3 6 <LOD
T13 8 < LOQ3 9 <LOD
T14 7 <LOQ3 9 <LOD
T15 7 <LOD 7 <LOD

LOD: 0,4 ug kg* para AF B1, AF B2 e OCR A; 20 ug kg* para DON, FM B1, FM B2, T-2, HT-2, ZEA, DAS e CIT.
LOQ: 5 ug kgt para AF B1, AF B2 e OCR A; 100 ug kg para DON, FM B1, FM B2, HT-2 e ZEA. Nao foi possivel determinar LOQ para T-2, DAS e CIT.
1 Branco: amostra de grdo analisada previamente ao armazenamento em AC. 2 AF B2, OCR A, DON, DAS, T-2, HT-2, ZEA, CIT, FM B1, FM B2.

3 OCR A em Fepagro 26.
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Os tratamentos T6 e T7 também foram eficazes no armazenamento dos quatro
cultivares de feijao pois nenhuma micotoxina relacionada ao armazenamento foi
quantificada, embora AF B1 tenha sido detectada no cultivar Fepagro 26 (feijao preto)
em concentracdes abaixo do LOQ em ambos os tratamentos, e também no cultivar
Garapia (feijdo carioca) no tratamento T7, também abaixo do LOQ.

AF B1 foi quantificada nos tratamentos T8 e T9 para o cultivar Fepagro 26
(feijdo preto). Esses tratamentos foram conduzidos a temperatura de 25 °C, sendo
diferenciados um do outro na AC aplicada: T8 contendo 2,0 kPa de Oz, enquanto o
tratamento T9 contendo 2,0 kPa de Oz + 30 kPa de CO2. Observou-se a ocorréncia
de AF B1 em ambos os tratamentos, indicando que 30 kPa de CO2 a 25 °C nao foi
suficiente para impedir producéo de AF B1 nesse cultivar. O tratamento T10 também
foi conduzido a 25 °C, no entanto, a pressao parcial de CO:2 foi de 80 kPa mantendo-
se 2,0 kPa de O2, o0 que mostrou ser eficaz, pois ndo houve ocorréncia de AF B1 em
todos os cultivares de feijao.

Os tratamentos T11 até T15 foram conduzidos a 30 °C, aumentando-se a
proporcdo de CO2 de um tratamento para o outro. Tanto para o cultivar Fepagro 26
(feijdo preto) quanto para Garapia (feijdo carioca) AF Bl foi quantificada nos
tratamentos 11 a 15. Novamente a temperatura mais alta parece ter exercido maior
influéncia na produgéo de AF B1, pois essa micotoxina foi quantificada mesmo em
condi¢cBes de atmosfera com baixa concentracao de O:2 e alto teor de CO2. Mesmo no
altimo tratamento, com pressao parcial de CO2 em 80 kPa, houve producéo de AF B1.
De fato a temperatura em torno de 30 °C é a temperatura étima para o crescimento
dos fungos produtores de aflatoxinas, conforme reportado por SWEENEY e DOBSON
(1998) e GIORNI et al. (2008).

De acordo com PEREIRA, CARVALHO e PRADO (2002), o grau de oxigenacao
do ambiente assume papel importante no crescimento fungico e producdo de
aflatoxinas, pois estes sdo microrganismos aerobicos. Os autores ainda descrevem
que a producéo de aflatoxinas pode ser inibida mediante o aumento gradual na
presséao parcial de CO2 de 20 para 100 kPa.

Embora a OCR A também seja uma micotoxina associada ao armazenamento,
esta ndo foi detectada e/ou quantificada nos cultivares de feijdo estudados. Tal
resultado pode estar associado ao crescimento mais lento da espécie A. ochraceus
guando comparado com as espécies de fungos que produzem aflatoxinas, e também

ao fato de que essa micotoxina é produzida quando os grdos sdo armazenados com
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teor de umidade acima de 23% (MAGAN e ALDRED, 2007), o que né&o foi o caso
desse estudo (11%).

4.4.3 Estudo de armazenamento de soja em atmosfera controlada

Os mesmos tratamentos aplicados para feijao foram estudados em quatro
cultivares de soja, sendo Brasmax Bonus IPRO, Brasmax Desafio RR, Brasmax Ultra
IPRO e Tec IRGA 6070. As amostras foram trituradas individualmente em moinho de
facas (higienizado entre cada tratamento para cada cultivar) e foram extraidas
conforme item 3.9.2.

E consenso entre varios autores que a soja € uma mercadoria pouco
problematica no que diz respeito ao ataque de fungos e contaminacdo com
micotoxinas quando comparado a contaminacédo sofrida por milho, trigo e amendoim,
por exemplo (BULLERMAN, SCHROEDER e PARK, 1984; VALENTA et al., 2002).
Segundo esses autores, isso esta relacionado ao tipo de substrato oferecido pelos
graos de soja, que ndo oferece nutrientes suficientes para a producao de micotoxinas,
especialmente carboidratos.

