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RESUMO

Titulo: Otimizacdo de método para a determinacdo de tricotecenos em amostras
de trigo

Autor: Elisa Rosa Seus

Orientador: Prof?. Dr®. Jaqueline Garda Buffon

O trigo € um dos principais cereais consumidos no mundo e varios fatores podem
afetar a sua producao, como as condi¢des climaticas e a susceptibilidade dos cultivares
a patégenos. Além dos danos diretos a cultura, os gréaos infectados podem apresentar
contaminagdo micotoxicologica. Os tricotecenos sao micotoxinas produzidas por
algumas espécies fungicas do género Fusarium e o de maior destaque pela ocorréncia
€ o deoxinivalenol (DON). O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um
método analitico de extracdo e quantificacdo otimizado para a determinacdo simultanea
dos tricotecenos: deoxinivalenol, 3-acetil-deoxinivalenol, 15-acetil-deoxinivalenol e
nivalenol em amostras de graos de trigo. A extracao dos tricotecenos nas amostras de
trigo foi realizada através do método QUEChERS adaptado e separacdo e
quantificacdo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector Ultra-Violeta
(CLAE-UV). Para adequar a etapa de extracao foi realizado o delineamento composto
central 2* verificando a influéncia das variaveis quantidades de sulfato de magnésio (2,
4 e 6 g) e cloreto de sédio (0,5, 1 e 1,5 g) na etapa de separacdo de fases e
guantidades de sulfato de magnésio (0,3, 0,6 e 0,9 g) e sorvente Cqg (0,1, 0,3 € 0,5 Q)
na etapa de clean-up. As andlises foram realizadas em triplicata em trés niveis de
fortificacdo (400, 1000 e 2000 pg kg™t). Como resultado da adaptacdo do método
QUEChERS foi definido a utilizacdo de 10 g de amostra, 20 mL de agua destilada, 20
mL de acetonitrila, sendo que 6 g de sulfato de magnésio e 1,5 g de cloreto de sadio
foram utilizados para a separacéo de fases. Na etapa de clean up foram utilizados 0,3 g
de sulfato de magnésio e 0,1 g de Cig. ApOs a otimizacdo das etapas de extracdo e
separacdo dos compostos, o0 método foi validado através dos seguintes parametros:
curva analitica e linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo, precisdo, exatidao,
sensibilidade e seletividade. Todas as curvas analiticas apresentaram valores de r
maiores que 0,99. Os limites de quantificacdo (LOQs) para o método ficaram na faixa
de 55,5 — 110,9 pg kg™. Foram encontradas recuperacdes entre 75 e 90 % para todos
0S compostos com RSD para a repetibilidade de 3,1 a 9,8 % e para a precisdo
intermediaria de 7,9 a 10,5 %. O efeito matriz no método apresentou um
enriqguecimento de sinal para todos os tricotecenos e foi compensado com calibracdo
por superposi¢cao na matriz. O método mostrou-se adequado a analise de tricotecenos
em amostras de graos de trigo comerciais, sendo que DON foi detectado em quatro
das cinco amostras analisadas, variando de 163,5 a 1329,1 ug kg™. A co-ocorréncia de
DON (1329,1 pg kg™*) e ADONS (186,5 ug kg™) foi observada em uma tnica amostra.

Palavras-chave: trigo, tricotecenos, método analitico, validagéo.
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ABSTRACT

Title: Optimization method for the determination of trichothecenes in wheat
samples

Author: Elisa Rosa Seus

Advisor: Prof. Dr. Jaqueline Garda Buffon

Wheat is one of the most consumed cereals in the world and many factors can affect its
production, such as climatic conditions and susceptibility to pathogens. In addition to the direct
damage to the crop, the infected grains may present mycotoxicologic contamination. The
trichothecenes are mycotoxins produced by some fungal species of the genus Fusarium and the
most prominent occurrence is deoxynivalenol (DON). The objective of this work was to develop
an analytical method of extraction and optimized quantification for the simultaneous
determination of trichothecenes: deoxynivalenol, 3-acetyl-deoxynivalenol, 15-acetyl-
deoxynivalenol and nivalenol in wheat grain samples. The extraction of trichothecenes in wheat
samples was performed using the adapted QUEChERS method and quantifications by High
Performance Liquid Chromatography with Ultraviolet detection (HPLC-UV) in order to adapt the
mycotoxicological extraction. It was performed the central composite design 2* to verify the
influence of different quantities of magnesium sulfate (2, 4 e 6 g) and sodium chloride (0.5, 1 e
1.5 g) during the stage of phases separation and quantities of magnesium sulfate (0.3, 0.6 e 0.9
g) and Cyg sorbent (0.1, 0.3 e 0.5 g) during the clean-up stage. The analyses were performed in
triplicate in three fortification levels (400, 1000 and 2000 pg kg™). As a result of the adaptation
of the QUEChERS method 10 g of sample, 20 mL of distilled water, 20 mL of acetonitrile, and 6
g of magnesium sulfate and 1.5 g of sodium chloride were used for the separation phases. In
the clean-up phase 0.3 g of magnesium sulfate and 0.1 g of Cig were used. After the
optimization of the compounds extraction and separation stages, the method was validated by
the following parameters: calibration curve and linearity, limits of detection and quantification,
precision, accuracy, sensitivity and selectivity. All calibration curves showed “r” values greater
than 0.99. The limits of quantification (LQ) for the extraction method ranged from 55.5 to 110.9
ug kg®. Recoveries between 75 and 90% were found for all compounds with RSD for
repeatability from 3.1 to 9.8 % and for intermediate precision from 7.9 to 10.5 %. The matrix
effect in the method showed an enrichment of signal for all trichothecenes and it was
compensated by calibration through the matrix overlapping. The method proved to be suitable
for the analysis of the trichothecenes in samples of commercial wheat grains, and DON was
detected in four of five samples tested, ranging from 163.5 to 1329.1 pug kg™. The co-occurrence
of DON (1329.1 pg kg™) and ADONS (186.5 pg kg™) was observed in a single sample.

Keywords: wheat, trichothecenes, analytical method validation.
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1. INTRODUCAO

O trigo (Triticum aestivum) é uma planta de ciclo anual, cultivada durante o
inverno e a primavera. O grdo é consumido na forma de p&o, massa alimenticia, bolo e
biscoito, também usado também como racdo animal, quando ndo atinge a qualidade
exigida para consumo humano. O trigo ocupa o primeiro lugar em volume de producéo
mundial, enquanto no Brasil, a producao anual oscila entre 5 e 6 milhdes de toneladas,
cultivado principalmente nas regides Sul (RS, SC e PR), onde concentra em torno de
90 % da producdo, Sudeste (MG e SP) e Centro-oeste (MS, GO e DF). No entanto,
esta producéo nao satisfaz o consumo anual do pais, que tem se mantido em torno de
11 milhdes de toneladas (EMBRAPA, 2013).

Varios fatores podem afetar a producdo deste cereal, envolvendo,
principalmente, o cultivo do grdo. Durante esta etapa é que pode se desenvolver a
fusariose, também conhecida como giberela (“Fusarium headblight ou Scab”). Esta é
uma doenca que ocorre frequentemente em trigo, devido as condi¢des climéticas, as
praticas culturais e a susceptibilidade dos cultivares. Ela é causada por fungos do
género Fusarium, sendo mais frequentes, F. graminearum, F. culmorume e F.
avenaceum. (CALORI et al., 2007). No Brasil, a fusariose tornou-se, nos ultimos anos,
a principal doenca nas regides triticolas, principalmente na regido Sul do Pais (DEL
PONTE et al., 2004). Além dos danos diretos a cultura causados pela doenca, os graos
infectados podem apresentar contaminagdo micotoxicolégica, sendo téxicas tanto para
o0 homem quanto para os animais (CREPPY, 2002).

Micotoxinas sdo metabdlitos fangicos secundarios, onde estes compostos
compreendem uma grande variedade de estruturas, inclusive algumas relativamente
simples (FONSECA, 1996). Eles sdo produzidos em micélios de fungos filamentosos
de uma ampla variedade de espécies, normalmente apés uma fase de crescimento
balanceado (MELLO & MACDONALD, 1997). Em comum com outros compostos
fisiologicamente ativos, as micotoxinas de Fusarium sdo capazes de induzir efeitos
agudos e crbnicos, como alteragbes no intestino, sistema nervoso central e
imunoldgico, desencadeando doencas caracterizadas por vomitos, anorexia, dor
abdominal, diarréias, desnutricdo, dor de cabeca e tonturas (PESTKA, 2010; PESTKA,

2010; BRYDEN, 2007). Entre as principais toxinas fungicas produzidas por esse género



toxigénico destacam-se as zearalenonas, fumonisinas e os tricotecenos (D"MELLO et
al.,1999; BENEDETTI, 2006; VARGA et al., 2006; MOSSA, THRAME, 2004).

