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RESUMO

Foi estudada a extragdo simultdnea de aflatoxinas (AFLAs) B , B,, G, e G, em cebolas por meio de técnica de
dispersdo da matriz em fase sélida (MSPD), utilizando-se a casca de arroz como adsorvente. A identificagdo
e quantificacdo das aflatoxinas foram realizadas empregando-se cromatografia em camada delgada de
alta eficiéncia (CCDAE) e cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de fluorescéncia
(CLAE-FL). O melhor adsorvente foi constituido de mistura de casca de arroz: terra diatomacea (1:1)
(p/p), empregado na proporgdo de 1:1 (p/p) com a massa de amostra e a mistura cloroférmio:metanol
(5:25) (v/v) como eluente. A metodologia mostrou limites de detecgdo que variaram de 0,05 a 1 pg.kg™’,
de exatidio entre 78 e 93%, e coeficientes de variagdo compreendidos entre 11 e 14%. Apds a validacdo,
a metodologia foi testada quanto a sua aplicabilidade para determinar a ocorréncia das aflatoxinas em
amostras de cebola, as quais foram classificadas segundo a norma do MAPA. A contamina¢io com
aflatoxina foi verificada em 43% das amostras analisadas com teor maximo de 90ug.kg" de AFLAB,.
Palavras-chave. MSPD, CLAE-FL, CCDAE

ABSTRACT

The simultaneous determination of aflatoxins (AFLA) B, B,, G, and G, was investigated in onions by
means of matrix solid-phase dispersion (MSPD) extraction methodology, and using rice husk as adsorbent
element. The AFLA identification and quantification were carried out by using high efficiency thin layer
chromatography (HPTLC) and high efficiency liquid chromatography coupled to a fluorescence detector
(HPLC-FD). The best adsorbent was the compound constituted by the rice husk:celite mixture (1:1) in a
1:1 ratio with the mass of the sample, and employing the mixture chloroform:methanol (5:25) as eluent.
The methodology showed the limit of detection ranging from 0.05 to 1 pg.kg", and of the accuracy from
78 to 93%; and variation coefficients ranged from 11 to 14%. After being validated, the methodology was
tested on its applicability in determining the aflatoxins occurrence in onion samples, which were classified
according to the standard MAPA. Aflatoxin contamination was found in 43% of analyzed samples with a
maximum content of 90 ug.kg" of AFLAB,.
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INTRODUCAO

Métodos acessiveis e exequiveis sdo ferramentas
estratégicas e eficientes para garantir a seguranga
alimentar, pois tornam possivel monitorara contaminagao
por metais, pesticidas ou compostos toxicos produzidos
por micro-organismos, como as micotoxinas, em
amostras alimentares e ambientais'”.

Os métodos envolvendo extra¢do em fase sélida
vém se mostrando promissores para extragao de analitos
tragos, em materiais complexos ou com elevada atividade
de 4dgua, além de atender a demanda atual por métodos
que gerem o minimo de residuo para descarte**. O limite
para aplicagdo do método esta no custo dos adsorventes,
em geral derivados de silica (C8 e C18) que sdo pouco
eficientes durante a reutiliza¢do’.

Um substituto para os adsorventes convencionais
poderia ser a casca de arroz, abundante no Rio Grande do
Sul, cujo emprego em determinagdes analiticas seria uma
importante alternativa para a sustentabilidade da cadeia
produtiva do arroz’. O seu potencial como adsorvente
decorre desuasuperficie de contato e constitui¢ao quimica
caracterizada por 35% de celulose, 12% de lignina, 25%
hemicelulose, 14% de 6xidos de silicio, além de outros
6xidos como os de magnésio e calcio'”"*. Cabe salientar
que os oxidos de silicio associados a celulose podem
adsorver moléculas apolares ou moderadamente polares,
como as aflatoxinas, ocratoxina A, deoxinivalenol, dentre
outros contaminantes presentes como tragos em matrizes
alimentares'.