Em gréos de soja danificados podem ser encontradas as micotoxinas ZEA,
DON, DAS, T-2 e HT-2. De acordo com BULLERMAN, SCHROEDER e PARK (1984),
a soja ndo é um substrato adequado para a producédo de aflatoxinas, embora suporte
extensivo crescimento fungico (VALENTA et al., 2002).

De fato, a presenca de fungos em soja (assim como em outros tipos de graos)
nao indica obrigatoriamente a contaminac¢ao por micotoxinas, pois essas substancias
sdo metabdlitos produzidos na fase final ou estacionaria do crescimento dos fungos.
Se os fungos presentes nos graos ndo chegaram na etapa final de crescimento ou
morreram antes de chegar ao final do crescimento, ndo havera producdo de
micotoxinas (BULLERMAN, SCHROEDER e PARK, 1984).

BULLERMAN, SCHROEDER e PARK (1984) descreveram que apenas
peguenas quantidades de aflatoxinas podem ser produzidas em soja devido a baixa
disponibilidade de zinco, nutriente que, juntamente com acidos graxos e aminoacidos,

parece ser essencial para a producdo dessa classe de micotoxinas.
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Um constituinte dos graos de soja (também presente em feijao e milho) é o
acido fitico, cuja principal funcdo nas plantas é atuar como reserva de fésforo e sua
estrutura quimica apresenta 12 hidrogénios dissociaveis que, quando substituidos,
conferem ao composto propriedade quelante, capaz de complexar cations metalicos
polivalentes como zinco, ferro e célcio (FUKUJI et al., 2008).

BULLERMAN, SCHROEDER e PARK (1984) associaram a producao de
pequenas quantidades de aflatoxinas em soja a presenca de quantidades razoaveis
acido fitico, que seria o responsavel por tornar o zinco (essencial para a producao de
aflatoxinas, segundo os proprios autores) indisponivel por estar complexado.

O teor de acido fitico, por sua vez é influenciado pelo cultivar e condicbes
climaticas (HIDVEGI, LASZTITY e RADOMIR, 2003), fazendo com que a
disponibilidade de zinco, acidos graxos e aminoacidos possa variar entre diferentes
cultivares de soja, 0 que pode ocasionar a producdo de aflatoxinas em quantidades
maiores em alguns cultivares (BULLERMAN, SCHROEDER e PARK, 1984).

Embora a ocorréncia de micotoxinas em soja ja tenha sido relatada em varios
paises, cujas substancias normalmente encontradas sdo DON, ZEA, DAS e HT-2 e
AFs (CALORI-DOMINGUES et al., 2014), apenas a micotoxina AF B1 foi quantificada
nos cultivares Brasmax Bonus IPRO e Tec IRGA 6070, cujos resultados estao
reunidos na Tabela 28. Como nenhuma micotoxina foi detectada nos cultivares
Brasmax Desafio RR e Brasmax Ultra IPRO, optou-se por ndo reunir os resultados em
tabelas.

AF B1 foi quantificada nos cultivares de soja Brasmax Bonus IPRO e Tec IRGA
6070 mesmo nos tratamentos mantidos a 20 °C (T1 até T5), independente da
composicdo da AC. Embora a faixa de temperatura 6tima para o crescimento das
espécies Aspergillus (responséaveis pela producdo de aflatoxinas) estar situada entre
32 e 33 °C, o crescimento desses fungos e producdo de micotoxinas também pode
ocorrer em temperaturas abaixo de 15 °C (SWEENEY e DOBSON, 1998).
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Tabela 28 - Micotoxinas encontradas em soja, cultivares Brasmax Bonus IPRO e Tec IRGA 6070.

Micotoxinas em Brasmax Bénus IPRO (ug kg™) Micotoxinas em Tec IRGA 6070 (ug kg™)
Tratamento
AF B1 Outras micotoxinas? AF B1 Outras micotoxinas?
Branco? <LOD <LOD <LOD <LOD
T1 5 <LOD 5 < LOQ*
T2 6 <LOD 5 < LOQ*
T3 7 <LOD 8 < LOQ*
T4 5 <LOD <LOD < LOQ*
T5 6 <LOQ® 7 < LOQ*
T6 <LOD <LOQ® 7 < LOQ*
T7 10 <LOD 6 < LOQ*
T8 9 <LOD 7 < LOQ*
T9 12 <LOQ® 8 < LOQ*
T10 <LOD < LOQ?® 7 <LOD
T11 9 <LOD 6 < LOQ*
T12 12 <LOD <LOD <LOD
T13 10 <LOD 5 <LOD
T14 17 <LOD 6 < LOQ*
T15 12 < LOD 7 < LOQ*

LOD: 0,4 ug kg para AF B1, AF B2 e OCR A; 20 ug kg para DON, FM B1, FM B2, T-2, HT-2, ZEA, DAS e CIT.
LOQ: 5 ug kgt para AF B1, AF B2 e OCR A; 100 ug kgt para DON, FM B1, FM B2, HT-2, T-2, DAS e ZEA. N&o foi possivel determinar LOQ para CIT.
1 Branco: amostra de grdo analisada previamente ao armazenamento em AC. 2 AF B2, OCR A, DON, DAS, T-2, HT-2, ZEA, CIT, FM B1, FM B2.

