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RESUMO

OCRATOXINA ~A E CITRINIANA EM ARROZ: I{M ESTUDO DE METODOLOGIA PARA
DETERMINACAO SIMULTANEA DE OCORRENCIA
Helen Hackbart; Eliana Badiale-Furlong

A ocratoxina A e a citrinina sdo micotoxinas encontrados naturalmente em alimentos e
racOes animais. A avaliacdo do risco do consumo de alimentos contaminados por esses
compostos deve ser estimada a partir de dados confidveis que reflitam a verdadeira
concentracdo destas toxinas em diferentes alimentos ou insumos, especialmente se ingeridos
com freqiiéncia. Isto gera a necessidade de métodos analiticos precisos que sejam rapidos sem
desconsiderar as etapas classicas de avaliacdo de tracos, amostragem representativa, extragao,
limpeza, concentracdo, separacdo de formas quimicas, deteccdo, confirmacao de identidade e
quantificacdo. Para as micotoxinas em geral as técnicas cromatograficas sdao as mais aplicadas
e relatadas em vista da diversidade estrutural destes compostos. Neste trabalho foi realizada
uma otimizacdo de extragdo utilizando o método QUEChERS modificado em comparacio
com os métodos Soares e Rodrigues Amaya (1989), Tanaka (2001) e Ultrassom (Palma et. al.,
2007) empregando diferentes técnicas cromatograficas com detectores distintos para andlise
destas micotoxinas simultaneamente. Foram analisadas 38 amostras de arroz cultivadas e
armazenadas em campos experimentais de Cachoeirinha na regido Sul do Brasil. O uso dos
sistemas CCD, HPLC-DAD e LC-MS proporcionou especificidade, precisdo e sensibilidade,
de modo que os limites de detec¢do e quantificacdo, obtivessem valores inferiores ao limite
mdximo estabelecido por 6rgdos reguladores internacionais (5 ug Kg' para ocratoxina A). Os
limites de detec¢do encontrados para citrinina e ocratoxina A em camada delgada foram 4,7 e
6 vezes maior que para cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo
de diodos, 14 e 300 vezes maior que cromatografia liquida acoplada a detector de massas. Os
limites de quantificacdo das duas micotoxinas ficaram dentro do exigido pela legislagao
européia para OTA de 5 pg Kg' para HPLC-DAD e LC-MS. Na cromatografia de camada
delgada esse valor ficou 4 vezes acima do estabelecido para ocratoxina A. A ocorréncia de
ocratoxina A e citrinina foi verificada em 16 % das amostras estando os teores variando entre
3 e 560 pg Kg', sugerindo possivel exposicdo cronica a estas micotoxinas caso as amostras
sejam consumidas.

Palavras chaves: Ocratoxina A, citrinina, arroz.
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ABSTRAT

OCHRATOXIN A AND CITRININ IN RICE: STUDY OF METHODOLOGY FOR
SIMULTANEOUS DETERMINATION OF OCCURRENCE
Helen Hackbart; Eliana Badiale-Furlong

Ochratoxin A and citrinin are mycotoxins found naturally in foods and feeds. The evaluation
of the risk of the consumption of contemned foods for those compositions should be dear
starting from reliable data that reflect the true concentration of these toxins in different foods
or inputs, especially if ingested frequently. This generates the need of necessary analytical
methods that they are fast without disrespecting the classic stages of evaluation of lines,
representative sampling, extraction, cleaning, concentration, separation in chemical ways,
detection, identity confirmation and quantification. For the mycotoxins the techniques
chromatography are in general the most applied and told in view of the structural diversity of
these composed. In this work an extraction optimization was accomplished using the method
QuEChERS modified in comparison with the methods Soares and Rodrigues Amaya (1989),
Tanaka (2001) and Ultrasound (Palma et. al.,, 2007) wusing different techniques
chromatography with different detectors for analysis of these mycotoxins simultaneously. The
38 samples of rice were analyzed cultivated and stored in experimental fields of Cachoeirinha
in the South of Brazil. The use of the systems TLC, HPLC-PDA and LC-MS, provided
specificity, precision and sensibility, so that the detection limits and quantification, they
obtained inferior values to the established maximum limit for organs international regulators
(5 ppb for ochratoxin A). The detection limits found for citrinin and ochratoxin A in thin layer
were 4,7 and 6 times larger than for liquid chromatography of high efficiency coupled to
detector of arrangement of diodes, 14 and 300 times larger than liquid chromatography
coupled to detector of mass. The limits of quantification of the two micotoxinas were inside
of the demanded by the European Legislation for OTA of 5 ug Kg' for HPLC-DAD and LC-
MS. In the thin layer chromatography that value was 4 times above the established for
ocratoxina A. The occurrence of ocratoxina A and citrinin was verified in 16% of the samples
being the tenors varying between 3 and 560 pg Kg'l, suggesting possible chronic exhibition
the these mycotoxins in case the samples are consumed.

Keywords: Ochratoxin A, citrinin, rice.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Embrapa (2008) o consumo de arroz na dieta brasileira em 2007 foi
de 40 Kg por habitante/ano. O arroz € consumido por todas as classes sociais, sob diferentes
formas de preparo, sua principal fun¢do no carddpio é fornecer energia, embora possua
nutrientes que atuam na formacdo de estrutura e regulacdo metabdlica visto que provem de
uma porcdo do vegetal destinada a suprir as necessidades do desenvolvimento de um novo
individuo.

Um dos principais fatores que influenciam na qualidade do arroz € a incidéncia de
microrganismos nas fases de pré e pds-colheita do grdo. O arroz pode ser exposto a uma
diversidade de microrganismos, tais como leveduras, fungos e bactérias, e dentre estes os
fungos filamentosos sdo os que podem causar maior dano comprometendo a qualidade do
produto final, pois, fungos associados aos cereais, denominados toxigénicos, podem produzir
metabodlitos secundarios téxicos denominadas micotoxinas. Estas sdo altamente nocivas a
saide do homem, por causar danos que variam desde distirbios gastrointestinais,
neurolégicos, imunoldgicos e até cancer.

A dificuldade em evitar ou minimizar estes contaminantes decorre do fato que
ocorréncia de fungos e a produ¢do das micotoxinas sdo aleatdrias, ou seja, ndo sao facilmente
previsiveis. As varidveis bidticas e abidticas influenciam a manifestacdo do potencial
toxigenico dos fungos, que geram compostos em quantidades tracos e se em co-ocorréncia de
geéneros e espécies mais de um tipo de estrutura quimica com a finalidade proteger a espécie.
Este tipo de ocorréncia denomina-se também contaminacdo cruzada, pois, desencadeia a
producdo de metabdlitos fingicos com graus de toxicidade diferentes na mesma matriz. Para
minimizar estes riscos sao necessdrias estratégias tais como evitar a contaminagdo flingica,
prevenir condi¢des de estresse do microorganismo, usar processos de descontaminacio, evitar
o consumo de matrizes com niveis elevados de micotoxinas através de legislacdo restritiva e
dispor de metodologias adequadas a fiscalizacao.

O refinamento das técnicas analiticas, tais como cromatografia de camada delgada
(CCD ou TLC), cromatografia de camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE ou HPTLC) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC) que acopladas a detectores como,
fluorescéncia (FDL), arranjo de diodos (DAD ou PDA) ou espectrometro de massas (EM ou

MS) permitem detectar a presenca desses metabdlitos tornando possivel a deteccdo destes
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compostos em niveis tracos ppb e ppt. No entanto, estas técnicas ainda sdo dispendiosas,
requerem analistas treinados e geram residuos quimicos em grande quantidade o que poderia
justificar por que no Brasil ainda ndo estdo disponiveis informes sobre a ocorréncia destas
micotoxinas em alimentos como, € o caso do arroz, tdo amplamente consumido e produzido
em diversas regioes do pais. Também sdo poucos os estudos de correlacdo entre as condi¢des
de manejo da cultura, processo e armazenamento € os niveis de micotoxinas presentes no
ambiente ou nos alimentos, tal situacdo dificulta a avaliagdo de riscos de danos a saide e a
adog¢do de processos que minimizem os impactos da contaminacgdo. A falta de procedimentos
analiticos acessiveis e confidveis € outro fator que pode estar associado ao pouco
conhecimento de ocorréncia de algumas micotoxinas em alimentos destinados ao consumo
humano e ou animal.

Algumas micotoxinas pelas suas propriedades fisico-quimicas sao pouco estudadas
embora as condi¢des para a sua producgdo se registrem no local de colheita, armazenamento e
processamento. Dentre elas se destacam a ocratoxina A e a citrinina, ambas sdo produzidas
por fungos que podem infestar o grao especialmente durante o armazenamento em ambientes
com atividade de dgua superiores a 70 % e temperaturas inferiores a 25 °C.

Cabe salientar que a ocorréncia dessas micotoxinas vem sendo registradas em
diferentes regides sob condi¢des climdticas semelhantes as do Rio Grande do Sul (PFOHL-
LESZKOWICZ et al., 2005, CASTEGNARO et al., 2006; TANAKA et al., 2007,
ZINEDINE et al., 2007; JUAN et al., 2008; DORS et. al., 2009). Em vista da possibilidade de
ocorréncia e das poucas informacdes sobre a situacdo micotoxicolégica do arroz e seus
derivados, especialmente no caso da ocratoxina A e citrinina, este trabalho teve como objetivo
geral estudar a ocorréncia das micotoxinas ocratoxina A e citrinina, em arroz e derivados,
empregando metodologia confidvel com minima geracdo de residuo. Para tal os objetivos
especificos foram:

- Padronizar metodologia para determinagdo simultanea de ocratoxina A e citrinina.

- Avaliar a ocorréncias dessas micotoxinas em arroz produzido em campos
experimentais de Cachoeirinha, Rio Grande do Sul e em arroz armazenados em silos.

- Estabelecer condicdes analiticas que minimize o uso de solventes e geracdo de

residuos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O arroz e sua importancia para o agronegécio mundial

Conforme mencionado na publicacdo Arroz Brasileiro (2007) registros mais antigos
sobre o arroz foram encontrados na literatura chinesa, ha cerca de 5.000 anos. Porém antes de
qualquer evidéncia histdrica, o arroz foi, provavelmente, o principal alimento e a primeira
planta cultivada na Asia. Diversos historiadores e cientistas apontam o sudeste da Asia como
seu local de origem. Na India, uma das regides de maior diversidade de tipos de arroz, as
provincias de Bengala, Assam e Mianmar t€ém também sido referidas como centros de origem.

A prova da antiguidade do uso de arroz na India é a sua citacdo em todas as escrituras
hindus e nas variedades especiais citadas como oferendas em cerimoOnias religiosas. Além
disso, as diferencas entre as formas de arroz cultivadas na India e sua classificagido em grupos,
de acordo com o valor nutritivo, o comportamento € a exigéncia das plantas, foram
mencionadas cerca de 1.000 anos a.C.

Da India a cultura, provavelmente, estendeu-se a China e a Pérsia, difundindo-se, mais
tarde, para o sul e o leste, passando pelo Arquipélago Malaio, e alcancando a Indonésia
(ARROZ BRASILEIRO, 2007).

A cultura do arroz € igualmente muito antiga nas Filipinas e, no Japao, foi introduzida
pelos chineses cerca de 100 anos a.C. Esta cultura ndo era conhecida nos paises mediterraneos
até a sua introducao pelos drabes no Delta do Nilo. Os sarracenos levaram-no a Espanha e os
espanhdis, por sua vez, a Itdlia. Os turcos introduziram o arroz no sudeste da Europa, onde
comegou a ser cultivado nos séculos VII e VIII, com entrada dos drabes na Peninsula Ibérica.
Os portugueses foram, provavelmente, os que introduziram esse cereal na Africa Ocidental, e
os espanhdis, os responsaveis pela sua disseminag¢do nas Américas (EMBRAPA, 2007).

Alguns autores apontam o Brasil como o primeiro pais a cultivar esse cereal no
continente americano. O arroz era o “milho d’dgua” (abatiuaupé) que os tupis, muito antes de
terem contato com os portugueses, ja colhiam nos alagados préximos ao litoral (EMBRAPA,

2008).
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Em 1587, lavouras arrozeiras j4 ocupavam terras na Bahia e, por volta de 1745, no
Maranhdo. Em 1766, a Coroa Portuguesa autorizou a instalacdo da primeira descascadora de
arroz no Brasil, na cidade do Rio de Janeiro. A prética da orizicultura no Brasil, de forma
organizada e racional, aconteceu em meados do século XVIII e, daquela época até a metade
do século XIX, o pais foi um grande exportador de arroz (EMBRAPA, 2008).

Atualmente, o arroz encontra-se disseminado sendo cultivado em todos os continentes,
em cerca de 120 paises, e seu consumo pela populacdo mundial € um habito inquestionavel,
como ingrediente principal de varios pratos tipicos de diferentes culturas (EMBRAPA, 2008).
Na maioria dos paises produtores, quase toda a produgdo é destinada ao consumo interno
destes paises (KENNEDY et. al., 2003).

O arroz, uma graminea do género Oryza, Figura 1, que € constituido por 21 espécies,
das quais apenas 7 sdo as mais produzidas no mundo, Oryza barthii, Oryza glaberrima, Oryza
latifolia, Oryza longistaminata, Oryza punctata, Oryza rufipogon e Oryza sativa
(EMBRAPA, 2007).

O arroz € uma graminea adaptada ao meio ambiente aqudtico. Esta adaptacdo é
possivel devido a presenca de um tecido no colmo da planta, chamado parénquima. Ele
possibilita a passagem do oxigénio do ar para a camada da rizosfera (sistema radicular).
Devido a essas caracteristicas € possivel o plantio no ecossistema de varzeas (irrigado),
também conhecido como taipas de nivel (COUNCE et al., 2000). Esta graminea cresce nas

mais variadas condicdes: de 50° de latitude norte a 40° de latitude sul, e em altitudes

inferiores ao nivel do mar ou superiores a 3.000 metros (EMBRAPA 2007).

10
Figura 1. Estruturas morfoldgicas externas da graminea Oryza sativa L.
Fonte: Embrapa, 2007.
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A espécie Oryza sativa L. é a de maior importancia comercial no Brasil. Esta espécie é
dividida em trés principais subespécies: indica, japonica e javanica, sendo as duas primeiras
mais consumidas. A subespécie “indica” é a mais comumente encontrada em regides tropicais
e subtropicais e representa cerca de 80% da produ¢dao mundial (KENNEDY et al., 2003).

A producdo mundial de arroz em casca em 2007 foi de 638 milhdes de toneladas,
sendo que os maiores produtores foram os paises da Asia, seguidos do Brasil com 11,3

milhdes. A Tabela 1 mostra os principais produtores mundiais de arroz.

Tabela 1 — Producio (em milhdes de toneladas) de arroz no mundo, nos 8 principais paises, €
no Brasil entre 2006 e 2007.

Paises 2006 2007
China 184,0 189,7
India 136,6 138,0
Indonésia 54,3 53,1
Vietnd 35,7 35,8
Taildndia 29,1 29,9
Brasil 11,6 11,3
Estados Unidos 9.3 8,2
Paquistdo 8,2 8.5
Produgdo mundial 636,7 638.,0

Fontes: FAO, 2007.

A China é o maior produtor individual de arroz e foi a responsdvel por 30 % da
producio mundial em 2007, seguida pela India (21 %) e Indonésia (8 %). Em nivel mundial, o
Brasil € responsavel por apenas 2 % da producao de arroz. As informacdes contidas na Tabela
2 posicionam a regido Sul do Brasil como a de maior produtora de arroz sendo o estado do
Rio Grande do Sul responsével por 57 % da produgdo nacional

No ano de 2007 a drea plantada foi apenas ligeiramente maior que em 2006,
respectivamente, 3.030.000 e 2.988.000 hectares. No entanto, a producdo em toneladas caiu
em 2007 (de 11.578.000 para 11.326.000 ton) bem como a produtividade de 3.875 para 3.755
Kg.hal'1 (CONAB, 2009). Esta redu¢do na produgdo foi considerada a maior desde 2001.
Fatores como estiagem e o fendmeno El Nifio, provenientes do aquecimento global, além da
baixa cotag¢do do produto no mercado interno levaram a essa baixa na producao (IBGE, 2007).

Segundo a Conab, este perfil também pode ser atribuido a substituicao de culturas de

arroz por soja nos Estados do Centro-Oeste e em Tocantins, a ocupagdo das chamadas “dreas
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velhas” no estado do Mato Grosso e os precos desestimulantes do produto no estado do Rio

Grande do Sul, onde o sistema de cultivo irrigado implica em maiores custos de producao.

Tabela 2 — Produ¢ao (em mil toneladas) de arroz na regido Sul do Brasil, entre 2006 e 2007.

Regido 2006 2007
Norte 1.014,6 1.116,0
Nordeste 1.115,1 1.047,3
Centro-QOeste 1.139,0 1.180,4
Sudeste 300,8 274.5
Sul® 8.152,2 7.697,7
Parana — PR 180,7 179,3
Santa Catarina — SC 1.099,1 1.099,1
Rio Grande do Sul — RS 6.872,4 6.419,3
Brasil 11,6 11,3

Fonte: Conab
(VRegido Sul e seus Estados.