O emprego de métodos analiticos simples e
confidveis com possibilidade de empregar residuos
da agroindustria, como a casca do arroz, de forma
diferenciada contribui duplamente para a preservagio do
meio ambiente; uma disponibilizando nova alternativa
para emprego de residuos com valor agregado, e outra
diminuindo o custo das anilises e a geragdo de descartes
analiticos.

O método de extragio por MSPD ainda ¢é
pouco usual para extragdo de micotoxinas de amostras
com elevado teor de umidade, mas, considerando-se o
seu fundamento, pode ser promissora para tal. Nela, o
adsorvente promove uma melhor interagao dos solventes
extratores com o contaminante, uma vez que, durante
a homogeneizagao da dispersdo, ocorre a quebra das
paredes celulares. Dessa forma, é possivel a redugdo
dos volumes de solvente para a recuperagio do analito
de interesse e a diminui¢do das quantidades iniciais de

amostras, além da eliminagdo de etapas de concentragdo
dos extratos'* 8.

A cebola (Allium cepa L.), por sua atividade de
agua elevada, condi¢ao de cultivo, armazenamento e
distribuicio, esta entre os alimentos com risco de veicular
contaminantes produzidos por fungos, que encontram
condigoes de infectar e até produzir metabolitos
secunddrios em circunstincias adversas, como nesse
tecido subterraneo”. A importincia econdmica da
cebola decorre de suas propriedades condimentares,
antioxidantes e outros beneficios funcionais que
conferem a essa hortalia o terceiro lugar, depois do
tomate e da batata, em consumo mundial?.

As diferentes espécies de fungos do género
Aspergillus vém sendo relacionadas com os defeitos
em cebolas, porém, sdo poucas as informacgdes sobre
identificagdo das espécies contaminantes ou a ocorréncia
de micotoxinas nelas, especificamente as aflatoxinas,
que sdo as mais provaveis de serem produzidas por
espécies desse género fungico nas condigoes de umidade,
contaminagéo elevada e acidez do meio**.

As aflatoxinas sdo responsaveis por uma série
de danos crénicos em animais e humanos, tais como a
diminui¢do da velocidade de crescimento, depressdo
do sistema imunoldgico e efeito carcinogénico
demonstrado®’. Outro aspecto que justifica a necessidade
de dispor de método rapido e confiavel para determinar
essas micotoxinas em cebolas é o seu emprego frequente
em diversas formulacdes alimenticias domésticas e
industriais>"’.

Avaliar a ocorréncia de aflatoxinas em
variedades de cebolas e relacionar sua ocorréncia com
variaveis bioticas e abioticas é um subsidio importante
para o estabelecimento de estratégias de manejo
adequado desse vegetal, visando torna-lo competitivo
no mercado nacional e internacional, dispor de critérios
classificatérios baseados em qualidade micotoxicoldgica,
bem como garantir a seguranga alimentar dos
consumidores.

Neste trabalho foi estudada a extracdo simultanea
das aflatoxinas (AFLA) B, B, G, e G, de cebolas
empregando o método de dispersdo da matriz em fase
solida (MSPD), tendo casca de arroz como adsorvente.
A identificagdo e quantificagdo das micotoxinas foram
realizadas empregando cromatografia em camada delgada
de alta eficiéncia (CCDAE) e cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada a detector de fluorescéncia
(CLAE-FL).
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MATERIAL E METODOS

Padrdes de Micotoxinas

Os padroes das AFLA B, B, G, e G, foram
adquiridos da Sigma Aldrich, Brasil. As solugdes estoque
foram preparadas dissolvendo 5 mg em 100 mL de uma
mistura de benzeno:acetonitrila p.a. (98:2). A partir
dessas solugoes estoque foram diluidas as solugoes de
trabalho contendo 1,5 pg.mL"; 1,5 pg.mL; 7,4 pg.mL"
e 56 pg.mL’, respectivamente para AFLA B B, G
e AFLA Gz, confirmadas espectrofotometricamente,
considerando suas respectivas absortividades molar®.