Os tricotecenos sdo micotoxinas constituidas por anéis tricotecanos que
apresentam uma ligacédo dupla entre os carbonos 9 e 10 e um grupamento epoxido nas
posicdes 12 e 13 da estrutura, principal responsavel por sua toxicidade (LANGSETH,
RUNDBERGET, 1998). Os atomos de carbono ligados a um grupo hidroxila, acetil ou
cetbnico podem sofrer reagdes quimicas caracteristicas destes grupamentos. Estas
reacoes sao principalmente realizadas para estudo da estrutura e deteccdo destes
compostos em alimentos e ra¢des (BADIALE-FURLONG, 1992).

Os tricotecenos estao divididos em 4 grupos (HE et al., 2010) classificados de
acordo com sua estrutura quimica: tipos A, B, C e D (SHAMS et al., 2011; BAERE et
al., 2011; TURKER, GUMUS, 2009). Essas micotoxinas sdo frequentemente detectadas
em gréos, destacando o trigo, como também em cevada, aveia, centeio e milho.

A diversidade dos tipos de tricotecenos conduz a uma vasta gama de efeitos
téxicos em animais e humanos, tais como irritacdo da pele, recusa de alimentacéo,
nauseas, voémitos, diarréia, anemia, hemorragia, imunossupressao da medula e inibicdo
da sintese de proteinas (STECHER et al., 2007).

No Brasil, estudos limitam-se somente a ocorréncia de DON em trigo e
derivados utilizando técnicas cromatograficas (OLIVEIRA et al., 2002; LAMARDO;
NAVAS; SABINO, 2006; CALORI-DOMINGUES et al., 2007). Em um estudo realizado
nos Estados do Parana e do Rio Grande do Sul foram avaliadas 36 amostras de trigo,
onde DON foi detectado em 72 % das amostras, variando de ndo detectavel a 1592 ug
kg™, nivel médio de 322 ug kg™, analisados por CLAE-DAD (SANTOS et al., 2011).

Derivados monoacetilados de DON também foram registrados, juntamente com
DON em alguns estudos, e eles frequentemente ocorrem em 10 — 20 % do teor de
DON, como por exemplo paes no mercado alemao que apresentaram uma incidéncia
de 8 % de 3-acetil-deoxinivalenol (CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION, 2007).

Devido a grande variedade e, muitas vezes, complexidade das estruturas das
micotoxinas, tornou-se dificil utilizar uma técnica padrao para analise e deteccao destes
compostos. Muitos métodos de extragdo e deteccdo de micotoxinas ja estdo sendo
aplicados em diversos paises do mundo. No pré-tratamento das amostras destacam-se

técnicas como extracdes liquido-liquido (LLE) e extracbes em fase solida (SPE). Os



métodos de separacdo que tem ganhado destague ao longo do tempo sdo a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a cromatografia gasosa (CG)
(TURNER, SUBRAHMANYAM, PILETSKY, 2009).

Varias técnicas de deteccdo de um amplo espectro de micotoxinas j4 estédo
disponiveis e, embora tenham ocorridos muitos sucessos recentes na deteccdo de
micotoxinas, novos métodos sdo ainda necessarios com o objetivo de alcancar maior
sensibilidade, sendo que, perspectivas futuras se concentram em ensaios rapidos e
técnicas de andlise de multiplas toxinas de uma Unica matriz.

O conhecimento da alta producéo, da oscilacdo das condi¢cdes ambientais que
possibilitam a contaminacdo fungica e consequentemente micotoxicolégica do trigo,
gera a necessidade do desenvolvimento de métodos analiticos precisos, que
demonstrem dados sobre a ocorréncia e o0s niveis de contaminacéo, bem como o risco
toxicologico que humanos e animais estdo submetidos devido ao alto consumo deste
cereal e seus derivados.

Portanto, este trabalho pretende contribuir com um método analitico otimizado e

validado para a determinacao simultanea de tricotecenos em amostras de trigo.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Otimizar, desenvolver e validar método analitico para a determinagcédo simultanea
de deoxinivalenol, 3-acetil-deoxinivalenol, 15-acetil-deoxinivalenol e nivalenol em

amostras de graos de trigo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar e comparar os diferentes métodos de extracdo Tanaka, QUEChERS e as
técnicas MSPD (Dispersao da Matriz em Fase Solida) e SLE (Extracdo Sdlido-Liquido)
acoplada a DLLME (Microextracdo Dispersiva Liquido-Liquido) para a extracao

simultanea dos tricotecenos.
Validar metodologia de quantificacdo das toxinas por CLAE-UV, através dos
parametros de linearidade, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, preciséo,

exatidao, sensibilidade e seletividade.

Demonstrar aplicabilidade da metodologia adaptada através da avaliacdo da

ocorréncia de tricotecenos em amostras comerciais de graos de trigo.

Correlacionar os diferentes aspectos estudados.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 TRIGO

De acordo com a legislacéo brasileira, através da Instrucdo Normativa n° 38 do
MAPA, de 30 de novembro de 2010, denominada Regulamento Técnico do Trigo,
considera-se trigo 0s graos provenientes das espécies Triticum aestivum L. (trigo mole)
e Triticum durum L. (trigo duro). Este mesmo regulamento classifica o trigo em dois
grupos: o grupo |, destinado diretamente a alimentacdo humana e o grupo Il, destinado
a moagem e a outros fins. Comercialmente, o trigo do grupo Il é classificado em cinco
tipos: melhorador, pdo, doméstico, basico e para outros usos. Esta classificacdo é
definida em funcdo das determinacdes analiticas de forca de gluten da alveografia,
estabilidade da farinografia e numero de queda (BRASIL, 2010).

Os gréos de trigo possuem formato oval e comprimento em torno de 4 a 7 mm.
Em sua estrutura existem trés regides principais: o pericarpo, a semente e o gérmen. O
pericarpo é o invllucro protetor da semente, ou seja, a casca, correspondendo em
torno de 12 a 15 % do gréo e rico em celulose. A semente é constituida pela cobertura
e endosperma rico em amido e proteinas e é desta regido que € extraida a farinha de
trigo correspondendo a 82 — 85 % do grao, aproximadamente . O gérmen, 3% do gréo,

€ 0 embrido de uma nova planta e é rico em acucares e lipideos (EMBRAPA, 2009).

Figura 1. Partes do grao de trigo. (1) Pelos; (2) Epiderme; (3) Hipoderme; (4)
Células cruzadas; (5) Células Tubulares; (6) Testa; (7) Hialina; (8) Aleurona; (9) Casca,
(10) Endosperma; (11) Germe (EMBRAPA, 2006).



Na busca pela maior produtividade, maior teor de nutrientes, resisténcia a
doencas e adaptacao ao clima e solo de cada regido, pesquisadores e produtores vém
testando milhares de cruzamentos, chegando a obter cerca de 30 mil variedades de
trigo (ABITRIGO, 2012).

O trigo é cultivado tanto em regibes subtropicais quanto em tropicais e o
rendimento de grdos e as caracteristicas de qualidade tecnolégica sdo muito
influenciados pelas condicbes climaticas destas regifes. Excesso de chuvas e
ocorréncia de geadas nos periodos de maturacdo e colheita e déficit hidrico no
florescimento sdo os principais riscos de perda nas regides subtropicais. Nas regides
tropicais, a umidade e temperatura do ar elevadas durante o periodo de florescimento e
enchimento dos grdos sdo os principais fatores que contribuem para a reducdo do
rendimento nas lavouras (EMBRAPA, 2009).

No Brasil, o trigo € o cereal de inverno de maior importancia, sendo cultivado
principalmente nos estados da regido Sul (Parana, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul). A area de abrangéncia, entretanto, atinge também os estados de Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Goiés, Distrito Federal, Sdo Paulo e Minas Gerais (EMBRAPA,
2012). Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2014) o estado do
RS ira produzir mais da metade do trigo brasileiro na safra 2013/2014, sendo que a
estimativa € de 2,6 milhdes de toneladas do gréo.

Globalmente, o trigo € a segunda-maior cultura de cereais, sendo o milho a
primeira e o arroz a terceira. Atualmente, o maior produtor mundial de trigo € a China,
com uma producdo de aproximadamente 120 milhdes de toneladas nas safras de
2012/2013 conforme dados atuais do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA, 2013).

De acordo com a EMBRAPA (2013) o Brasil consome, em média, 11 milhdes de
toneladas de trigo por ano e importa graos de trigo de outros paises com o objetivo de
suprir as necessidades da grande demanda deste cereal no pais, sendo a Argentina o
maior exportador de trigo para o Brasil.

Trés espécies de trigo se destacam em volume, representando mais de 90 % do

trigo cultivado no mundo. Cada uma delas é mais adequada a um tipo de alimento:



- Triticum aestivum: é o trigo comum e o mais cultivado do planeta, sendo o0 mais
utilizado na fabricagdo do p&o. A espécie mais consumida no Brasil, Triticum aestivum
L., tem um teor de proteina em torno de 15 %. (Figura 2a) (ABITRIGO, 2012).