3 ZEA em Brasmax Bonus IPRO. 40OCR A em Tec IRGA 6070.
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De acordo com a andlise estatistica dos resultados, as concentracdes médias
de AF B1 séo estatisticamente iguais dentro de cada faixa de temperatura para as
diferentes condi¢cdes de atmosfera. No entanto, as concentracdes meédias de AF Bl
para cada condicdo de atmosfera em diferentes temperaturas sdo estatisticamente
diferentes. O teste-t aplicado mostrou que as diferencas nas concentracdes meédias
de AF B1 séo estatisticamente significantes quando se considera uma determinada
condicao de atmosfera a 20 e 30 °C, pois o valor de p calculado, identificado por P
(T<=t) bi-caudal, foi menor que 0,05. O teste-t para duas amostras ndo mostrou
diferencas significativas entre os resultados obtidos nas diferentes condi¢des de
atmosfera entre as temperaturas 20 e 25 °C, e 25 e 30 °C.

Para o cultivar Tec IRGA 6070, a analise estatistica mostrou que as
concentragcbes médias de AF Bl ndo apresentam diferencas significativas
estatisticamente, independente da combinacdo de condicdo atmosférica e
temperatura estudadas.

Aspergillus flavus é a principal espécie de fungo encontrada em gréaos de soja.
Se a secagem dos graos colhidos com alto teor de umidade for retardada por alguns
dias, a qualidade das sementes pode ser afetada pela acdo dessa espécie de fungo
(GOULART, 2004).

Os cultivares de soja estudados foram secos e armazenados com 11% de
umidade, o que corresponde a uma quantidade de Agua na massa de graos igual a
110 g kg*. No entanto, de acordo com MOHAPATRA et al. (2017), sementes
oleaginosas devem ser armazenadas com teor de agua entre 50 — 80 g kg para que
os danos provocados por fungos durante o armazenamento sejam minimizados.

A soja € uma mercadoria higroscopica, ou seja, tem a capacidade de absorver
a agua do ambiente. Essa caracteristica, associada ao armazenamento dos graos
com teor de agua acima do recomendado por MOHAPATRA et al. (2017) pode ter
favorecido o crescimento fangico e producédo de AF B1 mesmo em temperatura mais
baixa (20 °C) e elevada concentracao de CO:x.

A Figura 13 é uma adaptacdo de GROFF (2000) e consiste em um quadro para
definir o equilibrio higroscopico para a soja em determinada temperatura e umidade
relativa do ar. O equilibrio higroscopico é a umidade que o grdo apresentara
efetivamente quando estiver em equilibrio com a umidade relativa do ar, em uma certa

temperatura.
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Figura 13 - Equilibrio higroscopico para soja.

Temperatura UMIDADE RELATIVA DO AR (%)

(C) 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90

10 61 | 70| 78 [ 86 [ 95| 103 | 112 | 122 | 132 | 144 | 157 | 173 | 194
12 60 | 69| 77| 85 (94 ] 102 | 111 | 121 | 131 | 143 | 156 | 172 | 193
14 59 | 67|76 ]| 84| 93| 101 | 110 | 120 | 130 | 142 | 155 | 17,1 | 19,2
16 58 | 66 | 75| 83| 92| 100 ] 109 [ 119 | 129 | 141 | 154 | 17,0 | 19,1
18 57 | 65|74 ] 82 | 91 9,9 108 | 11,8 | 12,8 | 140 | 153 [ 16,9 | 19,0
20 56 | 64| 73] 81| 90 9,8 10,7 | 11,7 | 12,8 | 139 | 152 [ 16,9 | 19,0
22 54 [ 63| 72 ] 80 | 89 9,7 10,7 | 116 | 12,7 | 138 | 152 | 16,8 | 18,9
24 53 [ 62 | 71 ] 79 | 88 9,6 106 | 115 | 126 | 13,7 | 151 | 16,7 | 188
26 52 [ 61 )| 70 ] 78 | 87 9,6 105 | 11,4 | 125 | 13,7 | 150 | 16,6 | 18,7
28 51 [ 60 ] 69 ] 77 | 86 9,5 104 | 11,3 | 124 | 136 | 149 | 16,5 | 18,7
30 50 [ 59 | 68 ] 76 | 85 9,4 103 [ 11,3 | 123 | 135 | 148 | 16,5 | 186
32 49 | 58 | 6,7 | 75 | 84 9,3 102 | 112 | 12,2 | 134 | 148 | 16,4 | 185

FONTE: adaptado de GROFF (2000).