Preparo do Adsorvente

A casca de arroz, fornecida por uma empresa
beneficiadora do grao localizada na regiao sul do Rio Grande
do Sul, foi moida em moinho de facas, seguindo-se da
separagao das fragdes granulométricas. A fracao de 0,5 mm
foi lavada 3 vezes com hexano (propor¢iao massa:solvente
1:4) sob agitacdo orbital em mesa agitadora a 160 rpm
durante 30 min, a 25 °C. A mistura foi filtrada e o residuo
sélido foi novamente submetido a 3 lavagens consecutivas
com metanol nas mesmas condigdes operacionais. O
material lavado foi seco em estufa com circulagdo de ar
a 105 °C até peso constante. A eficiéncia do tratamento
foi avaliada pela limpeza do cromatograma resultante
da elui¢do do extrato de casca com cloroférmio:metanol
(3:27). A casca de arroz tratada foi caracterizada
quanto aos seus teores de umidade, nitrogénio total,
extrato etéreo, cinzas totais e cinzas insoldveis em 4cido
cloridrico®.

Amostras

Cebolas da variedade crioula, com e sem
defeitos, foram coletadas no municipio de Sdo José do
Norte, no Rio Grande do Sul, em margo de 2009, pelos
técnicos da EMATER-RS, que realizaram a classificagdo
segundo Regulamento Técnico de Qualidade da Cebola
do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA)®. Outras amostras foram coletadas em
feiras e mercados da regido sul do Rio Grande do Sul,
empregando amostragem aleatéria simples para tomada
de 1 kg de cebola roxa nacional; roxa importada, branca
nacional, branca importada, branca cultivar organico
e amarela importada. No laboratério, as amostras
foram classificadas conforme o regulamento técnico®,
formando 11 grupos para analise: roxa nacional, calibres
2 e 3; roxa importada, calibres 2 e 4; branca nacional e
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importada, calibres 2 e 4; roxa cultivar organico nacional,
calibre 2; branca cultivar organico nacional, calibre 2; e
amarela importada, calibres 2 e 4. As cebolas de cada
grupo foram descascadas e homogeneizadas em moinho
de facas, constituindo as amostras analiticas.

Testes Preliminares da Extragao MSPD

Aproximadamente 500 g de cebolas, calibre 2,
sem defeito, foram descascadas e homogeneizadas em
moinho de facas. Foram tomadas massas conhecidas
do homogeneizado, colocadas em béquer de vidro e
fortificadas com 100 pL de solugao de AFLA G, de forma
a resultar em um nivel de contamina¢do da ordem 10
ug.kg™. As amostras fortificadas foram transferidas para
um graal de porcelana e maceradas com o adsorvente,
empregando pistilo até a total dispersio da matriz no
adsorvente. A mistura homogeneizada foi transferida
para uma coluna de vidro (12 cm de altura e 1 cm de
didmetro interno), compactada com auxilio de um bastdo
de vidro até preencher a marca de 10 mL na coluna.

Os efeitos das varidveis testadas para adequagao
da extragdo por MSPD foram:

a) adsorventes: C18; alumina neutra; casca de
arroz:alumina (1:1);

b) propor¢io de amostra e adsorvente (p/p): 1:1; 1:3;
3:1;

) tempo de interacdo entre adsorvente e amostra: 1,
2,3 h;

d) eluentes: metanol; acetonitrila; cloroférmio;
cloroférmio:metanol (27:3) e (25:5)4';

e) volumes do eluente: 25, 30, 35 mL.

Os eluatos foram coletados em frascos ambar
e o solvente evaporado sob nitrogénio. Para aplica¢ao
em placas cromatograficas, os residuos secos foram
ressuspensos em 500 puL de benzeno e homogeneizados
em banho de ultrassom. Foram usadas cromatoplacas
de nanosilica (ADAMANT, marca Macherey-Nagel,
Alemanha, particulas médias 2-10 pm distribuidas em
camada de 0,1 mm de espessura), em que foram aplicadas
solugdes padrdo AFLA G,, de forma que em cada ponto
correspondessem a 3, 5, 8, 10 ng da micotoxina. Os
extratos ressuspensos em 500 puL de benzeno também
foram aplicados.