A safra de graos 2008/2009, no Estado do Rio Grande do Sul manteve um aumento da
area plantada de 2,0% em relacdo a safra anterior. A razdo que levou a este acréscimo de drea
foi, principalmente, as cotagdes do produto no mercado. Apesar da falta de chuvas neste
ultimo ano, a situacdo da cultura desenvolveu-se dentro da normalidade (CONAB, 2009). A
producdo nacional foi de 12,25 milhdes de toneladas, ficando 1,6% acima da safra passada
sendo que o estado do Rio Grande do Sul foi responsavel por 62% desta producdo. Estima-se
que o consumo de arroz no Brasil foi de 40 Kg por habitante em um ano, tomando-se por base
o grao em casca. O arroz polido, que passa por um processo padrdo de beneficiamento para a
retirada da casca e polimento, ainda é o principal produto consumido pela populagdo
(EMBRAPA, 2007).

O arroz no Brasil € cultivado em dois ecossistemas, varzeas e terras altas, como
constam na Figura 2. No ecossistema de varzeas predomina o sistema de cultivo com
irrigagdo controlada, que ocupa cerca de 1,3 milhdes de hectares na regido subtropical (RS e
SC), onde a cultura € manejada sob alto nivel tecnoldgico e apresenta rendimento médio ao

redor de 5,2 t/ha (IBGE, 2007).
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[ »RS (57.2%)

Figura 2. Participacdo dos principais Estados produtores de arroz.
Fonte: IBGE, 2007.

O estado do Rio Grande do Sul caracteriza-se pelo cultivo de grandes dreas de arroz. O
sistema de producdo convencional € altamente mecanizado, em dareas sistematizadas, a
semeadura feita em solo seco e a 4gua manejada na forma de banhos, até o inicio do
perfilhamento, quando entra definitivamente nas quadras. No entanto, a irriga¢do, na grande
maioria das lavouras, é pouco planificada, embora se tenha o dominio da dgua. O irrigante
coloca a 4gua no ponto mais alto e a conduz por gravidade, mantendo uma lamina de dgua
através de taipas construidas com diferenca de nivel de 5 a 10 cm (Arroz Irrigado, 2005).

O ecossistema de terras altas desempenhou um papel de grande relevancia na
producdo de arroz sob o sistema de cultivo de sequeiro e, devido a sua rusticidade e adaptagao
a solos 4cidos, foi uma alternativa altamente satisfatéria para as regides de cerrados. O arroz
de terras altas € raramente usado para abrir novas dreas, por outro lado, a reduc¢do do risco
climitico renovou o interesse pela cultura e possibilitou a adocdo das tecnologias
recomendadas pela pesquisa e como o cultivo minimo € uma pritica generalizada nos
cerrados, o arroz estd sendo adaptado a esse novo ambiente.

No armazenamento do arroz seco, os pontos criticos, sdo as pragas que atacam 0s
graos, danificando-os e muitas vezes dificultando a comercializacdo. Os fungos de espécies
toxigénicas podem produzir micotoxinas nocivas a0 homem e animais, constituindo um dos
fatores que influenciam a qualidade tecnoldgica.

O tratamento com fungicidas protetores de graos deve ser realizado no momento de
abastecer o armazém e pode ser feito na forma de pulverizagdo na correia transportadora ou
em outros pontos de movimentacdo de grios. E importante que haja uma perfeita mistura do

fungicida com a massa de graos. Uma vez armazenado, o arroz deve ser monitorado durante
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todo o periodo em que permanece estocado. O acompanhamento de pragas que ocorrem na
massa de graos armazenados € de fundamental importancia, pois permite detectar o inicio da
manifestacdo que poderd alterar a qualidade final do grao (Arroz Irrigado, 2007).

Quanto ao processo de beneficiamento, o arroz pode ser classificado em quatro
subgrupos: arroz integral, arroz parboilizado integral, arroz polido e arroz parboilizado polido
(ARROZ BRASILEIRO, 2007). Sendo que as duas formas polidas respondem juntas por 90%
do consumo brasileiro. O organograma do processamento do arroz e seus derivados encontra-

se na Figura 3.

Arroz em Casca I

Processo de Processo de
Parboilizagio Polimento
Casca Casca
R
Arroz parboilizado Polimento
integral
e Il
Polimento Farelo Arroz Polido Arroz
Quebrado

Farelo Arroz Arroz Farinha
parboilizado Quebrado

Farinha

Figura 3. Organograma do processamento do arroz e suas funcdes.
Fonte: Adaptado de Juliano et. al., 1996.

O grao de arroz € constituido pelo endosperma e embrido (germe), envoltos pelas
camadas de aleurona e pericarpo. Todo o grdo é recoberto por uma casca rigida, ndo
comestivel, que tem como fung¢do a protecdo do ataque de insetos e fungos. Esta casca é
retirada para a producdo de arroz integral (AMATO et al., 2002). A estrutura do grao de arroz
estd representada na Figura 4 (KENNEDY et. al., 2003).

O arroz integral e parboilizado integral resultam da retirada apenas da cascas e, apesar
de mais nutritivos, correspondem as formas menos consumidas no Brasil. As razdes que

levam ao seu menor consumo se devem principalmente a sua reduzida vida de prateleira e

sabor diferenciado (SLOAN, 2005).
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Figura 4. Estrutura do grao de arroz.
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Para a producdo do arroz polido sdo retirados além da casca, o pericarpo, camada de
aleurona e o embrido, conhecidos como farelo de arroz, restando o endosperma que
basicamente contem amido. O arroz polido € pobre em micronutrientes devido aos processos
de descascamento e polimento que removem grande parte dos lipideos, minerais e
principalmente vitaminas hidrossoliveis (AMATO et al., 2002).

A parboilizagao do arroz € um processo hidrotérmico, no qual o arroz em casca é
imerso em dgua potavel a uma temperatura superior a 58 °C, seguido de gelatinizacdo total ou
parcial do amido e secagem. Depois os graos sido descascados produzindo o arroz
parboilizado integral ou sdo descascados e polidos, resultando no arroz parboilizado polido
(BRASIL, 1988). Neste processo hd migracdo de compostos da casca e do farelo para o
interior do grdo, o que implica no maior teor de vitaminas e minerais no arroz parboilizado
polido do que nos graos polidos (PZSCZOLA, 2001).

Para todas as classes de arroz, integral, parboilizado integral, parboilizado polido ou
polido, a legislagdo prevé um minimo 80% de graos inteiros para que o produto possa ser
chamado de arroz. Se houver quantidades superiores a 20% de graos quebrados de arroz o
produto ndo pode ser comercializado como arroz e terd que ser denominado de fragmentos de
graos e/ou quirera tem significativa redug¢do no valor comercial e as principais aplicagdes sao
para alimentag¢do animal e como adjunto para fabricacado de cervejas (KADAN et al., 2001).

No Brasil, também sdo produzidas massas alimenticias a base de farinha de arroz
comercializadas para atender principalmente a comunidade oriental. Além da farinha, o

emprego de outros derivados do arroz, como o 6leo, amido, gérmen e o farelo podem
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contribuir favoravelmente na formulacdo de alimentos e sdo cada vez mais utilizados

(PZSCZOLA, 2001).

2.2 Composicao quimica e valor nutricional do arroz

“O valor nutricional de um alimento é funcdo de sua composi¢cdo quimica e da
disponibilidade de nutrientes nele contidos. No caso do arroz a primeira observacdo a ser
destacada é que se trata de um alimento obtido de uma semente, uma por¢do vegetal que
possui a funcdo biolégica de perpetuar a espécie dando origem a um novo individuo.
Consequentemente todos os “esforcos” metabdlicos no vegetal sdo no sentido de acumular
nutrientes nesta por¢do de modo a subsidiar as primeiras necessidades do novo individuo,

indiscutivelmente o que pode ser mais nutritivo” (BADIALE-FURLONG, 2005).

Tabela 3 — Composi¢do em energia e nutrientes do arroz polido e do arroz integral.

Energia e nutrientes Polido Integral
Fonte A Fonte B Fonte A Fonte B
Energia (Kcal/100g) 363 \ 364 360 | 357
Macronutrientes (g/100g)
Umidade 12,0 12,0 12,0 12,4
Proteinas 6,7 7,2 7.5 8,1
Lipidios 0,4 0,6 1,9 1,6
Carboidratos totais 80,4 79,7 77,4 76,6
Fibra bruta 0,3 0,6 0,9 0,9
Cinzas 0,5 0,5 1,2 1,3
Micronutrientes (mg/100g)
Tiamina (B)) 0,07 0,08 0,34 0,36
Riboflavina (B,) 0,03 0,03 0,05 0,06
Niacina 1,6 1,6 4,7 52
Ferro 0,8 1,3 1,6 2,0
Zinco 1,0 1,1 2,1 2,0

Fonte: (A) WATT e MERRILL (1975), exceto para zinco (WHITNEY e ROLFES, 1999).
(B) IBGE (1999), exceto para zinco (PHILIPPI, 2002).

Na Tabela 3 estd apresentada a composi¢ao em energia e nutrientes do arroz polido e

do arroz integral (grdos crus), incluindo teores de umidade, registrados em diferentes fontes
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bibliograficas. As informacdes sobre a composicdo quimica do arroz variam entre as fontes
disponiveis, mas, a variabilidade registrada raramente ultrapassa 20 %. Para ilustrar este
aspecto sdo apresentados dados da tabela de composicdo de alimentos internacional (WATT
et al., 1975) e outra nacional (IBGE, 1999). Observa-se que o arroz polido cru contém
basicamente carboidratos (80 %). O polimento do grio integral provoca perdas consideraveis
de certos nutrientes, tais como lipidios e tiamina (cerca de 80 %), fibra e niacina (até quase 70
%) e ferro e zinco (em torno de 50 %). O valor nutritivo do arroz integral é superior ao do
arroz polido, mesmo considerando que o grdo integral contém dcido fitico em suas camadas
periféricas, que reduz a biodisponibilidade de minerais como o ferro e o zinco (HUNT et al.,
2002).

A quase totalidade dos carboidratos do arroz é representada pelo amido, encontrado no
endosperma. O grao de arroz contém dois tipos de amido: amilose e amilopectina. O teor de
amilose, maior determinante da capacidade de aglutinacdo dos graos, constitui uma varidvel
de grande interesse no processamento e tecnologia em geral do arroz (KENNEDY et al.,
2003).

O conteddo protéico do arroz (grdo cru), em média de 7,5 % (base umida), pode
oscilar entre 5 % e 13 % pelas diferencas varietais (KENNEDY et al., 2003). A proteina do
arroz € constituida por diferentes fragdes protéicas: albumina, globulina, prolamina e
glutelina. A glutelina, maior fragdo presente no grao (70 % a 80 % da proteina total), contém
16,8 % de nitrogénio, sendo por isso considerado no caso do arroz o fator 5,95 para conversao
de nitrogénio em proteina. Essa fracdo apresenta teores mais elevados do aminodcido
essencial lisina em relacdo as fracdes globulina e prolamina (SGARBIERI, 1996; TAIRA,
1995).

O aminodcido que mais limita o aproveitamento biolégico das proteinas dos cereais ¢é
a lisina. O teor deste aminodcido das variedades de arroz mais comumente consumidas esta
entre 30 e 40 mg/g de proteina. Todavia, podem ser encontrados teores de lisina mais
elevados, conforme constatado por Zhai et al. (2001) em variedades de arroz selvagem.

O conteddo de lipidios do arroz polido é muito baixo (menos de 1 %). Entretanto, o
grao integral pode conter até 3% visto que cerca de 80 % dos lipidios do grao se encontram
em suas camadas periféricas (TAIRA, 1995). O farelo de arroz, por sua vez, contém
quantidades significativas de lipidios (cerca de 20%) (USP, 2004). Apesar dos baixos teores
de gordura no arroz, esta € rica em &4cidos graxos insaturados como o oléico (C18:1) e

linoléico (C18:2) (TAIRA, 1995; ZHOU et al., 2003).
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Da mesma forma que acontece para os lipidios, a maioria dos componentes das fibras
do grao de arroz € perdida no processo de polimento (Tabela 3). As tabelas de composi¢ao de
alimentos disponiveis no Brasil descrevem teores de fibra em torno de 1,3 % e 3,5 %
(PHILIPPI, 2002), de 1,7 % e 3,0 % (USP, 2004) e de 1,6 % e 4,8 % (NEPA, 2006) para arroz
polido e arroz integral, respectivamente. O arroz polido contém, sobretudo, hemicelulose e
pectina, e o integral hemicelulose, pectina e celulose (MENDEZ et al., 1995).

As vitaminas mais estudadas e citadas na literatura em relacdo ao arroz sdo: tiamina
(vitamina B;), riboflavina (vitamina B;) e niacina, provavelmente as mais importantes. Como
essas vitaminas estdo mais concentradas nas camadas periféricas do grao, incluindo o germe,
existem diferencas considerdveis em seus teores no arroz integral em relacdo ao arroz polido.
Os teores destes componentes podem variar muito em decorréncia das condi¢des de cultivo e
de preparo do arroz para consumo, contudo as diferencas varietais sdo as mais relevantes

(TAIRA, 1995).

2.3 Contaminacao micotoxicologica do arroz

As variacdes da temperatura do ar e da radiagdo solar, durante as fases criticas da
planta, sdo os principais elementos climaticos relacionados com a variabilidade dos niveis de
produtividade, além de propiciarem a incidéncia de microrganismos nas fases de pré e pds-
colheita. Dentre os grupos de organismos que compdem a microbiota dos cereais, os fungos
filamentosos sdo os que podem causar maior dano comprometendo a qualidade do produto
final, influindo diretamente na qualidade do produto, pois, alguns deles denominados
toxigénicos, podem produzir metabdlitos secunddrios denominados micotoxinas (FURLONG
et. al., 2003).

Os fungos podem ser classificados em func¢do do periodo de infec¢dao de fungos de
campo, que crescem sob condicoes que ocorrem antes da colheita e fungos de
armazenamento, que normalmente desenvolve-se na poés-colheita (FROHLICH et. al., 1991;
YOSHIZAWA et.al., 2001).

Os fatores ndo naturais como danos mecanicos durante a colheita e alteracdes nos
graos por insetos € naturais como umidade e temperatura tornam a safra mais suscetivel a

invasdo fungica e a formacdo de toxina no campo (TANIWAKI et.al., 1999; CALDAS et. al.,
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2002). Os fungos que se desenvolvem e podem produzir toxinas nos graos durante o periodo
de armazenamento sdo influenciados por fatores relacionados, principalmente, com umidade e
temperatura inadequadas, combinadas com longos periodos de permanéncia nos armazéns,
pois sdo situacdes estressantes e desencadeantes para a manifestacdo de potencial toxigenico
(DILKIN, 2002).

Estudos relacionam estes fatores, indicando estreita relacdo entre a quantidade de
micotoxinas produzidas por algumas espécies de fungos e atividade de dgua, temperatura,
tempo de estocagem, tipo de substrato, presenca de microflora competitiva, cepa microbiana e
integridade da semente (MILANEZ et. al., 2002; PARDO et. al., 2004; DORS et. al., 2009).
Cabe salientar que nem todas as subculturas de cepas produzem as mesmas quantidades de
micotoxinas (PARDO et. al., 2004).

Nos produtos estocados em depdsitos ou moinhos, a producdo de toxinas ocorre de
acordo com as condicoes de armazenagem e de distribuicio para o mercado, sempre
considerando que os fatores de estresse para o microrganismo devem ser evitados, tais como
umidade, temperatura, difusao CO, pela embalagem e outros (NUNES et. al., 2003).

Em geral as condi¢des de campo sdo mais desfavordveis em paises de climas quente e
umidos, como o Brasil, ou em épocas que apresentem estas caracteristicas. No entanto, as
condi¢des de armazenamento podem ser criticas em todos os lugares do mundo desde que ndo
sejam tomadas medidas que mininizem o estresse microbiano (NUNES et. al., 2003; DORS
et. al., 2009).

A distribuicdo geogréfica dos fungos na natureza € bem ampla (CREPPY, 2002). Os
fungos do género Penicillium, usualmente se desenvolvem em cereais tanto em baixa como
em alta temperatura o que se constitui num problema para paises como o Brasil, onde todas
estas possibilidades existem.

Centenas de micotoxinas j4 sdo conhecidas, mas, somente algumas sdo mais
estudadas, por ocorrerem em substratos naturais e causarem efeitos nocivos a saide humana e
de animais de criagdo, assim, muitos paises, estabeleceram regulamentos para estas
substancias com o objetivo de preservar a saide e os interesses econdmicos, tomados como
base para o estabelecimento de limites e regulamentos para micotoxinas.

A avaliagdo de risco de ocorréncia propicia a estimativa cientifica da probabilidade de
potencial dos efeitos a satde, para nortear o estabelecimento de regulamentos, tais como LMT
(limite méaximo tolerdvel). Os paises desenvolvidos apresentam legislacdo especifica para
diversas micotoxinas enquanto que paises em desenvolvimento ndo possuem ou apenas

algumas micotoxinas sdo consideradas de risco. O Brasil possui legislacdo apenas para as
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Aflatoxinas: Resolucio RDC n° 274, da ANVISA, de 15 de outubro de 2002, publicada no
Didrio Oficial da Unido, de 16/10/2002 — aflatoxinas B+B,+G+G, = 20 ug Kg' para
alimentos como amendoim em casca, pasta de amendoim e milho em grdo. Para os demais
produtos direcionados ao consumo humano ainda prevalece a legislacdo de 1974 do
Ministério da Saude, Resolugdo n® 34/76, publicada no Didrio Oficial da Unido, em 19 de
janeiro de 1977: aflatoxinas B, + G; = 30 ug Kg™'. Paises vizinhos ao Brasil, como o Uruguai
possuem legislacdo para aflatoxinas By, By, Gi, G, em alimentos e especiarias de 20 pug Kg'l,
zearalenona em milho e cevada de 200 ug Kg', patulina em sucos de frutas de 50 ug Kg' e
ocratoxina A de 50 ug Kg™' para alimentos como arroz, cevada, café e milho direcionados ao
consumo humano (FAQO, 2007).