A leitura dessa figura é feita pela intersec¢do das colunas Temperatura (°C) e
Umidade Relativa do Ar (%). Relacionando as temperaturas avaliadas nesse estudo,
a umidade relativa do ar deveria ter sido controlada proximo a 60% para 0sS
tratamentos mantidos a 20 e 25 °C, e proximo a 65% para os tratamentos a 30 °C para
gue o teor de umidade nos graos fosse mantido em 11%.

Como a umidade relativa do ar ndo foi controlada nesse estudo, é possivel que
os grados de soja tenham perdido ou absorvido umidade do ar durante o
armazenamento, e assim, a variagdo do teor de umidade nos gréos pode ter
contribuido para a producdo de AF Bl nos cultivares Brasmax Bonus IPRO e Tec
IRGA 6070 em praticamente todos os tratamentos.

Para ambos os cultivares Brasmax Bonus IPRO e Tec IRGA 6070, as altas
pressdes parciais de CO2 (80 kPa) nos tratamentos T5, T10 e T15 parecem néo ter
sido suficientes para impedir o crescimento fungico e producdo de AF BL.
BULLERMAN, SCHROEDER e PARK (1984) recomendam atmosfera com pressao
parcial de CO2 superior a 90 kPa para suprimir o crescimento fangico e producgéo de
micotoxinas, enquanto PEREIRA, CARVALHO e PRADO (2002) descreveram que a
producdo de micotoxinas pode ser inibida com o aumento gradual na presséao parcial
de CO2 de 20 para 100 kPa.

BULLERMAN, SCHROEDER e PARK (1984) descreveram ainda que o controle

do crescimento fungico e producéo de aflatoxinas é favorecido quando, aliado a alta
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presséo parcial de COz2, a pressao parcial de Oz seja reduzida abaixo de 1 kPa. No
presente estudo, apenas os tratamentos T2, T7 e T12 foram conduzidos com 1 kPa
de Oz, no entanto a presséao parcial de CO2 nesses tratamentos n&o foi controlada, o
que poderia ter resultado em uma atmosfera mais favoravel para o controle de
crescimento fungico e producéo de aflatoxinas.

Nenhuma outra micotoxina foi quantificada nos quatro cultivares de soja,
embora ZEA tenha sido detectada (mas ndo quantificada) em alguns tratamentos para
o cultivar Brasmax Bénus IPRO, o que pode estar relacionado a gréos danificados
e/ou impurezas misturadas aos graos. OLIVEIRA, LORINI e MALLMANN (2010)
quantificaram ZEA em amostras de impurezas provenientes de graos de soja e
atribuiram a contaminacdo dos graos por essa micotoxina as impurezas e materiais

estranhos, cuja proporcao aceitavel nos graos € de até 1%.

4.4.4 Estudo de armazenamento de milho em atmosfera controlada

Apenas seis tratamentos foram estudados no armazenamento de gréos de
milho (descritos na Tabela 8, item 3.11.2), que consistiram em variar a temperatura
de armazenamento, umidade dos graos e presséao parcial de O2.

O milho é uma mercadoria muito suscetivel ao ataque fungico, o que € atribuido
ao ser elevado teor de carboidratos, principal componente do grdo, por isso, até
mesmo graos aparentemente sadios podem ser contaminados por Aspergillus,
Fusarium e Penicillium (MARQUES et al., 2009).

Graos de milho podem ser infectados por fungos Fusarium e Aspergillus no
periodo de pré-colheita e a contaminacdo com micotoxinas pode aumentar em
condicBes precarias de armazenamento (NEME e MOHAMMED, 2017).

Por questdes econémicas, o milho € mantido no campo até a secagem dos
graos, pois a colheita das espigas com alto teor de agua torna inviavel a colheita
mecanica em fun¢éo da dificuldade de debulha. No entanto, a espera da secagem dos
graos ainda no campo pode ocasionar a deterioragcéo dos graos por causa de infecgéo
de fungos e outras pragas (MARQUES et al., 2009).

MARQUES et al. (2009) relataram um estudo que buscou avaliar a influéncia

do retardamento na colheita do milho na incidéncia de fungos patogénicos e
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constataram que a permanéncia prolongada das espigas na planta, apds a maturagcéo
fisioldgica, causou a reducdo da incidéncia de Fusarium moniliforme. No entanto, os
autores observaram aumento da incidéncia da espécie Fusarium graminearum e de
espécies de Aspergillus e Penicillium quando as espigas foram colhidas com menor
teor de umidade.