O eluente da separagdo cromatografica foi uma
mistura de tolueno:acetato de etila:acido férmico (3:2:1)*
que percorreu 10 cm no caminho cromatografico. Em
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seguida, as cromatoplacas foram secas a temperatura
ambiente (aproximadamente 25 °C). A fluorescéncia dos
padrdes e amostras foi visualizada em cdmara escura sob
luz ultravioleta (326 nm). A estimativa dos valores de Rf
(distdncia percorrida pelo eluato/distancia percorrida
pelo soluto) e da intensidade de fluorescéncia comparada
das amostras e padroes foi avaliada por trés analistas
treinados.

A eficiéncia das condi¢Oes de extragdo aplicadas
a determinacio simultinea das AFLAs B, B, G eG,
foi indicada pela recuperagdo obtida a partir de uma
amostra de cebola fortificada nos niveis 24, 20, 16 e 20
ng.kg', respectivamente, de cada micotoxina.

Apds o estabelecimento das melhores condigoes
de extragdo pelo método de MSPD, as AFLAs foram
determinadas em CCDAE e em cromatdgrafo liquido,
marca Shimadzu, composto por bomba LC-AT,
desgaseificador DGU, controlador CBM-20A, detector
SPD-20A, injetor manual 7725i com alga de 20 pL,
detector FL-10AXL e software LC Solution-Shimadzu
(CLAE-FL). Acoplado estava uma coluna Ascentis
Supelco C18 (15 cm x 4,6 mm e 3 pm). Para eluicao foi
empregada acetonitrila e metanol, grau cromatografico,
da marca J.T. Baker (Mallinckrodt, Phillisburg, NJ,
EUA), e a 4gua ultrapura, adquirida do sistema Direct-Q
UV3°® (resistividade 18,2 MQ cm, Millipore, EUA),
foi acidificada com dacido acético (99:1). Os solventes,
agua ultrapura, metanol e acetonitrila foram eluidos na
proporgao de 60:28:12 (v/v/v) com vazao de 9 mL.min'*.

Indicativos de Eficiéncia do Método

O método adaptado foi avaliado quanto aos
limites de detec¢do (LD), limites de quantificagdo (LQ),
expressos em ug.kg', exatiddo através dos ensaios de
recuperagdo e precisio pelos coeficientes de variagdo
estimados a partir do resultado de seis determinagdes
para cada sistema cromatografico®, ou seja, CCDAE e
CLAE-FL nas condi¢des previamente estabelecidas.

O efeito matriz foi avaliado para a técnica de
CLAE-FL, comparando o sinal gerado pela inje¢do da
solu¢do padrio diluida no extrato da matriz e a drea do
sinal gerado pela inje¢do do padrao no eluente’.

Aplicabilidade do Método

O método validado foi empregado para
determinar a ocorréncia das AFLAs em 14 amostras de
cebola, separadas pela variedade e classe (regulamento
técnico), coletadas no comércio ou local de produgio,

conforme descrito. As cebolas foram descascadas,
cortadas e homogeneizadas em moinho de facas. As
amostras analiticas foram pesadas em balanga analitica
(marca Gilbertini), 3,0 g de amostra e 3,0 g de adsorvente
(casca de arroz:terra diatomdcea; 1:1), seguindo-se de
homogeneiza¢ido em graal com auxilio de pistilo durante
5 min. A mistura foi transferida para uma coluna de vidro
(1 cm de diametro interno e 12 cm de comprimento) e
compactada de forma a preencher um volume de 10 mL
(calibracio da coluna), usando um émbolo de vidro. As
micotoxinas foram eluidas por gravidade a temperatura
de 25 °C com 35 mL da mistura de cloroférmio:metanol
(25:5). O eluato foi evaporado sob nitrogénio e o residuo
redissolvido com 500 pL de benzeno para determinagéo
em CCDAE e 1 mL de acetonitrila para determinagao em
CLAE-FL, nas condic¢des descritas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A composi¢ao percentual média e os coeficientes
de variacdo de cada fragdo centesimal da casca de arroz
empregada neste trabalho foram: umidade 12,1 (0,9);
nitrogénio total 0,1 (0,01); extrato etéreo 1,0 (0,07);
cinzas totais 19,3 (1,3); e cinzas insoluveis em HCl 9,4
(0,7).