A Unido Européia possui legislacdo para uma variedade maior de micotoxinas e
alimentos. No caso dos cereais e produtos processados para consumo direto ou como
ingrediente para alimentos estdo recomendados LMT de aflatoxina B1 =2 ug Kg'l; AFTotais
= 4 ug Kg''; Cereais cris: Ocratoxina A = 5 pg Kg''; Produtos derivados de cereais para
consumo direto: Ocratoxina A = 3 pg Kg™' e zearalenona 100 pg Kg'; deoxinivalenol em

racdes = 500 ug Kg'. (FAO, 2007).

2.4 Micotoxinas

Todas as micotoxinas sdo de origem flngica, porém, nem todos os componentes
téxicos produzidos por fungos sdo chamados micotoxinas. O alvo e a concentracdo dos
metabolitos sdo também importantes. Metabdlitos fingicos que sdo téxicos para bactérias sdo
chamados antibidticos e, os que sdo toxicos para plantas, chamam-se fitotoxinas (pode referir-
se também a toxinas produzidas pelas proprias plantas). Micotoxinas sdo produzidas por
fungos e s@o toxicas para vertebrados e outros grupos de animais mesmo em concentragdes
consideradas tracos. Outro metabdlito flingico de baixo peso molecular ndo considerado
micotoxina e toxico apenas em alta concentragdo € o etanol (BENNETT et. al., 2003).

O estudo das micotoxinas € complexo e interdisciplinar, envolvendo muitos
conhecimentos inter-relacionando diferentes areas. De forma geral, podem-se relacionar os
seguintes aspectos do estudo das micotoxinas: o estudo sobre os géneros alimenticios abrange

todos os aspectos da producdo comercializacdo e utilizacdo deste alimento; o sistema da
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deterioracdo tem muitos fatores inter-relacionados, isto €, aspecto bioldgico, quimico, fisico,
micro e macroambiental; o conhecimento da micotoxina envolve aspectos relacionados com a
produtividade, metabolismo, toxicologia, satide, oferta, distribui¢io na natureza e aspectos
analiticos. As formas de controle compreendem a prevengdo, andlise da micotoxina e
segregacdo do material contaminado e detoxificacdo, tendo a andlise de perigos e pontos
criticos de controle (APPCC) como excelente ferramenta. Outro aspecto consiste na analise
do sistema sécio-econdmico que relaciona e envolve a conjuntura cultural, politica e
econOmica estudada visando identificar situagdes de danos de cardter epidemioldgico
(PATERSON et. al., 2004).

As micotoxinas ndo sdo apenas dificeis de definir, sdo também para classificar. Devido
a suas diversas estruturas quimicas e origem biossintética, seus variados efeitos bioldgicos e
sua producdo por um variado nimero de espécies fungicas, os esquemas de classificacdo
tendem a refletir a drea do profissional que realiza sua categorizacdo. Clinicos freqlientemente
os relacionam com os Orgdos que sdo afetados classificando-as em hepatotoxinas,
nefrotoxinas, neurotoxinas e imunotoxinas. Bidlogos celulares colocam as micotoxinas em
grupos genéricos como teratogénicos, mutagénicos, carcinogénicos e alérgenos. Quimicos as
classificam com base na sua estrutura quimica (ex. cumarias, lactonas); bioquimicos de
acordo com sua origem biosintética (derivados de aminodcidos) e micologistas, pelo fungo
que as produzem (toxinas de Aspergillus, toxinas de Penicillium). Nenhuma dessas
classificacoes € inteiramente satisfatéria (BENNETT, et. al., 2003).

As micotoxinas compreendem uma mistura de compostos com efeitos toxicos que
além de outros sintomas cldssicos de intoxicacdo variam entre carcinogenicidade e
mutagenicidade, resultantes da atividade metabdlica secundaria dos fungos toxigenos que
podem ser produzidas em uma ampla variedade de produtos alimenticios e sob uma variedade
grande de situacdes, sendo reconhecidamente téxicas para outras formas de vida (PIER et. al.,
1980; FRISVAD et. al., 1992; OSWEILLER, 1998; PITTET, 1998; DILKIN, 2002). Podem
ser compostos organicos de baixo peso molecular e podem desencadear imunogenicidade
(LAWLOR et. al., 2001; DILKIN, 2002). A presenc¢a das micotoxinas nos alimentos e ragdes
€ potencialmente perigosa para a saide de homens e animais, pois além de nao estimular o
sistema imune, possuem vdrios efeitos toxicos e dificilmente sdo degradadas durante o
processamento ou preparo de alimentos e racoes (TRENK ez. al., 1971; PIER et. al., 1980;
PITTET, 1998; GARDA et. al., 2003; RICHARD, 2007).

Midio et. al. (2002) mencionam que sdo reconhecidas mais de cem espécies de fungos

produtores de micotoxinas que podem se desenvolver em um grande numero de substratos



32

N

destinados, tanto a alimentacdo humana, quanto a animal, e produzir um nuimero de
micotoxinas. QOutros autores t€ém afirmado que existam cerca de 400 micotoxinas
reconhecidas (PIER et. al., 1980; PITTET, 1998; DILKIN, 2002; NIELSEN et. al., 2003;
PATERSON et. al., 2004) sendo que 250 destas micotoxinas ja tiveram sua estrutura quimica
definida. No entanto, a maioria ainda ndo tem claramente definido seu impacto bioldgico
sobre a saide humana, animal e no ambiente (OSWEILLER, 1998; KNASMULLER et al.,
2004).

Entre as micotoxinas conhecidas, aproximadamente doze delas tem sido largamente
investigadas e recebem atencdo regular por serem consideradas de maior importancia como
ameaca a saide humana e animal (PITTET, 1998; BENNETT et. al., 2003). Dentre elas sdao
destacadas as aflatoxinas, produzidas por fungos do género Aspergillus com A. flavus e A.
parasiticus; ocratoxinas, produzidas pelo Aspegillus ochraceus e diversas espécies do género
Penicillium; fusariotoxinas, que possuem como principais representantes os tricotecenos,
zearalenona e as fumonisinas, produzidas por diversas espécies do género Fusarium e a
citrinina, produzida pelo género Penicillium citrinum (BLANC et. al., 1995; PITTET, 1998;
BENNET et. al., 2002; PATERSON, et. al., 2004).

Os principais 6rgdos afetados sdo conhecidos para algumas micotoxinas dentre elas
estdo: aflatoxinas o figado; zearalenona o sistema reprodutor; ocratoxinas A e citrinina oS
rins, fumonisinas os pulmdes; tricotecenos o trato digestério e sistema imunoldgico

(TANAKA, 2001; KNASMULLER et al., 2004; RICHARD, 2007).

2.4.1 Ocratoxina A

Os primeiros estudos sobre a origem da ocratoxina isolaram a toxina primeiramente do
Aspergillus alutaceus (atualmente conhecido como Aspegillus ochraceus) e, posteriormente,
foram identificados outros membros deste grupo que também a produziam (PITTET, 1998;
PITT, 2000), como o A. sulphureus, A. melleus, A. sclerotiorum, A. ostianus, A. petrakii e
ainda Penicillium viridicatum, P. palitans, P. cyclopium, P. commune, P. variabile e P.
purpurescens (PITTET, 1998). Os relatos da literatura mencionam a ocorréncia natural de
ocratoxina A em graos e alimentos produzidos apenas em paises de climas temperados ou

continentais. No entanto, com o avanco das pesquisas, alguns fungos tiveram suas
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classificacoes alteradas e observaram ainda que a contaminag@o por ocratoxina A encontrava-
se muito mais disseminada do que descrito inicialmente (WHO, 2001; FURLONG et. al.,
2003).

Entre o género Penicillium, foi descrito inicialmente a espécie P. viridicatum como
principal produtora de ocratoxina e este conceito permaneceu por mais de uma década.
Eventualmente, tornou-se claro que isolados considerados como P. viridicatum produtores de
ocratoxina foram corretamente classificados em uma espécie separada, Penicillium
verrucosum, sendo relacionado quase que exclusivamente aos grdos produzidos e
armazenados em zonas temperadas (PITT, 2000).

Existem diferentes formas da ocratoxina, determinadas pelas letras A, B, C, D, estas
sdo classificadas conforme os substituintes na base cumarina fenilalanina. Elas tém sido
isoladas de culturas fungicas, sendo que a ocratoxina A (OTA) € o metabdlito primério mais
abundante e mais téxico dentre as ocratoxinas encontradas na natureza (BARISIC et. al.,
2002; MULLER et. al.,, 2004), € classificada pelo IJARC como um agente possivelmente
carcinogénico para humanos (Grupo 2B IARC, 1993). Também tem sido correlacionada com
a Nefropatia Endémica dos Bdlcas, doenga caracterizada por progressiva redugdo das fungdes
renais (CASTEGNARO et al., 2006). Além disso, ha demonstracdes que ela é uma forte
neurotoxina, teratogénica e dermatoxica. (KNASMULLER et. al., 2004; ELMHOLT et al.,
2005).

A OTA, 7-carboxil-5-cloro-8-hidroxil-3,4-dihidro-3R-metilisocumarina-7-L-B-fenil-
alanina, ilustrada na Figura 5, € composta por uma molécula de isocumarina, ¢ ocratoxina
(OTa), ligada em um grupo amida, L- fenilalanina, onde entre eles hd o ponto chave para o
ataque de tratamentos fisicos ou quimicos resultando em compostos de menor toxicidade (van
der MERWE et. al.,, 1965). Apresenta formula molecular C,oH;sCINOg, peso molecular de
403,82 g/mol, € cristalizada em xileno possui fluorescéncia verde, seu ponto de fusdo é de
169°C. Com seu cardter dcido ¢ moderadamente solivel em solventes organicos como:
cloroférmio, etanol, metanol, xileno. A ocratoxina A absorve luz ultravioleta. Em pH 4 sua
absor¢do € em 215 nm e 333 nm, em pH 9 em 333 nm e 380 nm (CERAIN, 2000; RIBEIRO
et. al., 2006). Uma importante caracteristica da ocratoxina A € sua estabilidade térmica.

Sua presenca ja foi detectada em muitos alimentos, sendo mais comum em alimentos
vegetais secos e armazenados, onde geralmente encontram um substrato altamente nutritivo
para o seu desenvolvimento (FAO, 2001; DILKIN, 2002). A OTA ocorre naturalmente em

diversos produtos vegetais, como milho, trigo, aveia, amendoim, arroz, cevada sorgo, semente
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de algoddo, café em grio, cacau, especiarias, frutas secas e outros (OSWEILLWER, 1998;

WHO, 2001; COSTA et. al., 2006).
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Figura 5. Estrutura da Ocratoxina A.
Fonte: Goldberg et.al.(2001).

E altamente estdvel em alimentos contaminados e estocados, podendo ser recuperada
da amostra previamente contaminada, cerca de 45% da toxina apds trés meses de
armazenamento. Na forma pura embora seja fotossensivel, o efeito da luz sobre as toxinas
aderidas aos cereais tem pouca importancia, pois os niveis detectados sdo similares em
amostras estocadas no escuro ou ndo. Isso indica que a remog¢do de ocratoxinas de cereais
pode ser muito dificil, tendo como melhor forma a protecdo, a preven¢do da formacdao de
toxina através de procedimentos de manipulacao satisfatérios (RIBEIRO et. al., 2006).

Os métodos fisicos como os métodos de separacdo (eletronicos ou fisicos), podem
contribuir para a eliminacdo e/ou redu¢do de contaminacdo micotoxicoldgica (GARDA e
BADIALE-FURLONG et. al., 2003). De acordo com Yoshizawa et. al. (2001) e Caciamani et
al. (2007), para OTA, o tratamento térmico imido quando comparado ao seco é mais efetivo
na sua degradac¢ao, encontrando indices de degradacdo de até 95%.

A degradacdo alcancada pela aplicacdo de agentes quimicos como perdxido de
hidrogénio com aquecimento e tratamento alcalino destr6i a Ocratoxina A e a solucdo de
amoOnia reduz consideravelmente sua concentracio (GARDA e BADIALE-FURLONG,
2003). Outra forma de degradacdo € a utilizacdo de métodos microbioldégicos (RUHLAND
et.al., 1996) que, segundo Abrunhosa et. al. (2002), fungos do género Aspergillus,
degradaram a OTA em até 90%. Experiéncias com esse Aspergillus demonstraram uma
conversao quase completa de OTA em (OTw) dentro de 5 dias e depois de 7 dias uma

degradacdo de 90% (VARGA et. al., 2000). Além disso, esta foi mais rdpida em amostras
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sOlidas do que liquidas. Para outro género fungico, Rhizopus, e OTA, a degradacao foi maior,

apresentando indices de 95% (VARGA et. al., 2005).

2.4.2 Citrinina

A citrinina (CIT) ¢ um metabdlito fingico conhecido desde 1931, quando foi isolada
da Penicilliun citrinum e, em seguida, da planta australiana Crotolaria crispata. Dez anos
mais tarde, foi caracterizada como um antibiético e antibacteriano, depois foi testada e
demonstrada sua atividade contra bacteriéfagos, sarcomas, protozodrios, c€lulas animais e
células de plantas superiores (BERNDT, 1990; CHAGAS et. al., 1992a, 1992b, 1995).
Também foi identidicada como implicada em casos de nefropatia porcina e foi encontrada
como contaminante de milho, arroz, trigo e outros cereais (COMERIO et. al, 1998;
ABRAMSON et. al., 1999; JANARDHANA et. al., 1999; HEBER et. al., 2001; SHU et. al.,
2002; MEISTER et. al., 2004), em queijo (VAZQUEZ et. al., 1996; VRABCHEVA et. al.,
2000; BAILLY et. al., 2002) e no apodrecimento de frutas ( SCHNEWEIS et. al., 2001;
AZZIS et. al., 2002). Estes fatos permitem considerar a CIT uma micotoxina potencialmente
importante do ponto de vista toxicoldgico, pois pode ser ingerida por animais e pelo homem e
causar danos a saude. Os efeitos adversos nos organismos afetados pela acdo da CIT ndo sdo
agudos, mas cronicos, uma vez que tem sido demonstrado que sua ingestdo, em longo prazo,
pode resultar em problemas hepaticos e renais (KNASMULLER et al., 2004).

Apesar do cardter dcido pronunciado esta toxina € praticamente insolivel em &4gua,
solivel em hidroxido de sodio, carbonato de s6dio e/ou acetato de sddio, além de metanol,
acetonitrila, etanol e na maioria de solventes organicos mediamente polares (DESHPANDE,
2002). A sua estrutura € caracterizada pela presenca de uma metil quinona com duas ligacdes
de hidrogénio intramoleculares, mas que pode ser degradada em solugdes acidas e alcalinas a
quente. A citrinina cristaliza em uma forma desordenada, com o p-quinona e o-quinona duas
formas tautomericas dentro de um dinamico equilibrio no estado s6lido como ilustra a Figura
6. Em metanol ou mistura de metanol e cloreto de metileno, a citrinina sofre uma reacdo de
adicao nucleofilica, que é reversivel e em equilibrio troca para a estrutura da p-quinona, com

cloreto de metileno quente (POUPKO et. al., 1997).
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A CIT, (3R,45)-4,6-dihidro-8-hidroxi-3,4,5-trimetil-6-0x0-3H-2-benzopirano-7-acido
carboxilico, férmula molecular C;3H;405 e peso molecular de 250,25g/mol. Devido as duplas
ligacdes conjugadas, absorve luz no comprimento de onda visivel, com a coloracdo variando
entre amarelo-limdo em pH 4,6 a vermelho-cereja em pH 9,9, e seus maximos de absor¢ao

encontram-se na faixa de ultravioleta: 250 e 331 nm (em metanol) e ponto de fusdo de 172°C

(BLANC et al., 1995).

p-quincne c-quinone

Figura 6. Formula estrutural dos isdmeros da citrinina.
Fonte: VAZQUEZ et. al., 2001.
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Para evitar a entrada direta ou indireta da citrinina na dieta, é importante o
desenvolvimento de métodos de desintoxicacdo durante o processamento dos alimentos.
Existem varios relatos de desintoxicacdo da citrinina utilizando decomposicdo térmica,
utilizando 4dgua e temperaturas até 130 °C, que demonstrou uma diminuicdo significativa da
sua toxicidade (KITABATAKE et. al.,, 1991), no entanto, se aquecido a 140 °C ou 150 °C,
ocorre formagdo de combinagdes altamente toxicas, conhecidas como citrinina H; (TRIVEDI
et. al., 1993), Figura 7. Outros estudos de decomposicdo térmica da citrinina mostraram que o
aquecimento conduzia ao isolamento de outro composto conhecido como citrinina H,, 3-(3,5-
dihidroxi-2-metilfenil)-2-formiloxi-butano, ilustrado na Figura 7, esta continha uma
citotoxicidade mais fraca que a forma inicial da citrinina (SHU et. al, 2002). Fatos que
indicaram que a citrinina € um composto instdvel e termoldbil e a necessidade de
procedimentos sensiveis para a deteccdo desta micotoxina em alimentos (HIROTA et. al.,

2002).
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Figura 7. Estrutura da citrinina H; e H,.
Fonte: HIROTA et. al., 2001.