HERMANNS et al. (2006) identificaram pontos criticos no crescimento de
fungos e producdo de fumonisinas durante o periodo de pré-colheita de milho. Os
autores procederam a determinacao do teor de umidade dos graos de milho, presenca
de fungos e fumonisinas nas cinco fases do desenvolvimento dos gréos: florescimento
(88,1% de umidade), gréo leitoso (70,7% de umidade), grao farindceo (48,3% de
umidade), grao farinaceo-duro (34,3% de umidade) e maturacao fisiologica (24,7% de
umidade). Os autores constataram que nao houve incidéncia de fungos nas fases de
florescimento e gréo leitoso, pois nessas etapas a quantidade e qualidade de
nutrientes ndo é adequada para o desenvolvimento de fungos. Nas fases de gréo
farindceo e grao farindceo-duro a concentracdo desses nutrientes diminui, iniciando-
se a sintese de amido e proteinas, que atingem niveis maximos na fase de maturacao
fisiol6gica, etapa na qual maior desenvolvimento de fungos foi observada. Os autores
concluiram que o desenvolvimento de fungos de campo, em especial os do género
Fusarium spp., inicia-se na fase de grao farinaceo e a infeccdo € maxima na fase final
de maturacao, pouco antes da colheita, onde a presenca de fumonisinas foi detectada.

Os resultados obtidos no estudo de armazenamento de milho em AC

encontram-se na Tabela 29.



Tabela 29 - Micotoxinas encontradas em milho.
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Micotoxina (ug kg™1)

Tratamento — =g  AFB2 OCRA DON FMBI FMB2 T2 HT-2  ZEA _ DAS CIT
Brancol  <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOQ <LOQ <LOD <LOD 100  <LOD <LOD
T1 9 <LOD <LOD <LOD 198 140 _<LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
T2 7 <LOD <LOD <LOD 236 161 <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOD
T3 7 <LOD <LOD <LOQ 196 130 <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOD
T4 6 <LOD <LOD <LOQ 361 172 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
T5 5 <LOD <LOD <LOQ 192 128 <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOD
T6 7 < LOD < LOD < LOD < LOD 131 <LOD < LOD < LOD < LOD < LOD

1 Branco: amostra de grdo analisada previamente ao armazenamento em AC.

LOD: 0,4 pg kg para AF B1, AF B2 e OCR A; 20 pg kg para DON, FM B1, FM B2, T-2, HT-2, ZEA, DAS e CIT.

LOQ: 5 ug kgt para AF B1, AF B2 e OCR A; 100 ug kg para DON, FM B1, FM B2, HT-2 e ZEA. Nao foi possivel determinar LOQ para T-2, DAS e CIT.
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O milho utilizado no estudo j& continha as micotoxinas FM B1, FM B2, DON e
ZEA antes mesmo de iniciar o estudo das condigcbes de armazenamento, embora
apenas ZEA estava presente em concentracdo quantificavel. Esse resultado €&
coerente com o que € encontrado na literatura: sdo micotoxinas produzidas por fungos
do género Fusarium spp., que infestam o milho no periodo de pré-colheita
(HERMANNS et al., 2006; SWEENEY e DOBSON, 1988).

MOHAPATRA et al. (2017) descreveram que fungos de campo raramente
sobrevivem em graos armazenados por longos periodos, e PITT, TANIWAKI e COLE
(2013) também afirmaram que fungos Fusarium spp. tem crescimento minimo quando
a aw esta abaixo de 0,90, logo, de acordo com esses autores, mesmo que o teor de
umidade nos grdos aumente durante o0 armazenamento, micotoxinas como as
fumonisinas devem ser produzidas em quantidades minimas durante o
armazenamento.

Diferentemente do que esses autores propuseram, as micotoxinas encontradas
em maior concentracdo no milho neste estudo foram FM B1 e FM B2, produzidas por
fungos de campo mesmo em condicdes de armazenamento.

Comparando-se os tratamentos mantidos a mesma temperatura (T1 e T2, T3 e
T4, T5 e T6), mas em condi¢Oes de atmosfera e teor de umidade nos gréos diferentes,
observou-se que a maior producao de FMs ocorreu nos tratamentos onde havia maior
disponibilidade de Oz e os graos foram armazenados com maior teor de umidade. Se
SWEENEY e DOBSON (1998) estavam corretos ao descrever que a producéo de FMs
é favorecida em condic6es de crescimento anaerdbicas (o que nao foi observado
nesse estudo), o teor de umidade mais alto com o qual os graos foram armazenados
pode ter exercido maior influéncia na producédo dessas micotoxinas nos tratamentos
T2, T4 e T6 em relacéo aos tratamentos T1, T3 e T5, respectivamente. O aumento no
teor de umidade dos graos armazenados pode ter aumentado a atividade de agua,
assim, a composi¢cdo gasosa da atmosfera teve menor influéncia na producéo de
fumonisinas do que a propria atividade de agua nos graos de milho. Essa conclusdo
também de acordo com WALKER et al. (2018), que indicaram que 0 armazenamento
de milho com teores de umidade acima de 13,5% favorece a producéo de micotoxinas.