- Triticum compactum: também é conhecido como tipo clube, possui um teor de
proteinas da ordem de 8 % e sua utilizacdo é para a fabricacdo de biscoitos e bolos
mais macios e menos crocantes (Figura 2b) (ABITRIGO, 2012).

- Triticum durum: Indicado para a producdo de massas, essa espécie forma um
gluten mais resistente (Figura 2c) (ABITRIGO, 2012).

Figura 2. Espécie Triticum aestivum (@), Triticum compactum (b), Triticum durum
(c) (ABITRIGO, 2012).

Por serem amplamente consumidos, os graos de trigo necessitam de especial
atencdo quando se trata da sua qualidade sanitaria. Como a contaminacdo de cereais
por micotoxinas representa um risco significativo & saude dos consumidores, este
assunto tem recebido cada vez mais atengédo das autoridades de segurancga alimentar
e dos legisladores em todo o0 mundo (ALDRED; MAGAN, 2004).

3.2 MICOTOXINAS

As micotoxinas sdo metabdlitos fungicos secundarios produzidos por fungos
toxigénicos, como algumas espécies de Fusarium, Aspergillus e Penicillium (MARTINS,
MARTINS, 2002). Aparentemente, as micotoxinas ndo possuem nenhuma funcéo
positiva tdo pouco negativa ao metabolismo dos fungos, diferentemente dos
metabdlitos primarios que possuem papel essencial ao crescimento (FOOD
INGREDIENTS BRASIL, 2009). O crescimento fungico, associado a producdo de
micotoxinas, depende de uma complexa interacdo de diversos fatores, como atividade
de agua, temperatura, oxigénio e substrato (DOLL, S.; DANICKE, 2011).



Tabela 1. Principais micotoxinas, espécies fungicas produtoras e seus substratos e
seus efeitos tOxicos em humanos e animais.

Principais

o . Principais fungos :
Principal toxina P 9 Efeitos
produtores substratos
Aspergillus flavus Amendoim e Hepatotdxica, nefrotoxica
Aflatoxina B; e Aspergillus . P NS
o milho e carcinogéenica
parasiticus
- Trigo, aveia,
o Penicillium . o .
Citrinina o cevada, milho e Nefrotoxica para suinos
citrinum
arroz
. . ~ Gangrena de
. Claviceps Centeio e graos 9
Ergotamina - extremidades ou
purpurea em geral ~
convulsdes
Aspergillus
. ochraceus e Cevada, café e = Hepatotdxica, nefrotoxica
Ocratoxina : : . N
Aspergillus vinho e carcinogénica
carbonarius
Penicillium
. expansum e Frutas e sucos de  Toxicidade vagamente
Patulina - )
Penicillium frutas estabelecida

Tricotecenos: T,

neosolaniol,
fusanona x,
nivalenol,
deoxinivalenol

Zearalenona

griseofulvum

Fusarium sp,
Myrothecium sp,
Stachybotrys sp,
Trichothecium sp

Fusarium
graminearum

Milho, cevada,
aveia, trigo e
centeio

Cereais

Hemorragias, vémitos e
dermatites

Baixa toxicidade,
masculinizacdo e
feminizacdo em suinos

Fonte: Revista Food Ingredients Brasil, 2009.

Consideradas toxicas a humanos e animais, as micotoxinas sao encontradas

como contaminantes de géneros alimenticios e
principalmente, a partir de cereais, leguminosas e amendoins, como observado na

racdo animal

produzidos,

Tabela 1. Entre os cereais utilizados como matéria-prima, destacam-se o trigo, centeio,



milho, aveia e arroz pela possibilidade de contaminacdo micotoxicolégica (BATA,
LASZTITY, 1999).

A contaminacdo ambiental por micotoxinas esta bastante relacionada ao clima
da regido, no entanto fatores de desequilibrio que provocam alteragcbes no meio
ambiente também favorecem o aparecimento de micotoxinas. Durante a pré-colheita
dos graos, periodos prolongados de secas, a presenca de insetos, danos mecanicos e
a deficiéncia de alguns minerais na planta, propiciam o aparecimento de micotoxinas.
Ja na poés-colheita, o transporte e armazenamento Sdo 0s principais responsaveis pela
disseminacdo destes compostos, jA que € durante estes processos que graos
contaminados entram em contato com 0s outros, situacdo que pode ser agravada por
ocorrer em locais de armazenagem com falta de aeracdo, umidade elevada acima de
14 %, amplitude térmica acentuada e temperaturas acima de 20 °C que favorecem a
recontaminacao micotoxicolégica (RICHARD, 2007).

A contaminacdo por micotoxinas da cadeia alimentar humana e animal pode
ocorrer de maneira direta ou indireta. Diretamente, através do consumo de cereais,
oleaginosas e derivados. Os animais que se alimentam com ragdes previamente
contaminadas podem excretar micotoxinas no leite, carne e ovos e, consequentemente,
constituir-se em fonte de contaminacdo indireta para os humanos (BERSOT,
MAZIERO, 2010). Além disto, a contaminacdo da dieta humana e animal implica em
efeitos agudos e crbnicos e, por vezes, letais, dependente da dose e tempo de
ingestdo, ja que as micotoxinas Sdo compostos quimicamente toxicos (FOOD
INGREDIENTS BRASIL, 2009).

Entre as micotoxinas, as produzidas pelos fungos do género Fusarium, como 0s
tricotecenos sdo de especial importancia, pois geralmente sdo formadas no campo,
antes da colheita e sua ocorréncia é dificil de ser evitada devido ao grande impacto das
condicdes abiodticas (IBANEZ-VEA et al,, 2011). Micotoxinas do género Fusarium
(Fusarium graminearum, Fusarium sambucinum, Fusarium poae, Fusarium
sporotrichioides e Fusarium culmorum) causam giberela ou fusariose, doenca de
ocorréncia frequente em trigo, cuja producdo de deoxinivalenol (DON ou vomitoxina)
durante o cultivo no campo depende das condigdes metereologicas, préaticas culturais e
susceptibilidade do cultivar, entre outros (IARC, 1993). A caracteristica visivel dessa

doenca nos gréos € a presenca de bolor que normalmente se desenvolve durante os
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periodos de clima frio e Uumido, resultando no crescimento de fungos brancos ou
avermelhados, conforme as Figuras 3 e 4 (KNOW MYCOTOXINS, 2008).

Figura 4. Gréos de trigo com fusariose (EMBRAPA, 2009).

O ciclo da doenca pode ser observado na Figura 5. Residuos infectados como
colmos de milho, palhas de trigo e outros hospedeiros podem conter o fungo Fusarium
graminearum. Nestes residuos, o fungo pode disseminar esporos assexuais
(macronidios) para as plantas ou para outros residuos através da acdo do vento ou por
respingos de chuva. Em condicfes de altas temperaturas e umidade, o estagio sexual
do fungo se desenvolve nos residuos infectados e, na superficie destes, se formam
peritécios negros que liberam os esporos sexuais (ascOsporos) no ambiente. Estes
esporos sexuais podem ser disseminados a longas distancias através de correntes
turbulentas de vento (SCHMALE; BERGSTROM, 2003).
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Figura 5. Esquema do ciclo de desenvolvimento da fusariose (SCHMALE;
BERGSTROM, 2003).

Salienta-se que DON tem sido a toxina de Fusarium mais frequentemente
reportada no mundo, assim como detectada em maior concentracdo, sendo
considerada como “indicadora” de contaminagao por este fitopatdgeno (PRANGE et al.,
2005). A exposicdo a niveis elevados de DON pode desencadear vomito, perda de
peso, dores abdominais, diarréia e imunossupressdo. DON é classificado pela
International Agency for Research on Cancer no Grupo 3, isto €, ndo carcinogénico
para humanos (IARC, 1993). No entanto, a literatura aponta diversas patologias
relacionadas ao consumo de cereais contaminados por toxinas de Fusarium spp, desde
alimentary toxic aleukia (ATA) na Russia (STEYN, 1995) a puberdade precoce e
hiperplasias (BRIONES-REYES, GOMEZ-MARTINEZ, CUERVA-ROLON, 2007). A
toxicidade de DON pode atravessar as barreiras biolégicas, ou seja, barreiras
intestinais e do sangue-cérebro, afetando as funcdes e a viabilidade das células
formadoras de tais sistemas e 6rgaos (MARESCA, 2013).