2.5 Determinacoes de micotoxinas em arroz

O controle de niveis de micotoxinas em amostras de alimentos, com o objetivo de
evitar os efeitos téxicos na populacdo exposta, pode ser realizado através da execucdo de
determinagdo delas através de métodos analiticos que envolvem técnicas de separagdo. Em
funcdo dos avancos da instrumentacdo analitica dos ultimos anos a sensibilidade,
especificidade, rapidez e eficiéncia exigida pelos Orgdos regulamentadores legais e de
pesquisa que determinam os limites de tolerdncia para tais compostos vem sendo
contempladas (PALLARONI et al., 2002; RODRIGUEZ-MOZAZ et. al., 2007). Como
aparecem em quantidades muito pequenas sdo necessdrias técnicas muito sensiveis para
detecta-los e quantifica-los.

O desenvolvimento de um método para a analise de micotoxinas € dificultado por
diversos fatores, tais como tempo, grande volume de solventes, vdrias etapas de extragao,
tornando a andlise extremamente laboriosa. Um procedimento inclui normalmente quatro
etapas: preparo de amostra, a extracdo, clean up e determinagcdo cromatogrifica para
identificacdo e quantificacdo (HO & DURST, 2003; PALMA et al., 2007). O preparo consta
de quarteamento, trituracdo e homogeneizacdo da amostra, seguida de extracdo com solvente
apropriado. A extracdo das micotoxinas de suas matrizes € uma etapa critica, pois depende
das propriedades fisico-quimicas delas, bem como o tipo de matriz, além da escolha do

solvente para isolamento. A andlise de matrizes com teores varidveis de lipidios, carboidratos,
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proteinas, pigmentos, exige muitas vezes, multiplas fases de purificacdo durante a andlise
onde diferentes métodos podem ser utilizados (SORIANO et al., 2004; MEISTER et al.,
2004; SYLOS et al., 2003).

Os métodos mais utilizados para determinacdo das micotoxinas empregar técnicas
cromatogréficas e de imunoensaios. Os métodos de imunoensaios mais empregados sido o de
Enzime-Linked Imnunosorbent Assay (ELISA) e a cromatografia por imunoafinidade. Os
métodos cromatograficos podem ser: cromatografia de camada delgada (CCD ou TLC),
cromatografia de camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE ou HPTLC) e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC) com diferentes detectores.

A escolha do detector mais adequado depende de vdrios fatores, principalmente
aqueles relacionados com a estrutura quimica da micotoxina a ser analisada. Além disso, a
finalidade da andlise exige técnicas com suficiente sensibilidade e especificidade (FURLONG
et al., 2003; TANIWAKI et al., 2004; SHEPHARD et. al., 2005). Uma tendéncia do século
XXI para andlise de micotoxinas tem incorporado novas tecnologias, que buscam minimizar
impacto ambiental, tempo de exposicdo dos analistas a solventes téxicos, apontando para o
desenvolvimento de multimétodos que determinam uma ampla variedade de substancias em
uma unica extracdo (URRACA et. al., 2005; HERNANDEZ-HIERRO et. al., 2008;
ZOUGAGH & RIOS, 2008; HANS et. al., 2008).

). Neste contexto, uma das tarefas do quimico analitico é o desenvolvimento de novos
métodos, que sejam rdapidos, baratos, mas que ao mesmo tempo possam identificar e
quantificar os analitos em amostras complexas em niveis de tracos, com grau de confianca
superior a 80 % de recuperagdo do analito.

A ocorréncia das micotoxinas ocratoxina A e citrinina vem sendo relatada em
diferentes matrizes empregando metodologias para extragdo, separacdo e detec¢do dessas
micotoxinas: Macdonald et, al (1999) utilizaram os técnicas cromatografia por
imunoafinidade e LC-MS e constataram a presenc¢a de ocratoxina A em frutas secas, o nivel
maximo encontrado foi de 53,6 ug Kg'l.

Caldas et al. (2002) analisaram amostras de amendoim, castanhas, milho e farinha
pelo método de TLC para separagdo e quantificacdo por fluorescéncia para detectar a presenca
de aflatoxinas e ocratoxina A. Sylos et al. (2003) utilizaram o método de Soares e Rodriguez-
Amayas acrescido de particdo para ciclohexano para determinar a presenga de ocratoxina A e
aflatoxinas em diferentes amostras de arroz. Foram analisadas 68 amostras e ndo foi

encontrada a presenga de ocratoxina A em nenhuma delas. Furlong et. al. (2003) detectaram a
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presenca de OTA em arroz comercializado na regido sul do RS, bem como a presenca de
Penicillium produtor em amostras ndo positivas para as condi¢des do método analitico.

Taniwaki et al. (2004) adaptaram uma metodologia para extracdo de ocratoxina A em
diferentes amostras de frutas secas, utilizaram CLAE para separacao. No trabalho dos autores
foi analisado os diferentes géneros de fungos que produzem a ocratoxina A, foi constatado
que o género Aspergillus Ochraceus foram produtores de ocratoxina e 27 % de A.
niger/carbonarius também a produziram. Leszkowiez et al. (2004) utilizaram a metodologia
de Molinié para extragdo de ocratoxina A e citrinina em diferentes amostras de alimentos
entre eles frutas secas utilizadas para tabletes de cereais. O método para separacdo utilizado
foi CLAE acoplada a fluorescéncia para quantificacdo. A metodologia utilizada para extracdo
simultdnea da ocratoxina A e citrinina mostrou-se eficiente para as amostras analisadas.
Molinié et al. (2005) a presenca de ocratoxina A e citrinina foi detectada em cereais
comercializados. Em 69 % das amostras foi detectada a presenca de ocratoxina A, sendo que
20 % apresentavam o limite de 3 pug/kg e em 20% foi detectada a presenca de citrinina nos
limites entre 1,5 ug/kg a 42 ug/kg. Almeida et al. (2006) utilizaram o método CLAE acoplado
a fluorescéncia para separar e quantificar a presenca de ocratoxina A em amostras de uvas
secas comercializados em Sdo Paulo. A concentracdo de ocratoxina A encontradas em 20
amostras de uvas passas pretas foi de 2 ng/g, 5 ng/g e 10 ng/g. Em nenhuma das amostras de
uvas passas brancas foi detectado a presenca da ocratoxina A.

Palma et al. (2007) compararam a estabilidade da ocratoxina A em diferentes métodos
de extragcdo, os resultados mostraram que a micotoxina pode ser extraida pela técnica de
extracdo assistida por microondas (MAE) em até 150°C sem degradacdo. Foram utilizados os

métodos CLAE acoplado a fluorescéncia para separagdo e deteccao.



3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho adaptou metodologia para avaliar simultaneamente a ocorréncia de
ocratoxina A e citrinina e a aplicou para verificar a incidéncia das micotoxinas em amostras
de arroz e seus derivados produzidos no Rio Grande do Sul. O desenvolvimento experimental
consistiu em padronizar um procedimento de extracdo através de comparacdo dos métodos
descritos por Soares e Rodriguez-Amaya (1989), Tanaka (2001), Ultrassom (PALMA et. al.,
2007) e QUEChERS (ANASTASSIADES et. al., 2003), os trés primeiros consistem em
extracdo liquida com solventes mediamente polares, clarificacdo e parti¢ao, diferindo quanto
ao solvente e forma de contato amostra solvente.

Para a identificacdo e quantificacdo foram empregadas as técnicas LC-MS e HPLC-
DAD. O estabelecimento de condicdes de separacdo cromatografica das micotoxinas foi
realizado utilizando indicadores como os tempos de retencdo de padrdes, da resolucdo e
tempo total de elui¢do. Os indicativos de desempenho adotados foram o limite de detecc¢ao,
limite de quantificacdo, precisdo (repetitividade) e exatiddo (recuperacdo). O trabalho foi
desenvolvido no laboratério de micotoxinas onde as amostras foram preparadas e no
laboratério de andlise de compostos organicos e metais onde foram realizadas as

determinag¢des por HPLC-DAD e LC-MS.

3.1 Solventes e reagentes

- Agua ultra-pura, purificada em sistema Direct-Q uv3®

- Millipore (resistividade de 18,2 MQcm)

- Gas Argonio analitico 5.0; usado como gés de colisdo no LC-ESI-MS/MS.
- Metanol grau HPLC Vetec® (Rio de Janeiro - Brasil).

- Cloroférmio Quimex® (Rio de Janeiro - Brasil).

- Acetonitrila grau HPLC Vetec® (Rio de Janeiro - Brasil).

- Hexano LabSynth® (Rio de Janeiro - Brasil).

- Nitrogénio comprimido White Martins® (Rio de Janeiro - Brasil)
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- Cloreto de potéssio NUCLEAR® (Rio de Janeiro - Brasil).
- Cloreto de s6dio NUCLEAR® (Rio de Janeiro - Brasil).

- Acetato de sédio NUCLEAR® (Rio de Janeiro - Brasil).

- Citrato de sédio NUCLEAR® (Rio de Janeiro - Brasil).

- Sulfato de amdnio NUCLEAR® (Rio de Janeiro - Brasil).

- Sulfato de magnésio NUCLEAR® (Rio de Janeiro - Brasil).
- Celite LabSynth® (Rio de Janeiro - Brasil).

- Ocratoxina A SIGMA CHEMICAL Co. (USA).

- Citrinina SIGMA CHEMICAL Co. (USA).

3.2 Equipamentos

- Destilador QUIMIS® 341-25 (Brasil).

- Sistema de purificacdo de dgua Milli — Q Direct —Q Uv3® Millipore (Millipore,
Belford, MA, USA).

- Balanca analitica GIBERTINI® E42S-B (Italy).

- Blender WARING COMMERCIAL® 34BL97 (7012) (USA).

- MOINHO

- Banho Ultrassénico UNIQUE® Ultra Cleaner 700 (Brasil).

- Banho Maria BIOPAR® COEL TLK 48 (Brasil).

- Concentrador TECNAL® TE-019 (Brasil).

- Mesa Agitadora Orbital TECNAL® TE-141 (Brasil).

- Evaporador Rotativo QUH\/IIS® Q-344B2 (Brasil).

- Centrifuga Prevac® DCS-16-RV (Argentina).

- Agitador de tubos PHENIX® AP 56 (Brasil).

- Placas para cromatografia em camada delgada silica gel 60, superficie especifica ~
500 m?%g, didmetro médio dos poros de 60 A, volume especifico dos poros de 0,75 mL/g,
particulas de 5-17 mm e 0,25 mm de espessura Merck® (Brasil).

- Lampada ultravioleta de alta intensidade, modelo UVGL 58, multibanda 254-366 nm
MINERAL LIGHT® (Brasil).
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- Cromatégrafo liquido Waters® (Miliford, MA, USA) equipado com detector por
arranho de diodo 2996 (PDA), com bomba quaternaria modelo 600, coluna analitica Synergi
Fusion-RP 80 A, phenomenex® (250 x 4,60 mm, 4u) com sistema de aquisicdo de dados
Software Empower, al¢a de injecao de 20 uL.

- Cromatégrafo Liquido Alliance Separations Module 2695 (Waters, Milford, MA,
USA) equipado com: Amostrador automadtico, bomba quaternéria, forno para coluna e sistema
de desgaseificacdo; Detector MS, Micromass® Quatro Micro™ API (Waters, Inglaterra) com
fonte API, utilizando o modo de ionizacdo por Electrospray; atuando no modo MRM,;
Sistema de aquisicdo de dados através do software MassLynx 4.0 (Waters, Inglaterra);
Sistema gerador de nitrogénio Peak Scientifics (Instruments Ltda., Escécia) e coluna X Terra®

MS C18 (50 X 3 mm de d.i.; 3,5 uM) (Milford, MA, USA).

3.3 Padroes de micotoxinas

Os padrdes utilizados de ocratoxina A e citrinina foram adquiridos da Sigma Chemical
Co., USA e as solugdes padrao utilizadas foram preparadas conforme metodologia descrita
por Scott (1990).

A partir de recipientes comerciais contendo em torno de 5 mg das micotoxinas, cada
uma delas foi dissolvida em 100 mL da mistura benzeno:acetonitrila (98:2 v/v). As
concentracdes das solucdes estoques foram calculadas através das massas obtidas por
diferenca apds a lavagem e secagem dos frascos. Em seguida, estas solu¢des estoques foram
diluidas de modo a resultar em solu¢des padrdo cujas concentragdes foram determinadas
espectrofotometricamente.

A calibragdo do espectrofotdometro foi obtida através de uma curva padrdo de solucdes
de dicromato de postdssio para corrigir as leituras absorciometricas. Os valores da
absortividade molar (€), 5440 mol cm'l; 5490 mol cm™ e comprimentos de onda de maxima
absorbancia, 333 nm; 321 nm para OTA e CIT, respectivamente, dados pela literatura (IARC,
1993) foram utilizados para a estimativa da concentracdo das solug¢des de trabalho conforme a
equacdo 1. A quantificacdo das solucdes padrao de cada uma das duas micotoxinas foi
realizada apds varredura no espectro ultravioleta e verificagdo da pureza das solugdes cada

composto.
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1L g micotoxina mL™'= A.PM.1000.FC.¢" eq. 1

onde: A = valor da absorbancia da solucdo padrao;
PM = peso molecular da micotoxina em estudo;
FC = fator de correcdo do instrumento;
€ = absortividade molar da micotoxina em estudo, no comprimento de onda

caracteristico.

3.4 Otimizacao dos sistemas cromatograficos

3.4.1 Cromatografia de camada delgada

Segundo Collins et. al. (2006) a cromatografia de camada delgada (CCD) consiste na
separacdo dos componentes de uma mistura através da migracdo diferencial sobre uma
camada delgada de adsorvente retido sobre uma superficie plana. Esta técnica apresenta
multiplas vantagens, tais como, facil compreensio e execugdo, separacdes em breve intervalo
de tempo, versatilidade, grande repetitividade e baixo custo. O processo de separacdo esta
fundamentado, principalmente, na adsorcdo. Entretanto, pode ocorrer também por parti¢ao ou
troca-idnica, 0 que permite seu emprego tanto na separacao de substancias hidrofébicas como
hidrofilicas.

Para muitas separagdes, as placas pré-fabricadas, como silica gel 60 (Merck), exigem
sua ativacdo. O tempo e a temperatura utilizados para a ativacdo estdo na dependéncia do
adsorvente utilizado e a atividade desejada. No caso deste trabalho as cromatoplacas de silica
foram ativadas a temperatura de 105 °C por 15 minutos e de conservadas, prontas para uso,
em dessecadores.

Para a escolha da fase movel foi considerados a natureza quimica das substancias a
serem separadas e a polaridade da fase modvel, pois a separacdo estd na dependéncia da

competi¢do entre as moléculas da fase mdvel e da amostra, pela superficie do adsorvente.
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Para isso, toma-se como base a “série eluotrépica” (anexo A) diretamente relacionadas com o
poder de eluigdo.

Foram testadas diferentes misturas para promover a separa¢do das micotoxinas
levando em consideracdo que pequenas variagdes na composi¢cao da fase mével podem levar a
grandes alteracdes no deslocamento das manchas.

- Tolueno:Acetato de Etila:Cloroférmio:Acido Férmico (70:50:50:0,5 v/v/v/v) expor a
vapor de NHj3 por 10 segundos (MARTINS et.al., 2002);

- Tolueno:Acetato de Etila:Cloroférmio:Acido Férmico (70:50:50:10 v/v/v/v) expor a
vapor de NHj3 por 10 segundos(MARTINS et.al., 2002);

- Tolueno:Acetato de Etila:Cloroférmio:Acido Férmico (70:50:50:20 v/v/v/v) expor a
vapor de NH3 por 10 segundos (GIMENO et. al., 1983; MARTINS et.al., 2002);

- Tolueno:Acetato de Etila:Cloroférmio:Acido Férmico (70:50:50:30 v/v/v/v) expor a
vapor de NH3 por 10 segundos (BLAC et. al., 1995a 1995b);

- Eter Etilico:Hexano:Acetato de Etila:Acido Férmico (70:90:40:20 v/v/v/v) borrifar
AICl; em metanol 20% secar em estufa 105 °C por 5 min (MARTINS et.al., 2002);

- Tolueno:Acetato de Etila:Acido Férmico (50:40:10 v/v/v) (ABRUNHOSA er. al.,
2001);

- Tolueno:Acetato de Etila: Acido Férmico (50:40:20 v/v/v) (DAWLATANA er. al.,
1996; PEPELINJAK et. al., 2002);

- Tolueno:Acetato de Etila:Acido Férmico (60:40:20 v/v/v) (ODHAV et. al., 2002);

- Tolueno:Acetato de Etila:Acido Férmico (60:40:10 v/v/v) (RASHEVA et. al., 2003).

Para aplicagdo na placa, foram utilizadas microseringas para os volumes de 10, 15, 20
e 25 uL de cada micotoxina (em duplicata) em cromatoplacas (Merck®), sendo as duas,
aplicadas no mesmo ponto, e dois pontos com aplicagdes individuais das mesmas. As
gotas/manchas foram aplicadas a 2 cm acima da borda inferior, para que ficassem
mergulhadas na fase mével quando colocada a cromatoplaca na cuba. A distancia entre cada
gota/mancha foi de aproximadamente 1 cm para ndo ocorrer contato entre as gotas/manchas
adjacentes pelo alargamento das bandas.