Por outro lado, ao comparar os resultados obtidos para os tratamentos
mantidos na mesma atmosfera com baixa disponibilidade de O2 e teor de umidade dos
gréos igual & 11% (T1, T3 e T5), observou-se que a maior producdo de FMs ocorreu

no tratamento conduzido em temperatura mais baixa (T1, 20°C). Esse resultado pode
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estar associado ao favorecimento do crescimento da espécie Fusarium proliferatum
em temperatura mais baixa do que Fusarium moniliforme, e € coerente com o que foi
reportado por MARIN et al. (1999), que concluiram que maiores quantidades de FM
Bl eram produzidas por Fusarium proliferatum & 15 °C do que por Fusarium
moniliforme a 30 °C.

Ao comparar os resultados dos tratamentos T2 (20 °C), T4 (25 °C) e T6 (30 °C),
com alta disponibilidade de Oz e teor de umidade dos gréos mais elevado (14%),
constatou-se que a maior concentracdo de FM Bl e FM B2 foi encontrada no
tratamento T4. Esse resultado também esta de acordo com MARIN et al. (1999), que
concluiram que 25 °C é a faixa de temperatura 6tima para que Fusarium moniliforme
produza maiores quantidades de FM B1l. SWEENEY e DOBSON (1998) também
descreveram que a producao de toxinas a partir da espécie Fusarium proliferatum é
maior a 25 °C do que a 30 °C.

Os resultados obtidos demonstram que graos armazenados com maior teor de
umidade em uma atmosfera rica em Oz estdo mais suscetiveis & contaminagado por
fumonisinas, embora a composi¢cdo gasosa da atmosfera de armazenamento parece
ter exercido menor influéncia na produgdo dessas micotoxinas do que o teor de

umidade dos graos.

A andlise estatistica dos resultados para FM B1 e FM B2 em milho mostrou
que, apesar de numericamente diferentes, as concentracdes dessas micotoxinas nao
diferem de forma significativa estatisticamente, em todas as combinacdes de condicéo
atmosférica e temperatura de armazenamento. Apesar das concentracées médias nao
apresentarem diferencas significativas estatisticamente, a condi¢cao do tratamento T6
foi a que menos favoreceu a producado de FM B1 em milho, e a condicdo T5 para o
controle da producéo de FM B2.

A producédo de fumonisinas ndo ocorre de forma indefinida com o aumento de
temperatura para um dado teor de umidade. O resultado obtido para o tratamento T6
comprova que o aumento da temperatura, mesmo com alta disponibilidade de Oz e
agua, ndo implica necessariamente no aumento da produgdo de micotoxinas. Esse
tratamento, conduzido a 30 °C, foi suficiente para inibir a producdo de FM B1, e esse
resultado esta de acordo com MARIN et al. (1999), que descreveram que Fusarium

proliferatum ndo produz essa micotoxina a 37 °C, apesar de a andlise estatistica
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mostrar que ndo ha diferencas estatisticamente diferentes entre os tratamentos
estudados.

A contaminacdo de milho por aflatoxinas também €& bastante comum, e apesar
de ser um fungo tipico de armazenamento, Aspergillus flavus pode contaminar o milho
ainda na etapa de plantio em condi¢des de seca, clima quente e danos causados por
insetos (MOHAPATRA et al., 2017; WALKER et al., 2018). Além disso, a migracao de
umidade em uma massa de grdos armazenada em condicbes precarias pode
favorecer a producéo de aflatoxinas em milho (PITT, TANIWAKI e COLE, 2013).

Apesar de MAGAN e ALDRED (2007) relatarem sucesso na inibicdo de
producéo de aflatoxinas em atmosferas com pressao parcial de Oz inferior a 5 kPa,
todos os tratamentos avaliados no presente estudo para o armazenamento de milho
nao foram efetivos em inibir a producdo de AF B1l. A maior concentracdo dessa
micotoxina foi quantificada no tratamento T1, na qual os grdos foram armazenados
com 11% de umidade, mantidos a 20 °C e com baixa disponibilidade de O2. Embora
a faixa 6tima de crescimento de fungos Aspergillus, especialmente A. flavus e A.
parasiticus, esteja situada proxima a 30 °C, aflatoxinas podem ser produzidas abaixo
dessa temperatura (SWEENEY e DOBSON, 1998).