Os derivados monoacetilados de DON como o 3-acetil-DON e o 15-acetil-DON
também apresentam toxicidade comparada aos demais tricotecenos, sendo
considerados imunossupressores e imunoestimulantes. Efeitos como reducdo da
eficiéncia alimentar, reducdo do ganho de peso e hematoxicidade foram apresentados
em ratos expostos a racdo contaminada com nivalenol, comprovando também a sua
toxicidade (NTP, 2009).
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Assim, tendo em vista, a grande preocupacdo com o aparecimento de
micotoxinas nos mais diversos alimentos, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
aprovou um Regulamento Técnico sobre limites méximos tolerados (LMT) para
micotoxinas em alimentos. Este Regulamento possui o objetivo de estabelecer os
limites maximos para aflatoxinas (AFB1+AFB,+AFG;+AFG, e AFM;), ocratoxina A
(OTA), deoxinivalenol (DON), fumonisinas (FB; + FB,), patulina (PAT) e zearalenona
(ZON) admissiveis em alimentos prontos para oferta ao consumidor e em matérias
primas. Os limites maximos tolerados referem-se aos resultados obtidos por
metodologias que atendam aos critérios de desempenho estabelecidos pelo Codex
Alimentarius. O Regulamento aplica-se as empresas que importem, produzem,
distribuem e comercializem as seguintes categorias de bebidas, alimentos e matérias
primas:

| - amendoim e seus derivados; Il - alimentos a base de cereais para
alimentacédo infantil (lactentes e criancas de primeira infancia); Ill - café torrado (moido
ou em gréo) e soluvel; IV - cereais e produtos de cereais; V - especiarias; VI - frutas
secas e desidratadas; VIl - nozes e castanhas; VIl - améndoas de cacau e seus
derivados; IX - suco de macé e polpa de maca; X - suco de uva e polpa de uva; XI -
vinho e seus derivados; XII - férmulas infantis para lactentes e formulas infantis de
seguimento para lactentes e criancas de primeira infancia; Xlll - leite e produtos
lacteos, e XIV - leguminosas e seus derivados.

A ANVISA orienta que os niveis de micotoxinas deverdo ser tdo baixos quanto
possivel, devendo ser aplicadas as melhores praticas e tecnologias na producéo,
manipulacdo, armazenamento, processamento e embalagem, de forma a evitar que um
alimento contaminado seja comercializado ou consumido (ANVISA, 2011).

A Tabela 2 apresenta os limites maximos toleraveis de deoxinivalenol (DON)
para o trigo e seus derivados a partir de janeiro de 2012 e com os limites toleraveis

exigidos a partir de janeiro de 2017.
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Tabela 2. Limites toleraveis de DON em alimentos exigidos pela ANVISA.

Aplicacdo em janeiro de 2012

Alimento Limite Maximo Tolerado (ug kg™)
Trigo integral, trigo para quibe, farinha
de trigo integral, farelo de trigo, farelo 2000

de arroz, grdo de cevada

Farinha de trigo, massas, crackers,
biscoitos de agua e sal, produtos de
panificacdo, cereais e produtos de 1750
cereais exceto trigo e incluindo
cevada malteada

Aplicacdo em janeiro de 2017

Trigo e milho em gréos para posterior
3000
processamento
Trigo integral, trigo para quibe, farinha
de trigo integral, farelo de trigo, farelo 1000

de arroz, grdo de cevada

Farinha de trigo, massas, crackers,
biscoitos de agua e sal, produtos de
panificacdo, cereais e produtos de 750
cereais exceto trigo e incluindo
cevada malteada

Fonte: ANVISA, 2013.

Na Europa, foi estabelecido 1750 pg kg™ como limite méximo permitido para
trigo destinado ao consumo humano para DON (EUROPA COMMISSION
REGULATION, 2005). Ja nos Estados Unidos, a legislacdo estabelece para DON um
limite maximo de 1000 ug kg™ para alimentos prontos elaborados a partir de trigo (FAO,
2003). Para os demais tricotecenos do tipo B (NIV, 3-ADON, 15-ADON) os niveis
maximos permitidos ainda nao sédo limitados pelas agéncias reguladoras no Brasil.

O estudo das micotoxinas € complexo e envolve muitas &reas de
conhecimentos, tendo como necessidade o inter-relacionamento. De maneira geral, o
estudo das micotoxinas pode relacionar: o estudo sobre os géneros alimenticios que
abrange etapas como a producdo, comercializacdo e utilizacdo do alimento; a
degradacédo que envolve muitos aspectos, entre eles os bioldgicos, quimicos, fisicos,
micro e macroambientais; o conhecimento das micotoxinas também envolve aspectos
relacionados com a produtividade, metabolismo, toxicologia, saude, oferta, distribuicéo
na natureza e aspectos analiticos. As formas de controle compreendem a prevencao,

analise da micotoxina, separacdo do material contaminado e detoxificacdo, tendo a
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analise de perigos e pontos criticos de controle (APPCC) como excelente ferramenta.
Outro aspecto consiste na analise do sistema sdcio-econémico que relaciona e envolve
a conjuntura cultural, politica e econébmica estudada, visando identificar situacfes de
danos de caréater epidemiolégico (PATERSON, VENANCIO, LIMA, 2004).

3.3 TRICOTECENOS

Os tricotecenos sdo micotoxinas de uma familia de sesquiterpendides ciclicos,
0S quais sao divididos em quatro grupos (tipos A, B, C e D) de acordo com as suas
caracteristicas de grupos funcionais, sendo o tipo A e B, os mais comuns (HE et al,
2010).

HzC
HzC

H
—0
/
R1

Figura 6. Estruturas quimicas de grupos de tricotecenos. a: tipo A; b: tipo B; c:
tipo C; d: tipo D

CHz OCOCH ==CHCH:= 0
c d

O tipo A é representado por HT-2 (HT,) e toxina T-2 (T,) e o tipo B é mais
freqientemente representado por deoxinivalenol (DON) e nivalenol (NIV) e os seus
derivados acetilados 3-acetil-deoxinivalenol (3-ADON), 15-acetil-deoxinivalenol (15-
ADON) (CANO-SANCHO et al., 2011), conforme a Figura 6. Todos os tricotecenos
compartiiham de um esqueleto triciclico comum com uma fungcdo epodxido, principal

responsavel pela sua toxicidade, e eles s&o derivados a partir do intermediario
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isoprendide pirofosfato de farnesilo, através de uma série de reacfes de ciclizacao,
iIsomerizacao, oxigenacéo, e acetilacdo (ALEXANDER et al., 2009; KIMURA et al.,
2007). Os tricotecenos diferem na estrutura por padroes de oxigenacéo e acetilacao
(ou acilagéo) do esqueleto (DESJARDINS, 2006).

R1 R2  R3 R4

Nivalenol OH OH OH OH

Deoxinivalenol OH H OH OH

3-acetil-deoxinivalenol OCOCH;s H OH OH

15-acetil-deoxinivalenol OH H OCOCH; OH

Figura 7. Estruturas quimicas de deoxinivalenol (DON); nivalenol (NIV); 3 —
acetil - deoxinivalenol (3 — ADON); 15 — acetil - deoxinivalenol (15 — ADON) (RAZZAZI-
FAZELI et al., 2003).

O deoxinivalenol (vomitoxina, DON) é o tricoteceno do grupo B mais importante,
e é a partir deste, que surgem os seus derivados acetilados (3-ADON, 15-ADON). O
DON é um sesquiterpendide tetraciclico com sete centros estéreos, de formula
molecular C;5H2006. Além de duas hidroxilas secundéarias e uma principal alcodlica,
dois grupos funcionais reativos estédo presentes em DON: uma cetona conjugada e um
anel epoxido (BENSASSI et al., 2009; MA, GUO, 2008; NAGY et al., 2005).

DON tem dois ciclos de producéo, um diurno em temperaturas mais elevadas e
outro noturno em temperaturas mais frias; possui uma faixa ideal de producdo em
temperatura entre 21 e 29 °C com umidade maior que 20 %. Considerado um
composto de alta estabilidade por ndo apresentar reducdo dos niveis quando exposto a

uma temperatura de 120 °C, a processo de extrusdo a 150 °C ou a processos de
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cozimento, forneamento e moagem, esta micotoxina € conhecida por permanecer por
longo periodo no alimento humano e animal. Autores relatam que o tratamento a
temperatura de 120 °C durante 60 minutos em meio acido e neutro ndo altera a
concentracéo final de DON (FARAHANY, JINAP, 2011).

Assim, a desativacdo de DON, composto nao volatil, pode ocorrer sob condicbes
drasticas em solugdes acidas ou alcalinas, também na presenca de hidretos de
aluminio, litio e perdxidos ou por hidratacdo em autoclave, o que pode levar a abertura
do anel epoxido (CACCIAMANI et al., 2007). Tratamentos microbiolégicos e
enzimaticos podem ser usados para alterar a estrutura desse tricoteceno,
detoxificando-o (HE et al., 2010).