O percentual de cinzas insoltiveis em dcido indica
a presenca de oxidos de silicio'"", o que sugere que a
casca é promissora para ser empregada como adsorvente
na extracio das aflatoxinas?*?"*. Os carboidratos
(hemicelulose, celulose) e a lignina, estimados por
diferenga em 76%, correspondem aproximadamente aos
valores mencionados por Graminha et al.'%.

Estas caracteristicas da cascadearroz, aliadasasua
abundancia no Rio Grande do Sul, nortearam o interesse
em aplica-la para fins analiticos como adsorvente em
métodos de extragdo tipo MSPD, beneficiando o meio
ambiente, barateando o custo e a eficiéncia analitica
para determinagdo de tracos em amostras com elevado
teor de umidade. No caso especifico da determinagéo
de micotoxinas, a extragdo por particdo convencional
gera um volume elevado de residuos de solvente para
descarte, além da necessidade de evaporagdo destes nas
etapas de concentracdo, justificando a importancia de um
procedimento de extra¢ao que evite esses volumes'” %,

Testes Preliminares

Nesta etapa de avaliagao do potencial de emprego
da casca de arroz tratada como adsorvente foi escolhida a
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AFLA G, como modelo para estudo, determinando a sua
recuperagio, a cada tratamento, através de CCDAE. Essa
técnica cromatografica tem mostrado bons resultados na
rotina de laboratdrio?, além de ser sensivel, econdmica,
permitir determina¢ao simultinea de vdrias amostras
e gerar menores volumes de residuos de solventes para
descarte, uma das énfases neste trabalho®*. A AFLA G,éa
micotoxina que apresenta os maiores limites de detec¢do
no grupo e também a menos toxica para manuseio pelos
analistas®.

Para evitar a compactagao do adsorvente durante
a eluicdo, a casca de arroz foi homogeneizada com terra
diatomacea na proporgio 1:1 (p/p)”. Os valores da
recuperagdo da AFLA G, sob o efeito dos adsorventes e
eluentes e suas propor¢des nos testes preliminares estdo
na Tabela 1.

Tabela 1. Recuperagio de AFLA G, nos testes preliminares de extra-
cao

Adsorvente (2 g) Solvente (25 mL) AFG, (%)
*CAT/celite (1/1) Metanol 60
*CAT/celite (1/1) Cloroférmio 70
*CAT/celite (1/1) Acetonitrila 50
Alumina neutra Metanol 30
Alumina neutra Cloroférmio 40
Alumina neutra Acetonitrila -

C18 Metanol 50
C18 Cloroférmio 40
*CAT: casca de arroz tratada.
Os  eluentes metanol e cloroférmio,
separadamente, mostraram boa capacidade para

desorver a AFLA G, da casca de arroz, atingindo niveis
de recuperagao entre 60 e 70%, respectivamente. Nos
demais adsorventes testados, as recuperagdes obtidas
para a micotoxina, empregando os mesmos solventes, foi
inferior a 50%, o que motivou também o emprego desse
adsorvente.

Na sequéncia, foi testada a eficiéncia da mistura
casca de arroz:terra diatomdcea para determinagdo
simultdnea das quatro AFLAs, tendo como eluente
a mistura cloroférmio e metanol nas proporgdes
recomendadas por Soares e Rodriguez-Amaya®, que
obtiveram recuperagdes superiores a 80% durante a
determinagao dessas micotoxinas de matrizes complexas.