Durante a elui¢do, a fase mével estava continuamente sendo evaporada da camada de
liquido e da superficie da placa, a0 mesmo tempo em que ocorria 0 processo inverso, ou seja,

a condensacao (Figura 8), pois as cubas cromatograficas foram perviamente saturadas.
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Figura 8. Eluicdo cromatografica.

O processo de evaporagdo/condensagdo foi mantido reprodutivel para que o fator de
retardamento (Rf) também o fosse, pois através da manutencdo da cuba cromatogréfica
perfeitamente vedada e saturada com a fase mével. Uma vez eluidas, as placas foram secas
nas condi¢des ambiente e, em seguida, observadas sob a luz ultravioleta de alta intensidade de
ondas curtas e longas (254 nm e 326 nm).

Tanto a andlise quantitativa quanto a qualitativa das micotoxinas foi realizada através
da cor da mancha e de seu fator de retardamento, Rf, estimado através da expressao:
dr
d

m

Rf =

Onde d; refere-se a distancia (cm) percorrida pelo composto e dy, distancia (cm)
percorrida pela frente da fase mével ou eluente. Na prética foi a distancia percorrida pela
micotoxina desde o ponto de aplicacdo até o centro da mancha, e a distancia percorrida pela

fase mdvel, desde o ponto de partida até o ponto extremo atingido por ela.

3.4.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector por arranjo de diodos

A cromatografia liquida de alta eficiéncia requer que a amostra seja soldivel na fase
movel; ideal para a separacdo de compostos de alta massa molar e/ou baixa estabilidade
térmica. A escolha da fase estaciondria e da fase modvel teve como principal critério a
polaridade das micotoxinas em estudo. O detector utilizado de arranjo de diodos consiste em
uma série de detectores fotodiodo posicionado lado a lado em um cristal de silicio, de modo

que cada comprimento de onda difratado pela grade atinge um ponto deste arranjo, e
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conseqiientemente um detector. Cada diodo tem um capacitor dedicado e estd conectado por
um interruptor tipo transistor para uma linha de saida comum a todos. Deste modo, a radia¢do
que atravessa a amostra € integral e instantaneamente analisada determinando-se, portanto, a
absorbancia em todos os comprimentos de onda de modo simultaneo.

Neste trabalho foi utilizada a coluna Synergi Fusion-RP 80 A, Phenomenex® (250 x
4,6 mm, 4 ), operando nos modos de elui¢do por gradiente ou isocritico. Foram realizados os
seguintes testes (a,b): Coluna: Synergi Fusion-RP 80 A, Phenomenex® (250 x 4,6 mm, 4p);
Fase Mével: Acetonitrila:Agua purificada, acidificada com 4cido fosférico até pH 3,0.

a) Modo: Gradiente (Quadro 1, 2,3 ¢ 4).

Vazio 0,4 mL min”'

Tempo (min) (O |3 |6 |9 |12 |15|18 |25
Agua 70170 30|30| 10|10 |70 70
Acetonitrila |30 {30 | 70|70 |90 |90 | 30|30

Quadro 1 — Proporg¢ao da fase mével em modo de elui¢do por gradiente.

Vazao 0,6 mL min’!

Tempo (min) (O |3 |6 |9 |12 |15|18 |25
Agua 70170 3030|1010 70|70
Acetonitrila | 30 { 30| 70| 70|90 |90 |30 |30

Quadro 2 — Propor¢ao da fase mével em modo de elui¢do por gradiente.

Vazio 0,6 mL min’’

Tempo (min) |0 |3 |7 | 16|18 |20
Agua 70 (70 |10 | 10 | 70 | 70
Acetonitrila | 30|30 (90|90 |30 |30

Quadro 3 — Propor¢do da fase mével em modo de elui¢do por gradiente.
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Vazio 0,8 mL min™'

Tempo (min) |0 |3 |7 | 16|18 |20
Agua 70|70 | 10| 10| 70 | 70
Acetonitrila | 30 | 30 | 90 | 90 | 30 | 30

Quadro 4 — Propor¢do da fase mével em modo de elui¢do por gradiente.

b) Modo: Isocratico (Quadro 5).

Vazio 1,0 mL min™'
Tempo (min) 20
Agua 50
Acetonitrila 50

Quadro 5 — Propor¢ao da fase mével em modo de elui¢do isocratico.

Neste trabalho o detector utilizado foi o de arranjo de diodos que media continuamente
o comportamento da fase mével frente a uma fonte de radiacdo eletromagnética e enviava o
sinal para o registro. No sistema de arranjo de diodos a luz emergente € dispersa por uma
grade hologréafica, sendo os comprimentos de onda resultantes focalizados sobre uma fila de
fotodiodos (de 256 até 1024). Com isso, todo o espectro podia ser armazenado, usando um
computador, sem a necessidade de deter a vazao da fase movel para registrar um espectro de
um dado componente (COLLINS et. al., 2006).

Para encontrar o comprimento de onda de absor¢do maximo da citrinina e ocratoxina
A, no detector de arranjo de diodos foram injetadas solu¢des em trés diferentes concentracdes
nos seguintes comprimentos de onda escolhidos de acordo com a literatura: 250, 254, 265 e

331 nm (CARVALHO et. al., 2004, SUNG et. al., 2006).
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3.4.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas

O acoplamento da cromatografia liquida com a espectrometria de massas apresenta
como vantagens ser universal, alta seletividade, quando operado no modo de monitoramento
de ions selecionados. Isto permite a quantificacdo de picos sobrepostos, ter boa
detectabilidade, avaliar a pureza do pico, confirmar a presenca do analito mediante a
informacdo da massa molar e estrutural, sendo essa a caracteristica mais relevante.

O sistema LC-MS foi condicionado passando-se a fase mdvel a uma vazao de 0,4 mL
min” durante 7 minutos. Para otimizacdo dos sinais das razdes massa/carga foi injetada uma
solucdo de cada micotoxina na concentracdo de 1 ug mL™.

O espectrometro de massas ¢ um instrumento constituido de trés partes: fonte de
ionizacdo, analisador de massas e detector de fons com aquisi¢cdo de dados/processamento de
dados. Apds a injecdo da amostra no espectrometro de massas, ocorre a producao de ions pela
fonte de ionizacdo, uma vez que este sO detecta espécies carregadas. Formados os fons, eles
sao analisados pelo analisador de massas de acordo com sua razao massa/carga, neste trabalho
um quadrupolo. A detec¢do do fon foi realizada por meio do tubo multiplicador de elétrons,
que determina a intensidade do feixe de elétrons, identificando o fon precursor e logo os ions
produtos para sua quantificacdo escolhidos de acordo com a literatura (SUNG et. al., 2006;
TABATA et. al., 2007). Por fim, a aquisi¢do dos dados e seu processamento foram realizados

através de programa computacional.

3.5 Amostras

3.5.1 Amostragem

O arroz (Oryza sativa, L.) e seus derivados destinados ao consumo humano foram
coletados em campos experimentais do IRGA unidade Cachoeirinha, cultivados em campos

tratados e nao tratados com fungicida. Apds a colheita os graos foram beneficiados separando
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em arroz com casca parboilizado tratado (triplicata) e ndo tratado (triplicata), arroz branco
natural polido tratado (triplicata) e ndo tratado (triplicata), arroz com casca natural tratado
(triplicata) e nao tratado (triplicata), arroz polido parboilizado tratado (triplicata) e ndo tratado
(triplicata), farelo parboilizado tratado (triplicata) e ndo tratado (triplicata), farelo branco
natural polido tratado (triplicata) e ndo tratado (triplicata) num total de 36 amostras, as
triplicatas das amostras variam de acordo com o local do campo de cultivo em relacdo a fonte
de dgua. Também foram analisadas amostras de arroz armazenadas em silos durante o periodo
de dezoito meses, arroz com casca (1) e farelo (1), totalizando 38 amostras.

Uma amostra de arroz comercial foi empregada para os testes preliminares de efeito da
granulometria na extragdo das micotoxinas. Esta foi moida, em moinho de facas, 500 g,
seguida de separacdo em jogo de peneiras 14, 24, 28, 32, 35 e 42 tiler. As fracdes foram
contaminadas com ocratoxina A e citrinina com 400 e 600 pg Kg' de CIT e OTA,
respectivamente, e posteriormente extracado das mesmas pelo método QUEChERS modificado
(ANASTASSIADES et. al., 2003) quanto aos teores de umidade e conteido de sais seguido
de identificacdo e quantificacdo realizadas através de cromatografia de camada delgada e
confirmacdo por cromatografia liquida HPLC-DAD. Definida a granulometria foram

realizados as comparacgdes entre os sistemas de extracao.

3.6 Comparacio dos sistemas de extracao

Foram testados nos quatro métodos a capacidade de extrair as duas micotoxinas
simultaneamente, os métodos de Soares e Rodrigues-Amaya (1989), Tanaka (2001),
Ultrassom (PALMA et. al., 2007) e “Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe”
QuEChERS modificado (ANASTASSIADES et. al., 2003). Foram utilizados amostras de
arroz comercial. As micotoxinas (OTA e CIT) foram identificadas e quantificadas através de
cromatografia de camada delgada.

Os residuos secos obtidos apds as extragdes foram ressuspensos em benzeno p.a. e
agitados em banho de ultrassom por 30 segundos. A triagem foi realizada mediante aplicacdo
do extrato de cada extragdo (em triplicata) em cromatoplacas simultaneamente com a

aplicacdo das solugdes padrdes das micotoxinas em estudo.
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Método Soares e Rodriguez-Amaya (1989): da amostra de arroz homogeneizada em
moinho de facas foram pesadas 50,0000 g em balanca analitica de precisdo 4 casas decimais,
seguido de agitacdo em Blender na velocidade méxima durante 5 minutos com 300 mL de
metanol:cloreto de potdssio 4%, 9:1 v/v. Ap6s filtracdo foram recolhidos 150 mL do filtrado
aos quais foram adicionados 150 mL de solugdo de sulfato do amodnio 30% (clarificante) com
50 cm® de celite. A mistura foi deixada em repouso por 5 minutos, filtrada e a 150 mL do
filtrado foram acrescidos 150 mL de 4dgua destilada em funil de separagdo. Nesta fracdo foram
realizadas trés particdes com 10 mL de extrato organico (cloroférmio). Os extratos organicos
coletados foram separados em trés por¢des de 10 mL, o solvente evaporado e os recipientes
armazenados em freezer até a realizacdo da triagem, confirmagdo e quantificacdo
respectivamente em cada frasco separado.

Método Tanaka (2001): a amostra de arroz foi triturada em moinho de facas. Apds a
homogeneizacdo foram pesadas 10,0000 g aos quais foram adicionados 100 mL de uma
mistura de acetonitrila:dgua na propor¢cao 3:1 (v/v). A extracdo foi realizada em mesa
agitadora orbital a 200 rpm a 25 °C durante 30 minutos. A frag¢do liquida foi separada por
filtracdo, o extrato foi desengorduramento com 20 mL de hexano sob agitacdo lenta por 3
minutos e a fase acetonitrila:dgua foi recolhida, sendo esta operacdo repetida duas vezes. Ao
extrato desengordurado foram adicionados 4 g de Cloreto de Sédio para a retirada de dgua. A
acetonitrila foi recolhida em baldo de fundo chato evaporada em evaporador rotativo a 70 °C.
O baldo seco foi lavado com 30 mL de cloroférmio:metanol 9:1 (v/v) homogeneizado em
banho ultra-sdnico durante um minuto, transferido o extrato para um tubo de centrifuga de 50
mL. Apos a centrifugacio a fase organica (cloroférmio) foi recolhida e seca sob corrente de
nitrogénio em concentrador, e os frascos armazenados em freezer.

Método Ultrassom Palma et. al., (2007): da amostra de arroz triturada em moinho de
facas e homogeneizada, foram pesadas 5,0000 g de amostra, em tubo de centrifuga de 50 mL
onde também foram adicionadas 40 mL da mistura acetonitrila:dgua 3:1 (v/v). O tubo foi
homogeneizado em banho de ultrassom por 30 minutos na poténcia mixima. O extrato foi
filtrado, para a retirada da dgua, usando 2 g de NaCl. A fase acetonitrila foi recolhida em funil
de separacdo e desengordurada com 10 mL de hexano sob agitacdo lenta. A operacdo foi
repetida duas vezes. O extrato foi seco em banho-maria a 50 °C sob corrente de nitrogénio.

Método QuEChERS modificado: o procedimento adotado foi desenvolvido por
Anastassiades et. al., (2003) para extragdo de pesticidas em arroz. O arroz foi triturado em
moinho de facas e homogeneizado em peneiras. Foram pesadas 10,0000 g de amostra, em um

tubo de centrifuga ao qual foram adicionado 10 mL de dgua destilada para umedecer a
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amostra. Para a extragdo foram adicionados 10 mL de acetonitrila acidificada com 0,1 mL de
acido acético glacial. A agitacdo foi manual durante 1 minuto. Foram adicionados 3 g de
sulfato de magnésio, 1,7 g de acetato de sédio e 1 g de citrato de sédio seguido de nova
agitacdo durante 1 minuto. O material foi centrifugado 8 minutos e ao sobrenadante foram
adicionados 0,6 g de sulfato de magnésio e 0,5 g de celite seguido de agitacdo manual durante
1 minuto e separado por centrifugacdo. O sobrenadante foi seco em concentrador sob corrente
de nitrogénio. Todas as extragdes foram realizadas em triplicata.

O celuente utilizado no desenvolvimento das placas foi uma mistura de
Tolueno:Acetato de Etila:Acido Férmico (50:40:20 v/v/v). Concluida a elui¢do aos 14 cm do
ponto de partida as placas foram secas e observadas sob luz ultravioleta.

As amostras que apresentaram manchas fluorescentes semelhantes aos padroes, isto €,
com o mesmo Rf e cor, foram consideradas como resultados indicativos de extracdo. A
recuperacdo foi estimada através de outro cromatograma onde placas foram delineadas de
modo a encaixar a intensidade de fluorescéncia da mancha suspeita com a intensidade de
fluorescéncia dos padrdes, isto €, 25 uL de cada extrato (triplicata) foram aplicados na placa
simultaneamente com quantidades conhecidas dos padrdes das micotoxinas e o cromatograma

desenvolvido de maneira andloga.

3.7 Otimizacao do procedimento de extracao QUEChERS

Um planejamento fatorial foi realizado para adequar o método de QuEChERS a
extracdo simultanea de ocratoxina A e citrinina em amostras de arroz.

As varidveis: umidade da amostra (10; 15 e 20 mL), acidifica¢do, com &cido acético
glacial, da acetonitrila (0; 0,05 e 0,1 mL), quantidades de sais sulfato de magnésio (6; 4,5 e 3
g), acetato de sodio (3,4; 2,6 e 1,7 g) e citrato de sédio (2; 1,5 e 1 g) e celite (200 e 500 mg),
foram avaliadas através de planejamento fatorial 2*, em dois niveis (-1 e +1) e seis pontos
centrais (0), resultando em 22 experimentos. Os teores de micotoxinas extraidas foram
quantificados através de cromatografia liquida e detector de massas.

A drea relativa das duas micotoxinas (OTA e CIT) foram empregadas para estimar os
percentuais de recuperacdo que constituiram as respostas das varidveis em estudo. A anélise

estatistica dos efeitos foi realizada através do programa SAS - Statistical Analyses System
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(SAS, 2003; RODRIGUEZ, 2005), observando as combinac¢des das varidveis descritas na
Tabela 4.

Tabela 4 — Varidveis para o planejamento fatorial 2.
Experimentos Adi¢do de dgua (mL) Acido acético  Sulfato, acetato e~ Celite (mg)

(mL) citrato (g)
1 -1 (10) -1 (0) -13+1,7+1) -1 (200)
2 -1 (10) -1 (0) -1B3+1,7+1) +1 (500)
3 -1 (10) -1 (0) +1(6+34+2) -1 (200)
4 -1 (10) -1 (0) +1 (6+34+2) +1 (500)
5 -1 (10) +1(0,1) -13+1,7+1) -1 (200)
6 -1 (10) +1 (0,1) -1GB3+1,7+1) +1 (500)
7 -1 (10) +1(0,1) +1(6+34+2) -1 (200)
8 -1 (10) +1 (0,1) +1 (6+34+2) +1 (500)
9 +1 (20) -1 (0) -13+1,7+1) -1 (200)
10 +1 (20) -1 (0) -1B3+1,7+1) +1 (500)
11 +1 (20) -1 (0) +1(6+34+2) -1 (200)
12 +1 (20) -1 (0) +1 (6+34+2) +1 (500)
13 +1 (20) +1(0,1) -13+1,7+1) -1 (200)
14 +1 (20) +1 (0,1) -1G3+1,7+1) +1 (500)
15 +1 (20) +1(0,1) +1(6+34+2) -1 (200)
16 +1 (20) +1 (0,1) +1 (6+34+2) +1 (500)
17 0 (15) 0 (0,05) 04,5+2,6+1,5 0 (200)
18 0(15) 0 (0,05) 045+26+1,5 0 (200)
19 0(15) 0 (0,05) 04,5+2,6+1,5 0 (200)
20 0(15) 0 (0,05) 04,5+26+1,5 0 (500)
21 0 (15) 0 (0,05) 04,5+2,6+1,5 0 (500)
22 0(15) 0 (0,05) 045+26+1,5 0 (500)

-1 e +1: Niveis estudados e 0: pontos centrais.