A andlise estatistica dos resultados para AF B1 em milho mostrou que as
concentragfes medias dessa micotoxina ndo apresentam diferencas significativas
estatisticamente, para todos os tratamentos. Apesar de estatisticamente iguais, a
menor concentracdo de AF B1 em milho foi produzida no tratamento T5, que parece
ter sido mais adequada para a reducao na producédo dessa micotoxina.

A ZEA também € uma micotoxina que costuma ocorrer no periodo de pré-
colheita, pois também ¢é produzida por fungos Fusarium spp., especialmente F.
moniliforme e F. graminearum. Temperaturas relativamente baixas favorecem a
producdo de ZEA, cuja concentracdo tende a aumentar durante o periodo de
armazenamento, especialmente se a temperatura for alternada de baixa a moderada
(NEME e MOHAMMED, 2017).

A producdo de ZEA em milho é favorecida por umidade alta e temperaturas
baixas (COUNCIL FOR AGRICULTURAL SCIENCE AND TECHNOLOGY., 2003) e
alguns autores associam a ocorréncia de ZEA em milho a periodos chuvosos durante
o plantio (PRADO, 2009).

ZEA néo é produzida em condi¢ges de silagem anaerdbica (armazenamento

de forragem para alimentacdo animal sem passar por secagem) e essa micotoxina,
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uma vez presente, ndo é destruida pelo tratamento da silagem (RICHARD et al.,
2003).

A concentracdo de ZEA, que estava presente no milho antes do
armazenamento em AC, ndo aumentou. Dessa forma o desenvolvimento dos fungos
produtores de ZEA néo foi favorecido pelos tratamentos estudados. Acredita-se que o
resultado foi obtido gracas a uma combinacdo de fatores, como teor de umidade
reduzido dos grdos armazenados (mesmo nos estudos T2, T4 e T6, onde 0s graos
foram armazenados com 14% de umidade) e possivel competicdo entre varias
espécies de fungos.

As FMs encontradas no milho sao produzidas majoritariamente pelas espécies
F. moniliforme e F. proliferatum, logo, a presenca dessas espécies pode ser
predominante em relacdo as espécies F. graminearum, F. culmorum e
F.sporotrichioides, que produzem ZEA. Assim, a auséncia de ZEA durante o
armazenamento pode ser explicada pela possivel predominancia de outras espécies
de fungos, devido a competicao pela disponibilidade de nutrientes do substrato.

O mesmo raciocinio pode ser considerado para justificar a auséncia de DON
em condi¢cdes de armazenamento, micotoxina que foi detectada no milho antes do
inicio do periodo de armazenamento. DON também € produzida por F. culmorum, F.
sporotrichioides e F. graminearum, cujo crescimento pode ter sido inibido devido a
competicdo com as espécies produtoras de FMs.

A OCR A também é comumente encontrada no milho e de acordo com MAGAN
e ALDRED (2007) é produzida durante o armazenamento de grdos com teor de
umidade acima de 23%. Como os graos de milho desse estudo foram armazenados
com teor de umidade abaixo desse valor (11 e 14%), a auséncia dessa micotoxina
nos graos provenientes dos seis tratamentos estudados é facilmente justificavel. Além
disso, A. ochraceus, uma das espécies produtoras de OCR A, tem crescimento mais
lento que A. flavus e A. parasiticus, que produzem aflatoxinas.

Como esse estudo teve o objetivo de simular o armazenamento de graos
hermeticamente em silos bolsa, onde a atmosfera é modificada de forma natural pela
respiracdo dos grédos e/ou microflora presente, e considerando os tratamentos
avaliados sob a mesma temperatura, pode-se dizer que a producao de FMs, por
exemplo, diminui conforme o processo respiratério dos graos consome e O:2

(considerando que o teor de umidade nos graos diminua durante o armazenamento).



154

A suposicdo de SWEENEY e DOBSON (1998) de que a producédo de FMs
parece ser favorecida em condi¢cdes anaerdbicas parece ser verdadeira quando
levamos em consideracdo a temperatura. A afirmacao dos autores parece ser valida
para armazenamentos acima de 25 °C, pois observou-se aumento na producéo de FM
B1 quando a concentracao de Oz diminui entre os tratamentos T6 e T5, onde os graos
foram armazenados a 30 °C.

Diferentemente, a producdo de AF B1 parece ser reduzida a 30 °C quando o
processo respiratério reduz a concentracdo de Oz e o teor de umidade dos gréaos
armazenados, por algum motivo, é reduzida (concentracdo de AF Bl reduziu do
tratamento T6 para T5). Por outro lado, a producéo de AF B1 parece ser favorecida
com a reducédo da concentragdo de Oz da atmosfera e do teor de umidade dos gréos

em temperaturas de armazenamento menores ou iguais a 25 °C.