O 3-acetil-deoxinivalenol € um derivado acetilado de DON que possui um
grupamento acetil na posicdo 3 da molécula de DON enquanto que o 15-acetil-
deoxinivalenol possui um grupamento acetil na posicdo 15 da molécula de DON
(NANCY et al., 2011). A produgéo dos derivados acetilados 3-acetil-deoxinivalenol (3-
ADON) e 15-acetil-deoxinivalenol (15-ADON) é um estudo que tem se tornado
importante entre algumas espécies do género Fusarium, sendo que as diferencas entre
estes quimiotipos em relacdo a agressividade e producdo global de DON tém sido
recentemente demonstradas (PURI & ZHONG, 2010).

Recentemente uma pesquisa realizada no Brasil (2006 — 2008), com gréaos de
trigo comerciais, visou quantificar a intensidade de epidemias de Fusarium e relaciona-
las com os niveis de deoxinivalenol e nivalenol. Amostras de graos, obtidas a partir de
38 municipios em todo o estado do Rio Grande do Sul, foram avaliadas quimicamente
utilizando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. A co-
contaminacgdo foi predominante em 59 das 66 amostras analisadas e os niveis médios
de DON e NIV foram de 540 e 337 ug Kg™*, respectivamente. Pela primeira vez, a
presenca de NIV em niveis comparaveis aos de DON é relatada a partir de um
levantamento epidemiolégico regional no pais, o que deve ser motivo de preocupagéo
para a industria de graos (DEL PONTE, GARDA-BUFFON, BADIALE-FURLONG,
2012).

Andlises da genotipagem de Fusarium vém contribuindo consideravelmente para
aumentar o conhecimento sobre a distribuicdo de Nivalenol, 15-ADON e 3-ADON ao

redor do mundo (WARD et al., 2008). Os tricotecenos, especialmente o NIV e o DON,
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sdo soluveis em solventes polares e sado, portanto, rapidamente distribuidos e
metabolizados ap0s a ingestéo. Eles sao excretados, principalmente, pela urina e, em
menor medida, pela bile (RAZZAZI-FAZELI, 2003).

3.4 DETERMINACOES DE MICOTOXINAS

O controle dos niveis de micotoxinas em amostras de alimentos pode ocorrer
através de determinacdes que utilizam métodos analiticos envolvendo técnicas de
extracdo, com o0 objetivo de evitar os efeitos toxicos das micotoxinas na populacdo
exposta. Em decorréncia dos avangos da instrumentagdo analitica dos ultimos anos, a
sensibilidade, a especificidade, a rapidez e a eficiéncia exigidas pelos 6rgaos
regulamentadores legais e de pesquisa que determinam os limites de tolerancia para
as micotoxinas vém sendo contempladas e, cada vez mais, ocorre 0 uso de técnicas
muito sensiveis para deteccdo e quantificacdo destes compostos (PALLARONI et al.,
2002; RODRIGUEZ-MOZAZ et al., 2007). No entanto, o desenvolvimento de
metodologia para a analise de micotoxinas €, muitas vezes, dificultado devido a fatores
como: tempo, grande volume de solventes, varias etapas de extracdo. Normalmente,
um procedimento de determinacdo é formado por quatro etapas: preparo da amostra,
extracdo, clean up e determinacdo cromatografica para identificacdo e quantificacao
(HO, DURST, 2003; PALMA et al., 2007). O preparo consta de quarteamento, trituracao
e homogeneizacdo da amostra, seguido de extracdo com solvente apropriado. A
extracdo de micotoxinas de suas matrizes € uma etapa critica, pois depende muito das
propriedades fisico-quimicas e do tipo de matriz, bem como da escolha do solvente
para o isolamento (SORIANO et al., 2004; MEISTER, 2004; SYLOS et al., 2003).

3.4.1 Métodos de extracao

Ultrapassar os inconvenientes de deteccdo € um dos principais problemas em
multi-andlise de micotoxinas, implicando em desenvolver um método rapido e simples
de extracdo destes analitos em matrizes de alimentos diferenciados. De fato, a
extracdo e o clean-up estdo entre as etapas mais criticas para determinagcdo das
micotoxinas, uma vez que, ambos, determinam as recuperacdes para todos o0s
compostos sob investigagdo (LATTANZIO et al., 2007). As suas estruturas variadas e

diferentes propriedades fisico-quimicas ocasionam as dificuldades de extracdo quando
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se utiliza uma técnica de extracdo padrdo. Muitos processos de extracdo ja foram
descritos na literatura, tais como extracao solido-liquido (SLE) e extracao liquido-liquido
(LLE). A extragdo solido-liquido classica (SLE) com ou sem etapas de limpeza tém sido
aplicada, principalmente, para cereais e derivados. No entanto, as Ultimas tendéncias
tém sido alternativas atraentes, como o método QUEChERS modificado e a técnica de
Dispersédo da Matriz em Fase Sdlida (MSPD), que tém sido utilizados para cereais e
derivados. Estas extracbes foram demonstradas como métodos viaveis, sendo
aplicados com sucesso a diferentes matrizes (RUBERT et al., 2012).

O desenvolvimento de metodologias que permitem a extracdo simultanea de
micotoxinas tem sido estimulado desde a confirmacéo da toxicidade destes compostos.
Novas técnicas de extracdo que permitem diminuir o tempo de extracdo, o consumo de
solventes, a exposicao do analista, a geracdo de residuos e 0s custos seria o ideal
para a extracao destes contaminantes dos alimentos, tornando mais facil a garantia da
seguranca alimentar (TREUCKSESS, 2003).

3.4.1.1 Método Tanaka et al.

O método proposto por Tanaka et al. € comumente utilizado para a
determinacdo de micotoxinas em diferentes matrizes com eficiéncia analitica
adequada. O método consiste em uma extracdo solido-liquido o qual utiliza 10 g de
amostra na propor¢do de 1:10 com o solvente extrator. A mistura de solventes
organicos com &agua é o ponto inovador desta metodologia, tendo proporcao
diferenciada conforme o analito desejado. A presenca de agua no sistema facilita a
hidratacdo da membrana e consequentemente a extracdo do analito. A extracao é feita
em agitador orbital com agitacdo e temperatura controladas. Apés, a fracdo liquida é
separada por filtracdo e o extrato é desengordurado por particdo liquido com solvente
apropriado. Um sal é adicionado com a finalidade da remocéo da agua residual. O
solvente extrator é evaporado sob temperatura e tempo controlados e o extrato é
armazenado para posterior analise (TANAKA et al., 2000).

No entanto, como desvantagem desta metodologia, tem-se o grande volume de
solvente para extragdo, que vem a contrapor com as novas tendéncias. Este fato torna
dificil estabelecer uma rotina de analise que possa ser acessivel a maioria dos

laboratérios que estdo envolvidos na extracdo de micotoxinas, uma vez que tanto o
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descarte de residuos e o0 custo de solventes sdo desafios a ser enfrentados
(HACKBART et al., 2012).

Este método foi testado no Japdo no ano de 2000, para extragdo simultanea de
tricotecenos e zearalenona em amostras de milho e trigo, utilizando cromatografia
gasosa e espectrometria de massas. Os limites de deteccdo foram de 5 — 10 pg kg™
para DON e NIV e de 5 ug kg'1 para 3-ADON. As recuperagdes, com concentracoes
fortificadas de 50 pg kg™, variaram de 83 — 88 % para estes tricotecenos (TANAKA et
al., 2000).

Um estudo realizado no sul do Brasil, para a determinacdo simultanea das
micotoxinas citrinina (CIT) e ocratoxina A (OTA) em amostras de arroz apresentou
recuperacdes de 64 % para CIT e 98 % para OTA, utilizando o método de extracéo
proposto por Tanaka et al. e cromatografia liquida com deteccao por arranjo de diodos.
Os valores de limite de detecgéo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ) foram de 0,7 e
2,4 mg kg™ para citrinina e de 1 e 3 mg kg™ para a ocratoxina A, respectivamente
(HACKBART et al., 2012).

3.4.1.2 Método QUEChERS

Este método foi desenvolvido em 2003 por Anastassiades et al. e tem como
vantagens ser rapido, facil, econdmico, efetivo, robusto e seguro a partir de matrizes
complexas, explorando as possibilidades oferecidas pela instrumentacdo analitica
moderna (ANASTASSIADES et al., 2003).

QUEChERS é um método que envolve o preparo da amostra, extracdo com
solvente (acetonitrila, acetato de etila ou acetona) e particio com sulfato de magnésio
isoladamente ou em combinacdo com outros sais, seguido de limpeza utilizando SPE
(extracdo em fase sdlida). E um método muito flexivel e desde a sua criagéo,
ocorreram varias modificagfes da técnica, dependendo dos tipos de analitos, matrizes,
instrumentacdo e preferéncias dos analistas quanto aos compostos a extrair.
Basicamente, a amostra € extraida com um solvente miscivel em agua (por exemplo,
acetonitrila) na presenca de quantidades elevadas de sais (por exemplo, cloreto de
sbédio e sulfato de magnésio) e de agentes tamponantes (por exemplo, citrato) para
induzir a separacao de liquido. Apds, ocorrem as etapas de agitacdo e centrifugacéo e

uma aliquota da fase organica & submetida a limpeza. A mistura € centrifugada e o
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sobrenadante resultante pode ser analisado diretamente ou pode ser submetido a uma
concentracdo, se necessario (MAJORS, 2008).