Os valores de recuperagio média das quatro
micotoxinas foram 67% (CV:5) para a AFLAB; 80%
(CV:7) para a AFLAB, e Gl; 76% (CV:10) para a
AFLAG,, com variabilidade média de 7%. A mistura
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de cloroférmio:metanol (5:25) elevou a recuperagdo da
AFLA B, para a faixa de 75% e das demais para 85%. O
tempo de interagdo amostra-adsorvente nido afetou os
niveis das micotoxinas extraidas por dispersdo da matriz
em fase sdlida antes da elui¢do, conforme ja relatado por
outros autores'.

Os cromatogramas obtidos em CCDAE eram
limpos, sem a presenga de manchas que dificultassem
a visualizacdo das micotoxinas nos seus respectivos
Rf, onde os pontos nao apresentavam sinais de efeito
Langmuir ou anti-Langmuir. Fatos que demonstram
que a extra¢do pelo método de MSPD, tendo casca
de arroz:terra diatomdcea (1:1) como adsorvente
e cloroférmio:metanol (5:25) como eluente, pode
ser adotado para determinagdo dos contaminantes
por CCDAE e também em CLAE-FL. Os efeitos das
condicoes testadas foram avaliados em termos de
percentuais de recuperagdo comparados entre as
condicdes testadas. O aumento do volume de eluente de
25 para 30 mL promoveu um aumento médio de 10% na
recuperagao das AFLAs, porém o aumento de 30 para
35 mL promoveu aumento de apenas 1,2%. Foi adotado
o volume de 35 mL para eluigdo das micotoxinas do
adsorvente para garantir a elui¢do completa dos analitos.

Indicativos de Mérito do Método Adaptado para
Extra¢ao de AFLAs em MSPD

Estabelecidas as condi¢cbes de extracio em
MSPD e as cromatograficas para separagao e detec¢ao
das micotoxinas, o método desenvolvido foi validado
através dos indicativos de eficiéncia recomendados
por Ribani et al.*® e pela RE n° 889 da ANVISA¥
para a identificacdo e quantificagdio das AFLAS nos
extratos por CCDAE e CLAE-FL. Cabe salientar
que as condigdes cromatograficas para separagdo
das micotoxinas foram previamente estabelecidas
empregando misturas de padrdes para serem separadas
em CCDAE-UV e CLAE-FL. Na Tabela 2, estio os
dados referentes a eficiéncia do método proposto
empregando determinagao das AFLAs pelas diferentes
técnicas cromatograficas.

Os indicativos de eficiéncia encontrados para
CCDAE mostram que o método de extragdo por MSPD
com adsorvente casca de arroz propicia condigdes para
determinacio simultinea de AFLAs de forma confidvel
e dentro de limites aceitdveis, mesmo empregando
cromatografia planar. Os limites detectados das
micotoxinas neste método possibilitam monitora-las
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Tabela 2. Indicativos de eficiéncia do método padronizado

. ) X AFLA B AFLA B AFLA G AFLA G
Micotoxina/propriedades L 2 L 2
HPTLC HPLC HPTLC HPLC HPTLC HPLC HPTLC HPLC

Rfe T. reten¢ao (min) 0,3 17,1 0,25 13,40 0,22 11,25 0,18 8,9
L. Detecgao (ug.kg") 1,0 0,08 3,30 0,1 1 0,08 3 0,05
L. Quantificagdo (pg.kg™) 3,0 0,26 9 0,3 3 0,3 9 0,2
Recuperagao média (%) 78,0 78,0 88,3 93,0 88,5 88,0 88,7 81,0
CV (%) 11,8 13,5 12,3 12,0 12,5 14,0 11,0 12,5

T: tempo; CV: coeficiente de variagao; L: limite.

dentro dos niveis da legislacdo vigente, mesmo nao sendo
esta especifica para cebolas®.