5 CONCLUSOES

Essa dissertacdo de mestrado teve como primeiro objetivo o desenvolvimento
de métodos analiticos para determinacdo de micotoxinas em feijao, milho e soja. A
composicdo do solvente extrator e 0s sais usados na separacdo de fases foram
variados entre os cinco ensaios, de forma a se obter o0 maior nimero de micotoxinas
extraidas com percentuais de recuperacao entre 70 e 120% e RSD =< 20%. Foi
observada forte influéncia do pH do solvente organico na recuperacdo das
micotoxinas acidas (OCR A, FM B1, FM B2 e CIT), e os procedimentos dos ensaios 2
e 5 foram escolhidos para a determinacdo de micotoxinas em feijdo e soja,
respectivamente.

Os parametros avaliados no estudo de validagédo foram baseados nos trés
documentos orientativos (SANTE, 2017; MAPA, 2012; INMETRO, 2018) e os
resultados apresentaram-se dentro dos limites especificados por esses documentos.

ApoOs a validacdo dos métodos, avaliou-se a ocorréncia de micotoxinas em
graos de quatro cultivares de feijdo e soja, e um cultivar de milho submetidos ao
armazenamento em diferentes condi¢cdes de temperatura e atmosfera controlada. As

analises das amostras de graos apds o periodo armazenamento evidenciaram que 0s
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diferentes cultivares de uma mesma cultura ndo estdo igualmente sujeitos a
contaminagao por micotoxinas.

Conforme os resultados apresentados, € possivel concluir que, para 0s
cultivares Fepagro 26 e Garapia (feijjdo preto e carioca, respectivamente), o
armazenamento dos graos foi efetivo e preveniu a producdo de micotoxinas em
qualguer condicdo de atmosfera a 20 °C. A temperatura mais alta na qual esses graos
foram armazenados sem que os graos fossem contaminados por AF B1 foi 25 °C, com
2,0 kPa de O2 e 80 kPa de CO:a.

Os resultados apresentados para soja mostraram que nenhuma condig¢ao de
armazenamento foi eficaz para impedir a produgéo de AF B1 nos cultivares Brasmax
Bonus IPRO e Tec IRGA 6070, o que pode estar associado ao teor de umidade mais
elevado (11%) com o qual os graos foram armazenados, sendo que o recomendado
para esse tipo de gréo € entre 5 e 8%.

Para milho, os resultados mostraram que a melhor condicdo de
armazenamento para impedir a producao de FM B1 foi aquela na qual os graos foram
armazenados com teor de umidade 14%, em atmosfera ambiente, a 30 °C, e a
producdo de AF Bl e FM B2 foi menor na condicdo na qual os graos foram
armazenados com teor de umidade 11%, em atmosfera com 2,0 kPa de Oz, & 30°C.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para trabalhos futuros, sugere-se uma otimizacdo nos métodos de extracao
validados no que diz respeito a uma etapa de purificacdo dos extratos, a fim de
minimizar o efeito matriz sofrido pelas micotoxinas. Isso pode favorecer a andlise
cromatografica e pode levar a um aumento capacidade de detecg¢édo dos métodos.

Sugere-se gque novo estudo com gréos de soja seja realizado, com teor de
umidade recomendado por alguns autores (entre 5 e 8%), para concluir se este pode
ter sido um fator decisivo para a producéo de AF B1 nos dois cultivares. Também para
o milho sugere-se um estudo mais detalhado, para o qual acredita-se ser interessante
o controle da concentragdo de CO2 nas atmosferas, além de ndo variar a0 mesmo
tempo dois fatores importantes (umidade e atmosfera). Além disso, sugere-se que
seja estudado o efeito de atmosfera contendo 100 kPa de CO: e pressao parcial de
Oz inferior a 1 kPa, condicéo esta que € indicada por alguns autores como mais eficaz
na inibicdo de producédo de micotoxinas.

Estabelecer as melhores condi¢des para armazenamento de graos por longos
periodos € importante em diversos aspectos, como para aumentar a seguranca dos
alimentos comercializados e para que as perdas por deterioracdo (e

consequentemente os prejuizos dos produtores) sejam minimizadas.
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Estrutura, formula molecular, massa molecular e pKa dos grupos funcionais de cada micotoxina.
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Graficos da distribuicdo dos residuos em funcdo da concentracdo para
micotoxinas em feijao.
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APENDICE B (continuag&o)

Graficos da distribuicdo dos residuos em funcdo da concentracdo para
micotoxinas em feijao.
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Graficos da distribuicdo dos residuos em funcdo da concentracdo para

micotoxinas em feijao.
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Graficos da distribuicdo dos residuos em funcdo da concentracdo para

micotoxinas em soja.
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APENDICE C (continuag&o)

Graficos da distribuicdo dos residuos em funcdo da concentracdo para
micotoxinas em soja.
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Graficos da distribuicdo dos residuos em funcdo da concentracdo para
micotoxinas em soja.
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