A utilizacdo de MgSO, na etapa de particdo de fases deve-se a sua elevada
capacidade de remocédo de agua quando comparado aos demais sais. Além de reduzir
o volume de fase aquosa, sua hidratacdo € uma reacdo exotérmica, resultando no
aguecimento da amostra durante as fases de extracdo/separacdo, favorecendo a
extracdo, principalmente de substancias apolares (ANASTASSIADES et al., 2003). O
uso de NaCl com MgSO, é utilizado principalmente para favorecer a transferéncia de
substéancias polares para a fase organica. Os sorventes possuem a capacidade de reter
interferentes da matriz, permitindo que os analitos permanecam na fase organica
(extrato) (PRESTES et al., 2009).

O procedimento QUEChERS vem sendo amplamente utilizado para extracao de
agrotoxicos, devido a seu custo acessivel e sua rapidez (PRESTES et al, 2009). Outra
caracteristica interessante € sua eficacia para a extracdo de analitos com polaridades
diferentes em nivel de tracos em amostras complexas. Este método ja foi adaptado
para a extracdo de micotoxinas de varios cereais e derivados, como arroz, trigo e milho
(HACKBART, 2012; SIRHAN, 2011). Assim, o procedimento é promissor para extracdo
de toxinas distintas em diversas matrizes (BEMVENUTI et al., 2012).

Um estudo realizado por Ferreira et al. (2012) aplicou o uso do método
QUEChERS em 30 amostras de pipocas comercializadas em Portugal para a
determinacdo de multimicotoxinas, utilizando para a deteccdo cromatografia gasosa
acoplada a espectrdmetro de massas. A Tabela 3 apresenta os resultados referentes a
recuperacao, repetibilidade, limites de deteccdo e quantificacdo para as micotoxinas
em estudo. As concentracdes fortificadas foram 50 pg kg™ para zearalenona (ZON) e
200 pg kg™ para deoxinivalenol (DON), fumonisina (FUS),15-acetil-deoxinivalenol (15-
ADON) e nivalenol (NIV).
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Tabela 3. Valores de recuperacao (R), desvio padrdo (RSD), limites de deteccéo (LOD)
e limites de quantificacdo (LOQ) utilizando QUEChERS em amostras de pipoca.

Micotoxinas % R % RSD LOD (ug kg™ LOQ (ug kg™)
DON 75 9 14 42
FUS 85 18 18 54
15-ADON 89 8 41 125
NIV 68 15 59 179
ZON 65 12 7 20

Fonte: Ferreira et al., 2012.

No Brasil, o método QUEChERS vem sendo empregado para extracdes de
micotoxinas em cereais. Bemvenuti et al. (2012) utilizou o método de extracdo
QUEChERS seguido por quantificacdo por CLAE-UV para avaliar deoxinivalenol (DON)
e zearalenona (ZEA) em arroz parboilizado no estado do Rio Grande do Sul. O método
apresentou recuperacdo de 91 % para DON e 105 % para ZEA, com precisao
variando de 1,5 a 18,6 %. Os limites de quantificacdo foram 22,2 ug kg™ para DON e
4,3 ug kg™ para ZEA.

Amostras de arroz também foram avaliadas atraves da extracdo por QUEChERS
com deteccdo por cromatografia liguida com arranjo de diodos para determinacao
simultdnea das micotoxinas citrinina (CIT) e ocratoxina A (OTA), apresentando
recuperacbes de 78 e 105 % respectivamente. Esta extracdo simultanea das
micotoxinas permitiu uma reducdo de até 25 vezes na quantidade de solventes se

comparado com o procedimento de Tanaka (HACKBART et al., 2012).

3.4.1.3 Técnica DLLME (Microextragdo Dispersiva Liquido-Liquido)

O principio basico desta técnica é a dispersdo de um solvente extrator (imiscivel
em agua) e um solvente dispersor (miscivel em agua e no solvente extrator) em uma
solucéo aquosa o0 que proporciona uma grande area de contato entre a fase aquosa e o
solvente extrator (REZZAE et al., 2006). Uma mistura apropriada de solvente dispersor
e de solvente extrator € injetada na solucdo aguosa contendo a amostra. Ap0s uma
leve agitacédo forma-se uma solugao turva com microgotas. Estas microgotas formadas
consistem do solvente extrator mais o analito jA extraido. A etapa seguinte de

centrifugacdo permite a sedimentagcdo das microgotas, formando uma fase
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sedimentada, que é retirada para posterior analise em instrumento adequado
(CALDAS, 2009).

Muitas vantagens da DLLME em relacdo a outras técnicas convencionais de
extracdo com solvente s&o evidenciadas como: simplicidade de operagao, rapidez,
baixo custo devido ao baixo consumo de solventes organicos, facil manipulacéo, alta
recuperacao, alto fator de enriquecimento e compatibilidade com os métodos analiticos
como analise por Cromatografia Gasosa (CG) (NAGARAJU, HUANG, 2007; XIONG,
HU, 2008) e por Cromatografia Liquida (CL) (WEI, WANG, 2007; MELWANKI, FUH,
2008).

Alguns parametros influenciam este processo de extracdo como o volume e o
tipo de solvente extrator e de solvente dispersor, tempo de extracdo, forca ibnica e pH.
A escolha de um solvente extrator apropriado € o parametro mais importante na
DLLME. O solvente extrator deve ser selecionado dentre os que apresentarem maior
densidade que a agua, capacidade de extracdo dos compostos de interesse e bom
comportamento cromatografico. A centrifugacdo na DLLME € essencial para que se
obtenham duas fases distinguiveis nos tubos de extracdo. Depois da retirada da fase
sedimentada, esta pode ser injetada diretamente no equipamento ou evaporada e
redissolvida em um solvente apropriado ou derivatizada conforme necessidade de
deteccado do analito (CALDAS et al., 2011).

A DLLME tem sido muito aplicada na extracao de diversos compostos organicos
como os farmacos e o0s agrotoxicos. Em micotoxinas, a possibilidade de emprego esta
na extracdo quando a matriz empregada for liquida como agua e bebidas, ou em
extratos aquosos obtidos por outras técnicas como a SLE (Extracdo Soélido-Liquido).

A SLE é uma operacdo unitaria que consiste na separacdo de um ou mais
componentes de uma mistura soélida através de um solvente liquido (LEDOUX, 2011).

Rubert et al. (2012) utilizou a SLE para avaliar simultaneamente 32 micotoxinas
produzidas pelos géneros de fungos Fusarium, Claviceps, Aspergillus, Penicillium e
Alternaria em amostras de cevada, na Espanha. Porcdes de 2 g de amostras foram
extraidas com 10 mL de acetonitrila/agua/acido acético (79:20:1, v/v/v) sob agitacao
orbital durante 90 min e centrifugadas por 5 minutos a 11000 rpm. O extrato diluido e
fitrado foi analisado por cromatografia liquida de ultra-alta pressdo acoplada a

espectrometria de massas (UHPLC-MS). Os valores de recuperacdo de algumas
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micotoxinas produzidas por Fusarium, utilizando a técnica SLE, podem ser observados

na tabela 4.

Tabela 4. Valores de recuperacdo (R) da técnica SLE utilizada para amostras de
cevada.

Micotoxina produzida por Fusarium R (%)
NIV 69,1

D3G 67,2

DON 83,1

3-ADON 83,2

15-ADON 88,2

Fonte: Rubert et al., 2012

Além da agitacdo orbital mundialmente empregada, a utilizacdo de banhos
ultrassbnicos também vem demonstrando grande potencial para extracdes de
diferentes classes de compostos analiticos, que vdo desde metais a compostos
organicos (ESCLAPEZ et al.,, 2011). O uso de sonicacdo consiste na aplicacdo de
ondas sonoras com frequéncias acima de 20 Hz, que viajam pela matéria/liquido,
focando suas energias em uma zona localizada da amostra, proporcionando uma
extragdo rapida. Outra vantagem do uso de banhos ultrassénicos é o baixo custo
(RAMOS, 2011).