A cromatografia CLAE-FL é a técnica atualmente
mais empregada para quantificar micotoxinas
simultaneamente, e em especial no caso das AFLAs,
pelas suas propriedades caracteristicas em separa¢do
cromatografica com emprego de colunas de fase reversa,
que propiciam os melhores coeficientes de separagdo
para essas micotoxinas®®*.

A eficiéncia dos procedimentos completos
confirmaram a eficiéncia da extracio de AFLAs de
amostras de cebolas empregando o método de MSPD
proposto, pois indicam que os extratos estavam
adequados para separagdo e quantificagdo em qualquer
sistema cromatografico com detector de fluorescéncia
(Figura 1)1417.283031

mv

acetonitrila como eluente de extratos de produtos
agricolas contaminados com AFLAs, com alto teor de
pigmentos, como a pimenta em po, feijao verde e gergelim,
que resultaram em recuperagdes variando entre 88 e 95%,
desvio padréo inferior a 6%, limites de detec¢ao 0,25 e 0,1
ug.kg', respectivamente, para as AFLAs B, e G, e B, e
G216. As AFLAs em cereais, frutas secas, ervas, especiarias,
legumes, amendoim e nozes extraidas por MSPD, tendo
C18 como adsorvente, resultaram em recuperagoes entre
78 e 86%, coeficiente de variacdo entre 4% e 7% e limites
de quantificagao variando entre 0,125 a 2,5 pg.kg* '**.
Apesar desses resultados promissores verificados com
diferentes adsorventes, o método de MSPD nio vem
sendo aplicado para amostras com elevado teor de
umidade, como a cebola.

Tabela 3. Efeito de Matriz nas determinagdes de aflatoxinas extraidas
em MSPD

= T : | . . Conc. Média Areana Areano Efeito de matriz
o] Micotoxinas i
] 1 ] pg.mL?’ Matriz _ Solvente (%)
I W AFLA B, 0,024 276.851 308.769 90
" o= o AFLA B, 0,014 39.777  43.589 93
1 ' i — AFLA G, 0024 224346 221.140 101
i ooy ‘ ® 2|  AFLAG, 0,04 51477 64.053 80
R I\ o
] 5\ \A~J \\ ; Também nio foram encontrados relatos sobre
7_’\/‘"‘ % s o emprego de cascadearroz como adsorvente parao método
£l - | de MSPD aplicado para determinagdo de micotoxinas,

5 10 15 20 25 30
min

Figura 1. Cromatograma de amostra de cebola contaminada e padrao
de micotoxinas

O efeito de matriz para o método MSPD, com
casca de arroz, estimado para as concentragdes médias
dos padrées de AFLAs foi maior paraa AFLA G, (Tabela
3), pois as areas detectadas no solvente e no extrato da
matriz apresentaram a maior diferenqa entre si, porém,
ainda assim, confiavel para a determinagdo desta’.

Alguns autores empregaram esse método de
extracio tendo alumina neutra como adsorvente,

porém, os indicativos de mérito do método adaptado
neste trabalho foram semelhantes aos encontrados com
os adsorventes convencionais empregados para outras
matrizes e teores de umidade inferiores aos das cebolas.

Aplicabilidade do Método

O método validado foi adotado para determinar
a ocorréncia de AFLAs em amostras de cebola nacional
e importada, classificadas conforme a portaria 529 do
MAPA?.

Embora danos ocasionados por contaminagio
fungica sejam frequentes em cebolas”, ndo foram
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encontrados dados sobre a ocorréncia das micotoxinas
em cebolas no Brasil. Condicbes de umidade
relativa superior a 80% favorecem a brotagio e o
desenvolvimento de podriddo ocasionada por fungos
do género Aspergillus®. A irrigagdo e armazenamento
inadequados também sdo fatores desencadeadores de
brotamento e podridao fingica*®, portanto, o risco de
ocorréncia de AFLAs é provavel em regides umidas ou
com temperaturas médias superiores a 25 °C, visto que
outras espécies fingicas podem hospedar-se no material.
Este é o caso das condi¢des de cultivo e armazenamento
das amostras deste trabalho, em que a ocorréncia de
espécies toxigénicas do género Aspergillus é provavel®.