Foram também realizados seis ensaios, levando em consideracdo o ponto com melhor
recuperacdo do planejamento fatorial anterior. Os ensaios realizados tiveram como varidveis:
acidificacdo com dcido acético glacial (0,1 e 0,2 mL), quantidade dos sais sulfato de magnésio
(3; 1,5; 0,85; 0,5 e 0 g), acetato de sédio (1,7; 0,85 e 0 g) e citrato de sddio (1; 0,5 e 0 g).

Depois de otimizado o sistema de extracdo, houve a necessidade de aprimorar a forma
de agitacdo do tubo de centrifuga, passo essencial para a eficiéncia da extracdo. Assim foram
realizados mais quatro ensaios utilizando diferentes sistemas de homogeneiza¢do, manual, em
banho de ultrassom, em mesa agitadora orbital e em agitador tipo vortex em diferentes

tempos. Os testes realizados estdo ilustrados na Tabela 5.
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O efeito destas varidveis foram identificados e quantificados através de cromatografia

liquida e detector por espectrometria de massas.

Tabela 5 — Formas de homogeneizagao analito/solvente.

Agitagoes Tempos (minutos)
Manual 0,5 1 1,5
Banho de ultrassom 5 10 30
Mesa Agitadora Orbital (shaker) 5 10 30
Agitador de Tubos (vortex) 5 10 15

3.8 Validacoes dos sistemas CCD, HPLC-DAD e LC-MS

Definidas as melhores condicdes de separacdo e extracao das micotoxinas estudadas,
em CCD, HPLC-DAD e LC-MS, o passo seguinte foi a validacdo das técnicas
cromatograficos para andlise de citrinina e ocratoxina A, segundo indicativos de desempenho

descritos a seguir.

3.8.1. Curva analitica e linearidade

A linearidade de um método analitico pode ser definida como sendo a facilidade deste
método em gerar resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito, em uma
determinada faixa de concentragdo (INMETRO, 2003). As curvas analiticas sdo graficos de
calibracdo que relacionam a resposta do equipamento em funcao das diferentes concentracdes

do analito (RIBANI et. al., 2004).
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A varidavel independente (eixo horizontal) relaciona-se as vdrias concentragoes
preparadas do padrdo analitico da substancia de interesse, e a varidvel independente (eixo
vertical) relaciona o sinal analitico obtido para cada concentracdo do padrdo. Essa relacdo
produz uma equacdo de regressdo linear y = ax + b, que € vdlida para um determinado
intervalo de concentracdo do analito, independente da técnica instrumental utilizada. O
coeficiente angular a, expressa a inclinacdo do grafico em relacio aos eixos, enquanto que o
coeficiente linear b expressa a interse¢ao do grafico com os eixos (RIBANI ez. al., 2004).

O ndmero minimo de pontos geralmente aceito nos graficos de calibracdo varia entre 5
e 6 pontos ou mais. Essas concentracdes devem ser escolhidas de forma a cobrir uma faixa de
50 a 150 % do valor que se espera encontrar na amostra de estudo (INMETRO, 2003).

Também € possivel calcular o coeficiente de correlacdo r ou o coeficiente de
determinacdo r°, que pode ser utilizado para estimar a qualidade da curva analitica uma vez
que demonstra uma menor variagdo dos dados obtidos quanto mais proximo de 1 (RIBANI ez.
al., 2004). Valores de r iguais ou superiores a 0,99 sdo recomendados pela Agencia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003) e pelo Instituto Nacional de Metrologia (INMETRO,
2003).

Os testes de linearidade realizados neste trabalho para os sistemas CCD, HPLC-DAD
e LC-MS estdo descritos abaixo.

Cromatografia de camada delgada

Foram preparadas solucdes nas concentracdes de 5,1 ug mL" para CIT e 2 pg mL™"
para OTA e aplicados quantidades crescentes, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 10 e 15 puL, destes padrdes
em placas de silica gel 60 (Merck®) que foram eluidas em cuba de vidro com a mistura dos
solventes tolueno:acetato de etila:dcido férmico (5:4:2 v/v/v). Os equivalentes em gramas
aplicados estdo ilustrados na Tabela 6. As placas eluidas foram secas em condicdes ambiente
e observadas sob a luz ultravioleta de ondas curtas e longas (254 e 366 nm).

Como limite de deteccdo foi considerado o nivel no qual, as toxinas adicionadas
podiam ser visualizadas de forma inequivoca por, no minimo, 2 analistas treinados. O limite
de quantificacdo foi avaliado considerando LOD x 3,33 como descrito por Ribani et. al.,

(2004). Esses procedimentos foram realizados com 3 repeti¢cdes.
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Tabela 6 — Concentra¢des abrangidas pela curva analitica das micotoxinas em CCD.
Pontos (uL) Citrinina (ug Kg'l) Ocratoxina A (ug Kg'l)

1 5,1 2
2 10,2 4
3 15,3 6
4 20,4 8
5 25,5 10
6 30,6 12
7 35,7 14
8 40,8 16
10 51 20
15 76,5 30

A linearidade das micotoxinas estudadas em HPLC-DAD cobriu a faixa de 1,5 a 7,5
ug mL" num total de seis pontos e o registro do sinal resposta foi tracado com o auxilio do
sistema de aquisi¢cao de dados Empower Software, que fornece o coeficiente de determinacao
(r*) e equagdo de concentracdo versus sinal. Cada ponto foi injetado trés vezes e a partir dos
valores das médias das areas foram calculados os coeficientes de variagao.

Para o LC-MS foram preparadas soluc¢des na faixa de 0,001 a 0,5 ug mL™', para ambas
as micotoxinas. O registro do sinal foi tracado com o auxilio do sistema de aquisi¢do de dados
ManLynx 4.1, que forneceu o coeficiente de determinagdo e equagdo da concentracao versus
sinal. As seis concentragdes de padrao testadas foram injetadas trés vezes. Com os valores das

areas registradas foram calculados os coeficientes de variagao.

3.8.2 Limite de detec¢do e limite de quantificacao

O limite de detec¢dao (LOD) representa a menor concentracao da substancia em exame
que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, e o limite de quantificacdo
(LOQ) representa a menor concentracdo da substancia em exame que pode ser medida,
ambos, utilizando um determinado procedimento experimental (RIBANI ez. al., 2004).

Para determinac¢do deste indicativo de mérito foi utilizado o procedimento descrito por
Thompson et. al. (2002) que pode ser calculado empregando as equacdes (2) e (3),
respectivamente.

A partir da avaliacdo dos dados de linearidade das curvas analiticas, de cada uma das

micotoxinas estudadas, foi realizada a determinag¢do da estimativa do LOD do instrumento
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(LOD;) e do método (LODy,), bem como o do LOQ do instrumento (LOQ;) e do método
(LOQm).

A partir das dreas e dos valores dos desvios padrao relativos (RSD), de cada
micotoxina presente nas seis solugdes analiticas estudadas, aplicando-se a Equacdo 2 , foi

estimado o LOD;.

LOD;=3xRSDx C eq. 2
onde: C: concentra¢do da solugdo;
RSD (%): desvio padrao relativo
O valor estimado do LOD; multiplicado pelos fatores de dilui¢do para o método de
extragdo foi estimado o LOD,, em ug.kg ™.

A partir do LOD;, foi aplicada a Equacao 3, e obtido o LOQ;.

LOQ; =LOD; x 3,33 eq. 3

O LOQ; multiplicado pelos fatores de diluicdo para o método de extracdo resultou no

LOQ,, estimado.

3.8.3. Exatiddo (recuperacao)

Esta figura de mérito representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referencia aceito como verdadeiro. E
importante observar que um valor exato ou verdadeiro € o valor obtido por uma medi¢do
perfeita e este valor € indeterminado por natureza. Na maioria dos casos, a dispersdao dos
resultados aumenta com a diminui¢do da concentracdo e a recuperacao pode diferir
substancialmente a altas e baixas concentragdes, entdo, a recuperacdo deve ser avaliada na
faixa de concentragdo esperada para o composto de interesse (RIBANI er. al, 2003). De
acordo com ANVISA isto pode ser feito adicionando a substincia em pelo menos trés
diferentes concentragdes, proximos ao limite de quantificagdo. Neste trabalho foram
realizadas contaminacdes em trés diferentes niveis 10, 12, 14 e 35, 40, 51 pg Kg' para

ocratoxina A e citrinina, respectivamente, para avaliar a recuperacdo em CCD.
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Para avaliar a exatiddao da metodologia proposta em HPLC-DAD e LC-MS, foram
fortificadas amostras de farelo de arroz em trés diferentes niveis 3, 4 e 6 ug Kg'l; 0,1; 0,4 e
0,6 ug.kg ' para ocratoxina A e 8, 10, 15 ug Kg'lpara citrinina, e a recuperagio foi avaliada.

Os intervalos aceitdveis de recuperacdo para andlise de traco estdo entre 70 e 120%

com precisao de até + 20% (GARP, 1999).

3.8.4. Precisao (repetitividade)

A precisao representa a dispersdo de resultados entre ensaios independentes, repetidos
de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condicoes definidas. Ela é
avaliada pelo desvio padrdo absoluto (c), que utiliza um niimero significativo de medicoes,
normalmente maior que 20. Na prética, em validagdao de métodos, o nimero de determinacdes

¢ geralmente pequeno e o que se calcula é a estimativa do desvio padrdo absoluto (s)

(RIBANI et. al., 2004), demonstrado na equacao 4.

-
= =TT

eq.4

A precisdo, é expressa através do coeficiente de variacdo (CV), demonstrado na

equagao 5.
CV (%) = >x100 eq.5
X

Em métodos de andlise de tragco ou impurezas, sdo aceitos CV de até 20%. Neste
trabalho a precisdao foi avaliada com trés niveis diferentes de contaminag¢des, para todos os
sistemas. No caso da CCD os resultados foram avaliados de acordo com a intensidade da
fluorescéncia caracteristica das micotoxinas, e, calculando a média das areas para HPLC-

DAD e LC-MS.
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3.9 Aplicacio do procedimento desenvolvido

Para avaliar a aplicabilidade do procedimento de extracdo, separacdo e quantificacao
de ocratoxina A e citrinina, simultaneamente, desenvolvidos, foram utilizadas 38 amostras de
arroz (Oryza sativa, L.) constituidas por arroz cultivado nos campos experimentais do IRGA,
unidade de Cachoeirinha e arroz armazenado em silos.

As amostras analisadas estavam distribuidas conforme as fracdes de beneficiamento da
variedade BR IRGA 417 da safra 2007/2008 das mais utilizadas nas culturas do RS conforme
seguinte separacdo: arroz branco tratado e ndo tratado, arroz branco com casca tratado e ndo
tratado, arroz parboilizado sem casca tratado e ndo tratado, arroz parboilizado com casca
tratado e ndo tratado. As amostras provenientes de silos foram: farelo de arroz, arroz com
casca coletadas em silos das unidades IRGA de Cachoeirinha, provenientes da safra de

2006/2007.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Adequacdes dos sistemas cromatograficos

4.1.1 Cromatografia em camada delgada

Foram preparadas solugdes analiticas das duas micotoxinas na concentracao de 10 pug
mL" em benzeno:acetonitrila (98:2 v/v). As misturas de solventes testadas para separacio da
citrinina e ocratoxina A simultaneamente, foram escolhidas de acordo com a série eluotrépica
(COLLINS, 2006) ilustrada no anexo A, considerando que as duas micotoxinas possuem
carater mediamente polar, sendo a citrinina menos polar que a ocratoxina A. Os fatores de

retengdo determinados nas diferentes fases moveis estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 — Eficiéncia da elui¢do de OTA e CIT em diferentes solventes.

Mistura de Solventes Revelagdo RfOTA  RfCIT
Tolueno:Acetato de Etila:Cloroférmio: Acido Vapor de NH; por 10 0,8 0,8
Férmico (7:5:5:0,5)

Tolueno:Acetato de Etila:Cloroférmio:Acido  Vapor de NH; por 10’ 0,46 -
Férmico (7:5:5:1)

Tolueno:Acetato de Etila:Cloroférmio: Acido Vapor de NH; por 10’ 0,69 0,76
Férmico (7:5:5:2)

Tolueno:Acetato de Etila:Cloroférmio: Acido Vapor de NH; por 10 0,92 0,92

Eérmico (7:5:5:3) )
Eter Etilico:Hexano:Acetato de Etila:Acido AlCl;:MeOH 20% seco 0,84 -

Férmico (7:9:4:2) ) 105°C por 5’

Tolueno:Acetato de Etila:Acido Fdérmico Sem revelagao 0,69 0,65
'(l;sgillzlglozAcetato de Etila: Acido Férmico Sem revelacao 0,69 0,63
Efsc;fu:f?r)lo:Acetato de Etila:Acido Férmico Sem revelagao 0,69 0,66
El“%iiflzr)lo:Acetato de Etila:Acido Férmico Sem revelagao 0,69 0,65
(6:4:2)

(-): ndo foi visualizado.



60

A mistura de solventes selecionada foi a de tolueno:acetato de etila:dcido férmico
(5:4:2 v/v/v) utilizada por Dawlatana et. al. (1996) para ocratoxina A e posteriormente testada
para citrinina por Pepeljnjak et. al. (2002). Em um ambiente 4cido, conferido pelo 4cido
férmico a fluorescéncia fraca da citrinina foi acentuada, sendo visualizada com o tom amarelo
que lhe confere o nome, (VAZQUEZ et. al., 1997) sem afetar a fluorescéncia verde da
ocratoxina A (RIBEIRO et. al, 2006). Além disso, este eluente, proporcionou a melhor
separacdo das micotoxinas, como pode ser observado na Figura 9, onde a fluorescéncia de

maior Rf é a ocratoxina A e a de menor a citrinina.

Ocratoxina A

Citrinina

Figura 9. Curva analitica em CCD.

4.1.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de diodos

Para estabelecer as melhores condi¢des cromatogréficas para detec¢do das micotoxinas
(Tabela 8) foram feitas seis injecdes da mistura delas. O comprimento de onda escolhido foi o
universal, isto €, de 254 nm. Na tabela 8 aparecem as condi¢des que proporcionaram a melhor

resolucao e na Figura 10 estdo os perfis da absorcdo delas a 254 nm.
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Tabela 8 — Condicdes cromatograficas para as micotoxinas OTA e CIT

Pardametros HPLC-DAD

Coluna Synergi Fusion — RP 80 A (250 x 4,6 mm d. i. 4)
Fase Movel Acetonitrila:Agua Purificada pH 3,0 (50/50 v/v)
Vazdo da fase mével 1 mL min™

Alga de injecao 20 uL

Tempo de corrida 20 minutos

Detector Arranjo de Diodos (DAD), 254 nm
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Figura 10. Cromatogramas de citrinina e ocratoxina e seus espectros em 254 nm.

Devido ao detector de arranjo de diodos também foi possivel verificar o cromatograma
de cada micotoxina no seu méiximo de absor¢do. Para a citrinina em 330 nm e 217 para

ocratoxina A, como mostra as Figura 11 e 12.
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Figura 11. Cromatogramas da citrinina em 330 nm.
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Figura 12. Cromatogramas da ocratoxina A em 217 nm.
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4.1.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado ao espectro de massas

Foram realizadas quatro injecOes para estabelecer as melhores condicdes
cromatograficas para deteccdo da citrinina e ocratoxina A esses dados para as melhores
condi¢des operacionais para o detector de massas estdo ilustradas na Tabela 9. Com estas

condicdes, o perfil do cromatograma das duas micotoxinas pode ser observado na Figura 13.

Tabela 1 — Condicdes cromatograficas e parametros estabelecidos.

Parametros LC-MS

Coluna Waters® X Terra MS Cig (3,0 x 50 mm d. i. 3,5 um)
Fase Movel Acetonitrila:Agua purificada (60:40 v/v)

Vazio da fase moével 0,4 mL min’!

Alga de injecao 10 uL

Tempo de Corrida 7 minutos

Analise MRM - Monitoramento de rea¢des multiplas

Voltagem do capilar (KV) 4,0
Voltagem do cone (KV) 30
Temperatura da fonte (° C) 120

Desolvatagdo (° C) 350
Pressao gas de colisao Argénio 3,5 10° bar
Ionizagdo ESI - (Citrinina) e ESI+ (Ocratoxina A)
Energia de Colisao (eV) 12 (Citrinina) e 15 (Ocratoxina A)
lon precursor 249 (Citrinina) e 404 (Ocratoxina A)
Ion produto 205 (Citrinina) e 239 (Ocratoxina A)
100 OctrsizinA_ ooy oo,
1a7ez || 2879 [l
1.18e3 .| | 2 8801 | |
| | o |
N I
! I| | i
LY r , ”I,I‘u. min [ ..... ...'|f..-.\ ™ ey Mn
2,00 4,00 £,00 Co2ph 400 6.00

Figura 13. Cromatogramas da ocratoxina A (A) e citrinina (B).