3.4.1.4 Técnica MSPD (Dispersao da Matriz em Fase Sélida)

A MSPD ¢é uma alternativa as técnicas classicas de prepara¢do de amostra, pois
permite uma reducao significativa da quantidade de amostra e de solvente utilizados
para uma andlise multirresiduo (DOREA, LANCAS, 1999). A dispersdo da matriz em
fase soélida consiste na homogeneizacdo de uma pequena quantidade de amostra (0,1
a 5 g) com um material adsorvente. Esta mistura é transferida para uma coluna ou
cartucho. Os analitos sao extraidos com solventes organicos que percolam pela coluna.
O mecanisno de MSPD apresenta as seguintes etapas: homogeneizacdo da amostra,
rompimento celular, extragdo, fracionamento e purificagdo em um simples processo
(TEKEL, HATRIK, 1996; TORRES, PICO, 1997).
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A técnica MSPD envolve a dispersdo da amostra sobre um suporte solido,
seguida de eluicdo. Os suportes soélidos podem ser constituidos de um Unico material,
como florisil, silica ou alumina ou podem ser suportes recobertos por uma fase
organica como C;g, amino, ciano etc. Neste ultimo caso, € adicionada uma nova
dimensdo ao processo: a fase organica ligada age como um solvente ou detergente
que dissolve e dispersa os componentes da amostra na fase ligada, além de promover
a dispersédo na superficie do suporte solido (BARKER, 2000).

Os fatores que afetam a dispersdo da matriz na fase solida sdo os seguintes: a
natureza do suporte sélido (tamanho do poro, base de silica ou polimérica), a natureza
da fase ligada ao suporte (fase reversa, fase normal e com ou sem pré-
condicionamento da fase), a natureza da amostra, modificacées na matriz e a natureza
e a ordem dos solventes de eluigcdo (BARKER, 2002).

Um método baseado na técnica MSPD foi desenvolvido recentemente na
Espanha para a determinacdo de cinco micotoxinas (aflatoxinas Bi, B,, G1 e G, e
ocratoxina A) em trés matrizes diferentes (café, malte e cevada) adquiridas no
comércio local. Diversos dispersantes e eluentes foram testados durante a otimizacao
do processo, sendo que os melhores resultados foram obtidos utilizando-se C;3 como
suporte soélido e acetonitrila como solvente extrator. As analises foram realizadas por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. As recuperacbes do
processo variaram de 64 % a 91 % com desvio padréo relativo inferior a 19 % em todos
os casos. Os limites de deteccdo foram de 0,3 pg kg™ para as aflatoxinas a 2 pg kg™
para a ocratoxina A (SOLER et al., 2010).

Rubert et al. (2011) também na Espanha, investigou a presenca dos tricotecenos
DON e NIV em amostras de farinhas de trigo coletadas nos mercados de Valéncia
através da técnica MSPD, utilizando como suporte sélido C;g € a mistura de metanol e
acetonitrila 50:50 (v/v) como solvente extrator e quantificacdo por cromatografia liquida
acoplada & espectrometria de massas. Os limites de deteccéo foram 75 ug kg™ para
NIV e 20 ug kg™ para DON e os limites de quantificacdo foram de 85 pg kg™ e 31 ug
kg™ para NIV e DON, respectivamente. As recuperaces foram de aproximadamente
77 % para NIV e 90 % para DON. Das 50 amostras analisadas, 9 apresentaram NIV
(<LOQ — 105 pg kg™) e 5 apresentaram DON (45 — 367 pg kg™).
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7

No Brasil, a técnica de MSPD €& muito utilizada para determinacdo de
agrotoxicos em alimentos. Rodrigues (2010) determinou residuos de agrotoxicos em
amostras de cebola empregando MSPD e cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas. Os limites de quantificacdo para o método ficaram na faixa
de 0,01 - 0,1 mg kg™ e as recuperacdes entre 83 — 120 % para a repetibilidade, com

desvio padréo relativo de 1,7 a 15,4 % para todos 0os compostos.

3.4.2 Métodos de deteccdo

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é a mais usada de todas as
técnicas analiticas de separacdo. Isso ocorre devido a sua alta sensibilidade, sua
adequacao a separacao de espécies nao volateis ou termicamente frageis e, acima de
tudo, a sua aplicabilidade (SKOOG et al., 2002). Um grande numero de detectores ja
foi descrito e desenvolvido, no entanto, grande parte das andlises contemporaneas de
CLAE utilizam detectores ultravioleta em alguma de suas formas como condutividade
elétrica, fluorescéncia, indice de refracdo e espectrometro de massas (FU et al., 2009).

Os compostos que absorvem no UV séo aquelas substancias que absorvem luz
na faixa de 180 a 350 nm. As substancias que absorvem nessa faixa incluem as que
possuem uma ou mais duplas ligacbes e substancias que possuem elétrons néo
ligantes, como: olefinas, aromaticos, compostos que contém bromo, iodo ou enxofre,
grupo carbonila, grupo nitro, ions inorganicos e duas duplas conjugadas (SCOTT,
2003; COLLINS et al., 2006).

O detector UV associado a CLAE é bastante comum. Durante a anadlise, a
amostra passa através de uma célula de vidro incolor, transparente, chamada cela de
amostra. Quando a luz UV incide nessa célula, parte da luz é absorvida pela amostra.
Assim, as intensidades da luz UV observadas para a fase mével (sem amostra, cela de
referéncia) e para o eluente contendo amostra serdo diferentes. Medindo-se essa
diferenca, a quantidade de amostra pode ser determinada. Como a absorbancia UV
também difere, dependendo do comprimento de onda usado, € importante que este
seja escolhido adequadamente, com base no tipo de analito. Um detector padréao de
UV permite ao usuario escolher comprimentos de onda entre 195 e 370 nm (SKOOG,
1999).
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Figura 8. Esquema de detector fotométrico (SOARES, 2006).

Sendo que, entre os detectores ultravioleta mais poderosos, encontram-se 0S
equipamentos com arranjo de diodos (DAD). Nos detectores DAD a coleta de dados é
feita em um espectro inteiro, na regido do ultravioleta e do visivel (90 a 880 nm), em
aproximadamente 1 segundo. Dessa forma, dados espectrais podem ser coletados e
armazenados para cada pico cromatografico que aparecem na saida da coluna
(SKOOG et al., 2002). Um DAD permite checar a identidade do composto e a pureza
do pico, a qual é examinada comparando 0s espectros em diversos pontos do pico
cromatografico, como no inicio, no apice e no fim. Se ocorrer a sobreposicdo desses
espectros, 0 pico € puro e isto fornecerd um dado extra ao analista que assim sabera
se ha ou néo interferentes eluindo juntamente com o analito (SOARES, 2001; COLLINS
et al., 2006). O uso de detectores acoplados a CLAE permite que o espectro de cada
composto possa ser obtido, apresentando um caminho adicional para confirmar a
identidade do pico (LANCAS, 2003).

A Figura 9 ilustra um diagrama de funcionamento do DAD. A luz de uma fonte de
emissao (lampada de deutério, por ex.) € colimada através de um sistema de espelhos
sobre a amostra. A luz total que passa através da célula contendo a amostra incide
sobre uma rede de difracdo. Esta rede ira difratar a radiacdo, separando os seus
diferentes comprimentos de onda, sendo que cada um deles ira incidir sobre um arranjo
de diodos. Estes diodos, ao serem irradiados, produzem uma corrente elétrica cuja

magnitude depende da intensidade da emisséo. Através de um circuito adequado, esta
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corrente sera transformada em absorbancia nos diferentes comprimentos de onda,

resultando no espectro de absorcéo da substancia (SCOTT, 2003 a).
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Figura 9. Esquema de detector de comprimento de onda multiplo (DAD)
(SOARES, 2006).
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A cromatografia liquida acoplada a detector de espectrometro de massas (MS)
também vem sendo muito utilizada para a deteccdo de micotoxinas multiclasses devido
a sua alta seletividade e sensibilidade (REN et al., 2007). O espectrometro de massas
€ um detector utilizado para o estudo das massas de atomos, moléculas ou fragmentos
de moléculas. Para se obter um espectro de massa, as moléculas no estado gasoso ou
as espécies dessorvidas a partir de fases condensadas sao ionizadas. Os ions obtidos
sdo acelerados por um campo elétrico e separados de acordo com a razao entre a sua
massa e a sua carga elétrica (m/z) (HARRIS, 2003).

A cromatografia gasosa (CG), associada a detectores MS ou FID, é a técnica
mais utilizada para a determinacdo dos tricotecenos em geral, por possibilitar a
separacao de substancias muito semelhantes entre si no estado natural. Possui alta
precisdo para compostos mais volateis e apolares, no entanto compostos polares e
pouco volateis também podem ser analisados com o auxilio de reacdes de
derivatizacdo, como acilacéo e alquilacdo (MENEELY et al., 2011; REN et al., 2007).

A Tabela 5 apresenta exemplos da aplicabilidade dos métodos de deteccdo por
cromatografia para a analise de compostos em diferentes matrizes, utilizando

diferentes métodos e técnicas de preparo de amostra.
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Tabela 5. Técnicas de preparo de amostra e métodos de deteccdo de analitos

utilizados para diferentes matrizes.