Ficou demonstrado que o método desenvolvido
permite quantificar AFLAs em cebolas de diferentes
tipos e classes, ou seja, é robusto para todas as variedades
de cebolas avaliadas. A contaminagéo foi verificada com
pelo menos uma das micotoxinas em 43% das amostras,
0 que pode ser considerado um valor elevado e sugere
a necessidade de estabelecimento de um plano de
amostragem para identificar os pontos criticos de risco
desse vegetal a contamina¢ido micotoxicologica.

A amostra analitica composta por cebolas da
variedade crioula com defeito da mancha negra estavam
contaminadas com as AFLAB, (90 ugkg'), G, (82
ug.kg') e G, (17 ug.kg") simultaneamente. Nas amostras
de cebolas da variedade roxa, das classes de calibre 2 e
3, foram também detectada a presenca de AFLAG, (15
8,5 ug.kg"), ao passo que na variedade branca nacional,
calibre 2, foi detectada contaminacdo simultinea com
AFLAG, e G, (84 e 16 pg.kg’, respectivamente). Quanto
as amostras importadas, uma da variedade branca, calibre
4, apresentou contaminagdo com AFLA G, (30,5 pg.kg™).
A excecio das primeiras, todas apresentavam aparéncia
aceitavel e sem defeitos aparentes.

Estes resultados chamam a atengéo, pois amostras
com caracteristicas tdo distintas estavam contaminadas.
No entanto, nao foi detectada, dentro dos limites do
método, a AFLAB, em nenhuma das amostras, nem
mesmo naquelas que apresentavam podriddo fungica
caracteristica (mancha negra). Esse defeito ¢ atribuido
principalmente & presenca de Aspergillus niger, que nao
é considerado produtor de aflatoxinas*, embora possam
ocorrer simultaneamente outras espécies do género que
podem ser toxigénicas.

A AFLAG, foi detectada em cinco amostras em
coocorréncia, em lotes em que ndo foram observados
defeitos fingicos aparentes. O maior nivel encontrado foi
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para a aflatoxina G, (84pg.kg"). Se observada a legislagao
brasileira (RE n° 7/2011)* quanto aos limites das AFLAs
em outros alimentos, as amostras de cebola contaminadas
teriam que ser descartadas por estarem improprias para
comercializacdo e uso. Mesmo ndo sendo observados
os defeitos previstos como inaceitaveis pela portaria do
MAPA?, em vigéncia para definir a qualidade de cebolas.

A contaminagéo de cebolas, na frequéncia e niveis
detectados, adquire importancia quando se considera
que, mesmo ndo sendo um alimento de base nutricional,
o consumo estimado per capita ¢ de 7,2 kg.ano™, sempre
associado a outros materiais de risco como arroz e
trigo®, o que pode representar um problema para a saude
humana. A a¢do farmacoldgica atribuida as cebolas
¢ outro fator que pode motivar seu consumo acima
da estimativa por alguns segmentos da populagdo, na
busca de solugdes para problemas patologicos cronicos,
justamente para quem a contaminag¢do pode representar
um impacto ainda maior.

CONCLUSAO

O método de MSPD tendo casca de arroz como
adsorvente foi eficiente para extrair simulteamente
as aflatoxinas de cebolas, resultando em extratos
aplicaveis a CCDAE e CLAE-FL. Os indicativos de
eficiéncia do método atendem as recomendacoes de
o6rgaos reguladores, sendo as recuperagdes superiores a
70%, coeficientes de variagdo inferiores a 15% e limites
de quantificagdo que permitem observar diferentes
legislagoes vigentes atualmente para estas micotoxinas.

A ocorréncia de aflatoxinas em cebolas com
diferentes caracteristicas de tamanho, procedéncia
e qualidade mostrou que elas também precisam ser
monitoradas, pois, os niveis detectados foram superiores
aos aceitaveis para comercializagdio e consumo com
seguranga.
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