De acordo com a Figura 13 a intensidade do pico da ocratoxina A (1.19 ¢’) foi
superior ao da citrinina (2.88 ¢') do mesmo modo que a forca de colisdo do gds 1187,62 para

ocratoxina A e 28.79 para a citrinina.
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4.2 Efeito da granulometria na recuperaciao das micotoxinas

Os resultados do efeito da granulometria na recuperagdo das micotoxinas usando a
extracdo pelo método QuEChERS (ANASTASSIADES et. al, 2003), identificacdo e

quantificacdo em sistema LC-MS estao apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 — Efeito da granulometria das amostras na recuperacido da OTA e CIT.
Granulometria Recuperacio OTA CVora Recuperacio CIT CV¢rr

(Tiler) (%) (%) (%) (%)
14 97,7 0,8 83,5° 2,8
24 96,7" 2.3 97,5¢ 4,7
28 103,7° 0,1 106,1° 2,0
32 110,2° 0,1 115,5° 1,1
35 118 1.8 96,74 5.6
42 111,7° 0,7 131,6* 0,6

>42 77.5° 1,0 76,9 4,0

CV (%): Coeficiente de variagdo.
abedel Toste de Tukev (SAS, 2003).

O tiler 42 resultou num extrato escuro atribuido a interferentes tais como agucares e
lipidios presentes no grado que ocasionaram uma superestimag¢do nos niveis recuperados
superior a 100% o que ndo é recomendavel pela possibilidade de detectar falsos positivos.

Para citrinina a distribuicdo amostral foi considerada normal e homocedastica
(independente), isto €, a curva analitica pode ser construida pelo método dos minimos
quadrados e para a ocratoxina A normal e heterocedéstica (dependente) demonstrando a
variancia das respostas com as granulometrias 32 e 42 para OTA e 24 e 35 para CIT, assim de
acordo com a utilizacio da ANOVA e teste de Tukev (BOX 1953) onde p < 0,05 ndo havia

diferencga significativa entre esses resultados, como ilustra a Figura 14.

Figura 14. Distribuicao amostral da normal da OZTA e CIT.
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Devido a pequena diferenca em relagdo ao tamanho da particula entre os tiler 32 e 35,
foi adotada a granulometria 32 tiler para determinagdo simultinea das micotoxinas de
interesse, faixa granulométrica que proporcionou melhor recuperacdo e um rendimento em

massa maior.

4.3 Recuperacoes das micotoxinas pelos diferentes métodos

Nesta etapa a estimativa dos teores das micotoxinas presente na amostra foi efetuada
através da comparacdo visual da intensidade de fluorescéncia das manchas suspeitas apds
eluicdo delas em cromatografia de camada delgada (Tabela 11), com as dos padrdes,
utilizados em concentracdes crescentes na faixa de linearidade. Os percentuais de recuperagao

foram estimados em funcao da contaminacao inicial da amostras.

Tabela 11 — Recuperagio (%) de CIT e OTA em CCD
Extracoes  Soares e Rodrigues-Amaya Tanaka QuEChERS Ultrassom

Citrinina 60 80 70 50
Ocratoxina A 90 100 90 60

Para a ocratoxina A, com exce¢do do método que emprega ultrassom, todos os
métodos apresentaram recuperagdo entre 90 e 100 %, e estdo conforme relatos dos autores
Sylos et. al. (2003) e Furlong (2003). Para citrinina as melhores condi¢des para a recuperacao
foi verificada com o método Tanaka. Em vista da recuperagdo promissora do método
QuEChERS e das vantagens dele em termos de geragdo de residuo e tempo de exposi¢ao do

analista este foi escolhido para otimizagao.
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4.4 Otimizacao do procedimento de extracao QUEChERS

Apesar da simplicidade e recuperagdo promissora do método QUEChERS a agitacdo
manual para extracdo (LEHOTAY et. al., 2005, ANASTASSIADES et. al., 2003) tornando
dependente do analista, e constitui um parametro de dificil controle. Entdo a otimizagao
comegou com esta etapa através de quatro ensaios realizados em amostras fortificadas com
100 pg Kg' efou 0,66 ug mL"' tendo como varidveis a forma e o tempo de agitagdo. Os
resultados estdo na Tabela 12. A agitacdo continua com a utilizacdo de um equipamento
facilitou o controle desta varidvel, mantendo-a uniforme e com uma recuperagdo de 95 % se
empregado agitagdo em agitador orbital durante 10 minutos, 1600 rpm, a temperatura

ambiente.

Tabela 12 — Efeito das condi¢des de agitacdo na recuperacao.

Agitacdo Média S CV ugmL’' ugKg' Rec. (%)
(min) (%)
Manual
0,5 799,85 64,34 8,04 0,29 43 43
1 1013,70 71,66 7,07 0,36 54 54
1,5 681,43 7,36 1,08 0,24 37 37
Agitador tubos
5 668,85 8,79 1,31 0,24 36 36
10 742,42 44,08 594 0,27 40 40
30 1361,35 37,68 2,77 0,49 73 73
Agitador orbital
5 1180,75 20,16 1,71 0,42 63 63
10 1759,62 18,59 1,06 0,63 95 95
30 1646,67 51,92 3,15 0,59 88 88
Ultrassom
5 1557,59 4995 3,21 0,56 84 84
10 1672,68 14,22 0,85 0,60 90 90
30 1618,61 82,37 5,09 0,58 87 87

S: desvio padrao; CV: coeficiente de variacdo; Rec.: recuperacdo.

Os dados comprovam que a agitacdo manual nao é uniforme além de tornar o trabalho
penoso para o analista. Além disso, o aumento do tempo de agitacio manual tendeu a
diminuir o nivel de recuperagao em 68 %. Nos demais sistemas de agitacdo, onde houve um

aumento do contato soluto/solvente, ndo foram verificados diminuicdo significativa da
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recuperagdo. As melhores recuperagdes foram verificadas aos 10 minutos tanto para agitador
orbital como em banho de ultrassom, com valores de 95 e 90 %, respectivamente. Foi
selecionado o uso de agitador orbital durante 10 minutos.

Para validar o método QuEChERS foi realizado um planejamento fatorial na ordem de
24 (RODRIGUEZ, 2005), tendo como varidveis: dgua adicionada (10 (-1), 15 (0) e 20 mL
(+1)), acidificacao do solvente de extracdo (sem adi¢do (-1), 0,05 (0) e 0,1 mL (+1)),
propor¢ao dos sais utilizados (sulfato de magnésio 6 (+1), 4,5 (0) e 3 g (-1), acetato de s6dio
3,4 (+1),2,6 (0)e 1,7 g (-1) e citrato de soédio 2 (+1), 1,5 (0) e 1 g (-1)) e celite (200 (-1) e 500
mg (+1)). Uma contaminacio de 5 pg Kg' de ocratoxina A e citrinina, foi utilizada para a
realizacdo destes experimentos em amostras de arroz, as recuperacdes e desvio padrdo relativo
encontram-se na Tabela 12.

A andlise estatistica dos dados do planejamento experimental foi realizada através do
programa Statistical Analyses System 6.0, considerando o desvio padrio relativo e a
recuperagdo da ocratoxina A como resposta das varidveis em estudo (Tabela 13). Nao foi

possivel, realizar a leitura para a citrinina devido a um imprevisto no equipamento.

Tabela 13 — Recuperagdo do planejamento em relacdo a recuperacdo da OTA.
Exp. Média S CV% upgmL’ ugKg' Rec %

39,09 5,11 13,08 0,01 2,1 42
64,84 981 15,14 0,02 3.5 70
54,60 5,24 9,60 0,02 2.9 59
76,11 6,34 8,33 0,03 4,1 82
97,63 7,62 7,81 0,03 5,2 105
14,55 291 20,01 0,01 0,8 16
68,20 10,48 15,36 0,02 3,7 73
35,32 3,60 10,20 0,01 1,9 38
76,92 7,01 9,11 0,03 4,1 83
85,54 11,76 13,74 0,03 4,6 92
67,45 420 6,22 0,02 3,6 72
84,776 7,84 9,24 0,03 4,6 91
97,36 8,92 9,16 0,03 5,2 105
92,86 6,57 17,08 0,03 5,0 100
82,00 427 521 0,03 4.4 88
4790 093 1,95 0,02 2,6 51
55,80 3,29 5,89 0,02 3,0 60
63,87 449 7,03 0,02 34 69
54,23 422 7,79 0,02 2.9 58
79,69 195 245 0,03 4,3 86
72,73 4,88 6,71 0,03 3.9 78
22 78,30 1,23 1,57 0,03 4,2 84

Exp.: Experimento; S: Desvio padrio; CV: coeficiente de varia¢do; Rec.: Recuperacdo.
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Os dados da Tabela 13 permitiram verificar que os pontos que obtiveram a melhor
recuperagdo, aproximadamente de 100 a 105% foram: 5, 13 e 14. Nestas condigdes a
quantidade de dgua 6tima adicionada foi de 20 mL, com acetonitrila acidificada a 0,1 % de
acido acético e a menor quantidade dos sais, 3 g de sulfato de magnésio; 1,7 g de acetato de
sodio; 1 g de citrato e 200 mg de celite empregados. Na Tabela 14 aparecem especificados os
coeficientes dos efeitos de cada varidvel estudada em relacdo ao desvio padrdo obtido no

planejamento.

Tabela 14 — Efeitos e coeficientes para as varidveis estudadas em relagdo ao RSD.

Fatores Efeito Desvio padrdo P

Média 8,75818  0,552210 0,000018
Umidade -4,72750 1,295048 0,014741
Acidificagdao -0,96000 1,295048 0,491847
Sais -3,62750 1,295048 0,037946
Celite 1,26750  1,295048 0,402663

A eficiéncia da metodologia para as amostras de arroz pode ser verificada através da
andlise do coeficiente de variacdao (CV), permitindo observar que os fatores, umidade e niveis
de sais, influenciaram significativamente (p < 0,05). Para estas duas varidveis, a repetitividade
dos dados, menor CV, foi observada quando utilizada uma amostra com maior volume de
dgua adicinado (20 mL) e menor quantidade de sais (3 g sulfato de magnésio, 1,7 g acetato de
sodio e 1 g citrato de sédio) para separacao da fase organica da aquosa, como demonstrado na

Figura 15.
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Figura 15. Superficie de resposta para os resultados em relacdo ao CV.
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Estas informacdes foram importantes indicadores para adaptacdo de metodologia, pois
os niveis recuperados eram confidveis para aplicacdo em levantamento de ocorréncia de
contaminacdo e estimativa de risco de dano no consumo, uma vez que as figuras de mérito
atendem a especificada por legislacio da Comunidade Européia. Na Tabela 15 estdo

apresentados os resultados do efeito da recuperagdo obtido no planejamento.

Tabela 15 - Efeitos e coeficientes para as varidveis estudadas em relagdo a recuperacao.

Fatores Efeito Desvio padrao p

Média 72,8182  2,564619 0,000001
Umidade 24,6250 6,014566 0,009408
Acidificagdo -1,8750  6,014566 0,767816
Sais -7,3750  6,014566 0,274721
Celite -10,8750 6,014566 0,130389

O indice de recuperagdo para esta metodologia adaptada também indicou a varidvel
umidade como significativa aumentando o efeito da recuperacdo em 24,6% (p < 0,05) quando
utilizado o maior volume de 4gua adicionada. Estes dados sugerem que a maior eficiéncia da
extracdo decorreu da hidratacdo do tecido celular facilitando a migracdo do solvente para o
interior da matriz. Quando se trata de analito presente em quantidades tracos, é importante
verificar efeitos com significancia de até p = 0,3 (CAULCUTT et. al., 1983), como foram os
verificados para a concentracdo de sais e celite associados ao efeito na diminui¢do da
recuperagdo de 7,4 e 10,8%, respectivamente. Devido a isto, foram realizadas ensaios para
verificar as avaliacdes em relagc@o aos sais e celite utilizados, os resultados estdo apresentados
na Tabela 16 e 17.

Foram realizados seis experimentos que utilizaram como base a melhor condi¢do do
planejamento, ou seja, o ponto de maior recuperacdo (experimento 13, Tabela 13), no qual foi
utilizada a maior quantidade de dgua. As varidveis empregadas foram acidificacdo com acido
acético glacial (0,1 e 0,2 mL), sulfato de magnésio (3; 1,5; 0,85; 0,5 e g), acetato de sédio
(1,7; 0,85 e 0 g) e citrato de sédio (1; 0,5 e 0 g), a contaminagdo estudada foi de 5 ppb.
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Tabela 16 — Combinagao das varidveis do experimento 13.

Ensaios  Acidez Sulfato de magnésio  Acetato de sédio  Citrato de sodio  Celite

(mL) (g) (g) (g) (g)
1 0,1 3 1,7 1 0,2
2 0,2 - - - 0,2
3 0,2 1,5 0,85 - 0,2
4 0,1 1,5 0,85 - 0,2
5 0,2 0,85 - - 0,2
6 0,2 0,5 - 0,5 0,2

(-) Sem adicao.

O ensaio 3 foi o que apresentou a melhor combinagdo de concentragdo salina (1,5 g
de sulfato de magnésio e 0,85 g de acetato de sddio), acidificacdo (0,2 mL) e quantidade de
celite (0,2 g) adicionada, resultando em 98% de recuperacdo da micotoxina, como mostra a

Tabela 17.

Tabela 17 — Resultados do efeito das varidveis do planejamento na recuperacao.
Ensaios Média S CV% ugmL' ppb Rec %
73,38 0,83 1,13 0,03 4 78,9
61,87 0,79 1,28 0,02 3 66,5
91,20 2,51 2,75 0,03 5 98,1
3
1

55,775 0,13 0,23 0,02 60,0
23,63 1,14 4781 0,01 25,4
52,93 1,02 1,93 0,02 3 56,9

S: desvio padrdo; CV: coeficiente de variacao; Rec.: Recuperagdo.

NN B W -

A acidificac@o da acetonitrila para extragdo teve como fim minimizar a instabilidade
dos compostos estudados em meio bésico, ficando demonstrado seu efeito benéfico nos
resultados do terceiro ensaio. A menor instabilidade também foi observada com o
tamponamento decorrente da adicdo de 0,1% de acido acético glacial e acetato de sédio no
mesmo ensaio. A adicdo de sulfato de magnésio e citrato de sédio promoveram uma eficiente
particao liquido-liquido, facilitando a remog¢do de componentes polares da matriz (LEHOTAY
et. al., 2005). No entanto nido foi observada diferenca significativa quando da adi¢do do
citrato de sédio.

A centrifugacao, que fornece uma separagdo fisica perfeita das fases, o clean up e a
remocdo de dgua residual foram executadas simultaneamente utilizando a extracdo em fase

sOlida dispersiva, onde o sulfato de magnésio, como descrito na metodologia para pesticida
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(ANASTASSIADES et. al., 2003), foi também adequado para emprego neste caso. Extratos
mais limpos foram verificados apds a adicao de celite (CALDAS et. al., 2002), que limita a
quantidade de componentes extraidos da matriz, tais como lipidios e agticares (BADIALE-
FURLONG et. al, 1995). Estas etapas seguidas da agitacdo e centrifugacdo do extrato

possibilitaram a andlise cromatografica.

4.4.1 Método QuEChERS adaptado

O método QuEChERS adaptado para a extragdo simultinea das micotoxinas,
ocratoxina A e citrinina, neste trabalho consistem no procedimento (ilustrado no anexo C) a
seguir descrito. Foram tomada 10,0000 g da fragdo de amostra de arroz triturado em moinho
de facas e proveniente da fracdo granulométrica 32 tiler em um erlenmeyer ao qual foi
adicionado 20 mL de dgua destilada e 20 mL de acetonitrila acidificada com 0,2 mL de acido
acético glacial. A homogeneizacdo da mistura foi realizada em mesa agitadora orbital durante
5 minutos a 800 rpm, adicdo de 1,5 g de sulfato de magnésio; 0,85 g de acetato de sédio e
nova agitacdo durante 5 minutos, 800 rpm. O material foi centrifugado por 8 minutos, ao
sobrenadante foram adicionados 0,3 g de sulfato de magnésio e 0,2 g de celite, agitados
manualmente durante 1 minuto e nova centrifugacdo por 8 minutos. O sobrenadante foi seco

em concentrador sob nitrogénio. Todas as extracdes foram realizadas em triplicata.

4.5 Validacoes dos procedimentos

4.5.1 Cromatografia de camada delgada

Estabelecido o eluente da cromatografia de camada delgada que melhor separou as

micotoxinas, tolueno:acetato de etila:acido formico (5:4:2 v/v/v), foram avaliados os limites
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de deteccdo e quantificacdo da ocratoxina A e citrinina. Na Tabela 18 estdo apresentados a

performance caracteristica da separacdo de OTA e CIT em camada delgada.

Tabela 18 - Indicativos para andlise em CCD.

Indicativos analisados Citrinina Ocratoxina A
Curva analitica (ug Kg') 34a76,5 20a30

LOD (ug Kg™) 10,2 6

LOQ (ug Kg™h 34 20
Recuperacao (%) 74 84

Rf 0,63 0,69

De acordo com estudos realizados em diferentes matrizes utilizando cromatografia de
camada delgada os limites de detec¢do e quantificacdo foram aceitdveis. Autores como Caldas
et. al. (2002), utilizaram CCD para determinar ocratoxina A em amostras de amendoim, o
limite de quantificacdo encontrado foi de 25 pug Kg'. Sylos et. al. (2003) analisaram a
presenca de ocratoxina A, aflatoxina B; e B, a partir de CCD em 68 amostras de arroz
distribuidas entre integral e polido, encontrando para ocratoxina A valores de LOD de 4 ¢ 9
ng Kg' para arroz polido e LOQ de 9 e 10 pg Kg' para arroz integral, de todas as amostras

nenhuma apresentou contaminagao com ocratoxina A.

4.5.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A Tabela 19 apresenta as dreas relativas a concentracio (1,5 ug mL™) capaz de gerar
um sinal trés vezes maior que a menor concentragio (0,5 ug mL™). A Tabela 20 apresenta os
indicativos de mérito para determinacao das micotoxinas em estudo no sistema HPLC-DAD e
nas Tabelas 21 e 22 para LC-MS. A maior drea observada para a citrinina esta conforme a sua

absortividade sob o0 250 nm em metanol.
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Tabela 19 — Areas relativas para CIT e OTA em HPLC-DAD.

Micotoxina Concentracio Area | Area 2 Area 3 Média
(ugmL")

Citrinina 1,5 14547,61 14486,99 14839,28 14624,63

Ocratoxina A 1,5 8337,74 8321,19 8190,64 8283,19

Tabela 20 — Indicativos de desempenho do HPLC-DAD

Indicativos Citrinina Ocratoxina A
Linearidade (g mL™) 1,5a7,5 1,5a5
Equacdo da curva y= 810° - x +3,54-10° y= 4,9.10°. x + 1,78 .10”
Coeficiente de determinacao 0,994 0,995
LOD (ug Kg) 0,73 0,89
LOQ (ug Kg'™) 2.4 3
Recuperagao 90 102
Desvio padrao 188,35 80,58
Desvio padrao relativo 1,3 0,97

Autores como Juan et. al. (2008) analisaram a presenca de ocratoxina A em 83
amostras de cereais utilizando o sistema HPLC-FLD, os limites de detec¢do e quantificacdo
encontrados foram de 0,05; 0,19 ug Kg'l, respectivamente. Soriano et. al. (2004) avaliaram a
presenca de ocratoxina A em 60 amostras de cereais pelo sistema HPLC-FLD e encontraram
o limite de deteccdo de 0,25 ug Kg' e quantificacdo de 0,75 pug Kg'. Monaci ez. al. (2005)
analisaram ocratoxina em 30 amostras de salame italiano utilizando o sistema HPLC-FDL, o
limite de detecgdo encontrado foi de 0,06 ug Kg™'. Meister ez. al. (2004) utilizaram o sistema
HPLC-FLD para analisar a presenca de citrinina em amostras de cereias € obtiveram como
limite de deteccdo e quantificacdo entre ~1-2 ug Kg' e 3-5 ug Kg', Leszkowiez et al. (2007)
analisaram a presenca de ocratoxina A e citrinina em cereais comercializados na Franca
utilizando HPLC-FLD, os limites de deteccdo e quantificacdo encontrados foram 0,11; 0,35
ng Kg' para citrinina e 0,08; 0,25 pug Kg' para ocratoxina A. Outros detectores também
foram estudados como por Goldberg et. al. (2001) utilizou HPLC-DAD para determinagao de
ocratoxina A em amostras de vinho e cerveja e encontrou limites de detec¢do e quantificacao
de 0,05 ¢ 0,1 pg.L"'. Embora fosse esperados limites de deteccdo e quantificacdo superiores
aos que se esperariam empregando detector de fluorescéncia, os estabelecidos neste trabalho

permitem cumprir as exigéncias legais para estas micotoxinas.
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Tabela 21 — Areas relativas a CIT e OTA em LC-MS.

Micotoxina ~ Concentracdo  Area I Area 2 Area 3 Média
(ugmL")
Citrinina 0,025 1,83 1,87 1,68 1,79
Ocratoxina A 0,005 15,59 16,56 15,79 15,98

No caso deste detector as maiores dreas foram verificadas para a ocratoxina A,
possivelmente decorrentes de sua fragmentacdo no detector gerando fons de maior massa
(anexo D) concentracdo versus sinal. Este aspecto reflete nos menores limites de deteccao e
quantificagdo mostrada na Tabela 22.

Autores como Degelmann et. al.(1999) determinaram ocratoxina A utilizando LC-MS
em amostras de cerveja, os limites de detec¢do e quantificacdo encontrados foram de 0,01;
0,03 ug L, semelhantes a Zoellner et. al. (2000) que analisaram a presenca de ocratoxina A
em amostras de vinhos utilizando o sistema LC-MS, com limite de deteccio de 0,025 pg L™.
No entanto, Spanjer ef. al., (2008) analisaram a presenca de 33 micotoxinas em diversas
matrizes, empregando este detector e os limites de quantificacdo encontrados para ocratoxina

A e citrinina foram: 1 ng Kg” e 10 ug Kg', superiores ao deste trabalho.

Tabela 22 — Indicativos de desempenho do LC-MS

Indicativos Citrinina Ocratoxina A
Linearidade (ug L™ 25 a 500 5a500
Equacao da curva y=55,61 .x+0,12 y=2684,69 - x + 2,93
Coeficiente de determinacao 0,986 0,992

LOD (ugKg™) 2,16 0,02

LOQ (ug Kg™) 7.2 0,07
Recuperacio (%) 80 105

Desvio Padrao 0,003 0,51

Desvio Padriao Relativo (%) 1,6 3,2

Analisando as equagdes das curvas analiticas, dos dois procedimentos
cromatograficos, concluiu-se que o modelo linear (Figura 16 e 17) € adequado para as
micotoxinas em estudo, pois fornecem coeficientes de determinacdo (r*) maiores que 0,98,
demonstrando que os sistemas fornecem resultados diretamente proporcionais a concentracao

das micotoxinas em estudo, dentro da faixa de aplicacdo.
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Calibration Plot Calibration Plot

Figura 16. Linearidades da citrinina (A) e ocratoxina A (B) em HPLC-DAD.
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Figura 17. Linearidade da citrinina (A) e ocratoxina A (B) em LC-MS.
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Os resultados encontrados demonstram que os limites de detec¢do encontrados para
citrinina e ocratoxina A em camada delgada foram 4,7 e 6 vezes maior que para cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos e 14 e 300 vezes maior que
cromatografia liquida acoplada a detector de massas. Os limites de quantificacdo das duas
micotoxinas ficaram dentro do exigido pela legislacdo européia para OTA de 5 pg Kg'1 para
HPLC-DAD e LC-MS. Na cromatografia de camada delgada esse valor ficou 4 vezes acima
do estabelecido para ocratoxina A.

Dentre os critérios estabelecidos para avaliacdo da exatiddo e precisdo estd a faixa
aceitdvel estabelecida pela ANVISA que aceita valores de recuperacdes entre 70-120 % e para
coeficiente de variacdo (CV) ndo superiores a 20 %. Os resultados da precisdao em termos de
repetitividade foram aceitdveis, uma vez que estdo dentro do limite para as duas micotoxinas,
variando entre 1,3 e 1,6 % para citrinina e 0,96 e 3,2 % para ocratoxina A. A exatiddo em
termos de recuperacdo seguiu 0 mesmo comportamento com valores que variaram entre 74 e

90 % para citrinina e 84 e 105 % para ocratoxina A.
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4.6. Aplicacao do procedimento em amostras

Depois de efetuada a validagdo do método, este foi aplicado em amostras de arroz
(Oryza sativa, L.) e os derivados destinados ao consumo humano provenientes de campos
experimentais do IRGA unidade Cachoeirinha na safra de 2007/2008, e de silos da unidade
cultivados em duas safras anteriores.

Apesar da superioridade do desempenho dos sistemas cromatogrificos HPLC a
triagem da ocorréncia de micotoxinas foi realizada em cromatografia de camada delgada por
ser um método de fécil realizacdo e pelos seus limites de detec¢do encontrada ser superiores

ao HPLC-DAD e LC-MS. Os resultados da triagem estdo apresentados na Tabela 23.

Tabela 23 — Contaminac¢do com OTA e CIT detectada em amostras analisadas por CCD.

Amostras N°de amostras N°de amostras positivas (%)
OTA CIT
Arroz com casca parboilizado tratado 3 3 (100) nd
Arroz com casca parboilizado nao tratado 3 1(33) nd
Arroz branco natural polido tratado 3 nd nd
Arroz branco natural polido ndo tratado 3 nd nd
Arroz com casca natural tratado 3 nd nd
Arroz com casca natural nao tratado 3 nd nd
Arroz polido parboilizado tratado 3 nd nd
Arroz polido parboilizado nao tratado 3 nd nd
Farelo parboilizado tratado 3 nd nd
Farelo parboilizado ndo tratado 3 nd 1(33)
Farelo branco natural polido tratado 3 nd nd
Farelo branco natural polido nao tratado 3 nd nd
Farelo de arroz branco armazenado em Silo 1 nd nd
Arroz natural com casca armazenado em Silo 1 1 (100) nd

(nd) ndo detectado

Do total de amostras 33 (87%) ndo apresentaram contaminagdo com ocratoxina A e 37
(97%) com citrinina. A contaminacdo de ambas na mesma amostra nao foi verificada pela

triagem.
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4.6.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos

Os resultados encontrados para a andlise da presenga de ocratoxina A e citrinina nas

amostras encontram-se apresentados na Tabela 24.

Tabela 24 — Contaminagdo por OTA e CIT nas amostras analisadas por HPLC-DAD.

Amostras N°de amostras CV% ug mL"  Micotoxina ( ug Kg'] )
positivas OTA CcIT
Farelo parboilizado 1 (33%) 741 0,83 nd 120
ndo tratado
Arroz Nat. com casca 1 (100%) 3,37 3,73 560 nd

armazenado em silo
(CV): coeficiente de variagdo; (nd) ndo detectado.

Na safra 2007/2008 no total de 38 amostras analisadas a presenca de ocratoxina A
ocorreu na amostra de arroz natural com casca armazenado em silo com uma contaminagdo de
560 ug Kg'l, 112 vezes acima do recomendado pela Legislacdo da Unido Européia que prevé
para cereais a contaminacio de ocratoxina A de no maximo 5 pg Kg''. A citrinina ocorreu em
uma das amostras de farelo parboilizado nio tratado, com uma contaminagdo de 120 pg Kg™'.
A concentragdo determinada pode ser considerada elevada se comparada aos LMT
estabelecidos pela mesma legislagdo para micotoxinas de efeito semelhante como a ocratoxina
A.

Comparativamente ao procedimento de CCD este se mostrou eficiente para deteccao

da contaminagdo que foi coincidente com os dados do sistema HPLC-DAD.

4.6.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia LC-MS

Os resultados encontrados para andlise de ocratoxina A e citrinina nas amostras de

arroz em LC-MS/MS encontram-se ilustradas na Tabela 25.
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Tabela 25 — Contaminagao por OTA e CIT determinados por LC-MS

Amostra cv ug mL  Micotoxinas ( ug Kg'] )
(%) OTA cIr

Arroz com casca parboilizado tratado 1 14,70 0,03 4 nd
Arroz com casca parboilizado tratado 2 4,36 0,02 3 nd
Arroz com casca parboilizado nao tratado 0,88 0,02 3 nd
Farelo parboilizado ndo tratado 6,17 0,86 nd 129
Farelo de arroz branco armazenado em silo 3,49 0,08 nd 12
Arroz natural com casca armazenado em silo 3,07 3,73 560 nd

(CV):Coeficiente de variagdo; (nd): ndo detectado.

Do total das 38 amostras, 4 delas apresentaram contaminacdo com ocratoxina A, sendo
que 3 estavam com niveis abaixo do limite estabelecido pela Unido Européia (5ug Kg™'). Em
uma Unica amostra o nivel alcangou 560 ppb, estando 112 vezes acima do LMT estabelecido.
Ainda, 2 delas apresentaram contaminacdo por citrinina nos niveis de 12 ¢ 129 pg Kg' e
nenhuma amostra apresentou contamina¢do simultdnea com ambas as micotoxinas.

Este sistema cromatografico, conforme o esperado, permitiu a verificacdio de um
percentual maior de amostras contaminadas, inclusive abaixo dos niveis recomendados, que

ndo isenta o risco de consumo cronico.



5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que as modificacdes
empregadas ao método de extracio QuUEChERS realizadas neste estudo, refletiam suas
vantagens principais: rapidez, simplicidade, confiabilidade, robustez, baixo custo, baixo
consumo de solventes, ndo necessitando de equipamentos e vidrarias especiais.

O método omite ou substitui muitas etapas analiticas complicadas empregadas
geralmente nos métodos tradicionais tais como Soares e Rodrigues Amaya (1989), Tanaka
(2001) e ultrassom (Palma et. al., 2007). A etapa de extracao e homogeneizacdo foi otimizada
com a utilizagdo de agitador orbital e acidificacdo do solvente extrator, a particdo foi
otimizada pela quantidade de adi¢do dos sais sulfato de magnésio e acetato de sodio, bem
como a adicdo de 300 mg de sulfato de magnésio e 200 mg de celite na etapa de clean up
onde estes sao misturados diretamente com o extrato e agitado manualmente. Deste modo,
pode-se afirmar que o método mostrou-se muito eficiente para os compostos estudados.

O uso dos sistemas CCD, HPLC-DAD e LC-MS, proporcionou grande especificidade,
precisdo e sensibilidade, de modo que os limites de deteccdo e quantificacdo, obtivessem
valores inferiores ao limite méximo estabelecido por 6rgdos reguladores internacionais, com
diferencas em relacdo ao limite de deteccdo e quantificacao da citrinina em HPLC-DAD 14
vezes mais sensivel que CCD, sendo o LC-MS 5 vezes mais sensivel que o HPLC-DAD. Em
relacdo a ocratoxina A os limites de deteccdo e quantificagdo em LC-MS foram 300 vezes
mais sensiveis que o CCD e 7 vezes em relagdo ao HPLC-DAD.

A ocorréncia de ocratoxina A e citrinina foi verificada em 16 % das amostras estando
os teores detectados entre 3 e 560 ppb. Destas amostras 8% apresentaram niveis de
contaminagdo inferiores ao limite maximo aceitdvel pela Comunidade Européia. O nivel
mdximo encontrado foi de 560 ug.kg' para ocratoxina A encontrado em amostra de arroz
natural com casca armazenado em silo e 129 ug.kg” para citrinina na amostra de farelo arroz
branco parboilizado ndo tratado, com fungicida, mostrando a necessidade de verificacdo de

ocorréncia destas micotoxinas em alimentos destinados ao consumo humano e animal.
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ANEXOS

ANEXO A - Série Eluotrépica

v Beiling

Polarity,  Viscosily Refractive cutnfl™  poim
Solvent ALDG imPas)0 T index, .nf' mmh (0
Flugroalkane =013 125 1o
n-Pentane LA 023 13575 195 36
n-Hexane Qo 0.33 13740 190 69
Isooctane 0.0l 0.50 13914 2000 99
Light petroleum 001 0.3 210
n-Decane D 0.92 L4119 20 174
Cyclohexana® 04 1,00 14262 200 a1
Cvclopentans 0.03 0,47 | 4064 200 49
Diisobutybens .06 : 1411 210
Pent-l-ene .04 0.24 (0 *C) 1.3715 210 a0
Carbon disulphide 015 037 16280 3ED 46
Cabon tetrachloride 018 0.7 14652 265 77
Amyl chloride 025 0,43 14120 225 108
n-Buiyl chloride 026 0,47 14021 220 T8
Xylens O 0.62-081 = 1|.5%0 250 138-144
Diigopropyl ether 028 0,37 1.3681 0 it
2-Chloropropane 0.2% 0.33 L3777 255 i
Toluene 09 0,59 1 45365 285 it
1-Propyl chloride 0.30 0,35 13879 225 47
Chlorobenzens (L0 0.8 1.5248 250 132
Benzenc 032 0.55 1.5011 280 ED
Ethyl bromide a7 0,39 1. 423% k)
Diigthyl ether 0Lig 0,24 1.3504 205 4.5
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Chloroform [N 0.57 I A4ET 245 Gl
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Ethylmethyl ketone [LE3] 0.4 1.3788 330 E0
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[Hgxane (.56 1.54 L4224 20 101
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teri-Butyimethyl ether 062 0.33 13680 220 53
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Ethylene glycol 1.11 9.9 14318 110 197
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Waler Higher  1.00 1.3330 < 190} 106

Salt solulions and buffers  Highest




ANEXO B - Fluxograma da adaptagdo do método de extragdo

Arroz moido 10,0000 g (tiler 32) I
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ANEXO C - Fragmentagdo da ocratoxina A e citrinina em LC-MS

Fragmentagdes da ocratoxina A

DCHATOXIM A SCAN 238 135 (1.400) Cr (32:152)
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ANEXO D - Resumos e trabalhos apresentados

Padronizacdo de metodologia para determinacdo de Ocratoxina A e Citrinina em frutas secas
e derivados da regido Sul do Brasil. - MPU- 2007.

Aplicacdo de HPLC-DAD e LC-ESI-MS/MS na determinacdo de micotoxinas em arroz —
COLCACRO - 2008.

Determinacao de ocratoxina A em arroz empregando LC-ESI-MS/MS — SBQ — 2008.

Comparagao de métodos de extracdo de micotoxinas em arroz — SBQ — 2008.

Comparagdo de métodos para extracao de micotoxinas em arroz — MPU — 2008.

Efeito da granulometria na extracio da ocratoxina A e citrinina em arroz — SIAL — 20009.

Determinacao de micotoxinas em aveia e trigo por HPLC-DAD — STAL — 2009.