Preparode otz Analito  LODILOQ  ECUPEIAGA0  anslises  Autor
amostra (%)
DON, .
_ 3. 5-10 ng g Tanaka et
Tanaka Trigo ADON, (LOD) 83 - 88 CG-EM al., 2000
NIV
2,4-3,0 pg
OTA it CLAE-  Hackbart et
Tanaka Arroz ’ kg 62 -98
T (00 DAD  al, 2012
4,3-22,20 - i
QUEChERS  Arroz 3%% ug kg™ 91-105 CI[JQ\/E eBte;P Vgglit.?i
(LOQ) _ .
_ 50 ug kg CLAE-  Pussemier
QUEChERS  Trigo DON (ng? 92 UV et al.. 2006
Dl%N 135-196 Ferreira et
QUEChERS Pipoca oy Mgkg®  61-109  CG-EM " "5.,
' (LOQ) )
NIV
. NIV 12,5
Farinha ’ . CLAE-  Malachova
QUEChERS (HTHS DON,  pgkg' 53 - 86 EM  etal, 2011
D3G (LOQ) "
NIV,
D3G,
DON, 50-100
MSPD  Cevada  3- ug kg™ 60 - 78 CI&?AE_ IZ|U bzeglgt
ADON,  (LOD) "’
15-
ADON
. 45-367
Farinha NIV, 1 CLAE- Rubert et
MSPD  (rite  DON %Scl;g) 8.7-8  EmEM  al, 2011
NIV,
D3G,
DON, 50-100
SLE Cevada  3- ug kg™ 67 — 38 CIE?AE- IZIUbg(;tlezt
ADON,  (LOD) "’
15-
ADON
1,0-9,5 i
DLLME  Bebidas Aminas  pgL™* 72-113  CG-EM A;rlnez'%alf '

(LOQ)
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3.5 VALIDACAO DE METODOS CROMATOGRAFICOS

A validagdo de um método analitico envolve um procedimento o qual prova que
o método fornece os resultados esperados com credibilidade, precisdo e exatiddo
adequadas (LANCAS, 2004). Essa validacdo € um processo continuo que comeca no
planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu
desenvolvimento e transferéncia. Um novo método analitico deve passar por uma
validacdo para garantir que as informacdes geradas por este método forneca
informacdes confidveis e interpretaveis sobre a amostra (RIBANI et al., 2004).

Segundo a ANVISA (2003), através dos estudos experimentais, a validacao deve
garantir que o método atenda as exigéncias das aplicacBes analiticas, garantindo a
confiabilidade dos resultados.

Muitos autores definem validacdo de métodos e pode-se dizer que 0s conceitos
continuam evoluindo e estdo constantemente sob consideracdo pelas agéncias
reguladoras (RIBANI et al., 2004).

Entre os vérios trabalhos existentes na literatura que descrevem os parametros
analiticos avaliados existe uma conformidade entre eles, sendo que os parametros que
sempre estdo presentes sdo: curva analitica e linearidade, limite de deteccéo e limite

de quantificacéo, precisédo e exatidao.

3.5.1 Curva analitica e linearidade

A curva analitica estabelece uma relacao entre a resposta do equipamento e as
varias concentracdes do analito em estudo. Esta relacdo matematica pode ser
expressa através de um grafico chamado equacdo da reta, o qual pode ser
denominado como curva analitica (LANCAS et al., 2004; RIBANI et al., 2004).

Dessa forma, € necessario um nimero minimo de solugbes-padrdo aceitos nos
graficos de calibracdo que varia entre cinco e seis niveis de concentracdo. Essas
concentragbes devem ser escolhidas de forma a cobrir uma faixa de 50 a 150% do
valor que se espera encontrar na amostra em estudo (INMETRO, 2003)

A ANVISA especifica um minimo de cinco pontos na curva analitica e os gréaficos
de calibracdo devem ser apresentados juntamente com um tratamento estatistico

adequado, o qual deve envolver, no minimo, a equacao da funcédo (normalmente uma
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reta), a analise de regresséao e os dados de correlacéo e determinacdo (ANVISA, 2003;
LANCAS et al., 2004).

Assim, através do método matematico conhecido como regressao linear
(Equacdo 1) pode-se efetuar a estimativa dos coeficientes de uma curva analitica

através de um conjunto de medi¢cOes experimentais (INMETRO, 2003).

y=ax+bp (1)

Onde:

y = variavel dependente (resposta medida: altura ou area do pico)

X = variavel independente (concentracao)

a = coeficiente angular (inclinacdo da curva analitica = sensibilidade)

b = coeficiente linear (intersecdo com o eixo y)

A linearidade de um método analitico € definida como sendo a facilidade deste
método em gerar resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito, em
uma determinada faixa de concentracdo (INMETRO, 2003). Assim, a linearidade de um
método pode ser observada através do gréfico dos resultados em funcdo da
concentracdo do analito ou entéo calculados a partir da equacéo da regresséo linear,
determinada pelo método dos minimos quadrados. Para indicar o quanto pode ou néao
ser adequada a reta como modelo matematico, utiliza-se o coeficiente de correlacao
linear (r). O INMETRO recomenda um valor acima de 0,90 e a ANVISA um valor igual
ou acima a 0,99 (INMETRO, 2003; RIBANI et al., 2004).

Sospedra et al. (2010) utilizaram uma faixa linear de 100 — 1500 pg kg™’ para
avaliar DON e NIV em amostras de farinha de trigo, utilizando CL-EM. Em outro estudo
realizado para a determinacéo de tricotecenos (DON, ADONS e NIV) em amostras de
cevada foi utilizada a faixa de 10 — 1000 pg kg em UHPLC-EM (Rubert et al., 2012).
Ferreira et al. (2012) utilizaram 50 — 2000 pg kg™ para estabelecer a faixa de
linearidade em um estudo em que foram avaliados teores de DON, 15-ADON e NIV em
amostras de pipoca por CG-EM. Na maioria dos estudos referentes a tricotecenos em
cereais e derivados, a faixa de linearidade permanece em torno de 10 — 2000 pg kg™.
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Em validacédo, a quantificacdo do composto de interesse pode ser obtida através
de diferentes formas de padronizacdo, de acordo com o tratamento utilizado para a
amostra e o tipo de andlise: padronizacdo externa, padroniza¢ao interna, adicao padréo
e superposicao de matriz. A padronizacdo externa compara as areas obtidas a partir
dos padrdes de calibracdo com a area do pico do analito a ser quantificado. Ja a
padronizacdo interna consiste a preparacdo dos padrdes de calibragcdo contendo
diferentes concentracfes do analito, nos quais se adiciona uma concentracdo fixa de
padrao interno (PI1). A adicado padrao consiste na adicdo de diferentes concentracdes do
analito a matriz que ja possui uma quantidade desconhecida do mesmo (CASSIANO et
al., 2009).

O método de superposicdo de matriz pode ser utilizado para a calibracéo, tanto
com a padronizacdo interna como a externa. Este método consiste na adi¢cdo do
padrdo da substancia em diversas concentracdes em uma matriz semelhante a da
amostra, que esteja isenta da substancia. E construido um gréafico de calibracdo que
relaciona as areas obtidas com as concentracdes dos padrées. A superposicao de
matriz € usada para compensar o efeito da matriz ou de possiveis interferentes e é de
extrema importancia quando a matriz pode interferir na pré-concentracdo, extracao,
separacao ou deteccdo da substancia de interesse. Comparando-se com o método de
padronizacdo externa, sua principal vantagem ¢é que fornece uma melhor

correspondéncia com a composicdo da amostra (RIBANI et al., 2004).

3.5.2 Limite de deteccéo e limite de quantificacéo

O limite de deteccédo (LOD) e o limite de quantificacdo (LOQ) séo utilizados para
demonstrar se um método € capaz de detectar e quantificar baixas concentracdes de
um analito. O LOD corresponde a menor concentracdo de um analito que pode ser
detectada e que o método seja capaz de diferenciar confiavelmente do ruido. O LOQ é
definido como a menor quantidade de um analito que pode ser quantificada com
exatidao e precisdo aceitaveis (INMETRO, 2003; LANCAS, 2004).

Tanto o LOD como o LOQ podem ser estimados através do método visual, do
método relagdo sinal/ruido e do método baseado em paréametros da curva analitica.
Para as técnicas analiticas em geral, 0 método mais utilizado é o da relagéo sinal/ruido

onde é feita a comparacdo entre a medicdo dos sinais de amostras em baixas
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concentracfes conhecidas do composto de interesse na matriz e um branco (matriz
isenta do composto de interesse) destas amostras. Para estimar o limite de deteccao e
quantificacdo, geralmente considera-se aceitavel a razdo de sinal/ruido com valor 3 e
10, respectivamente (RIBANI et al., 2004; CASSIANO et al., 2009).

Estudos revelam que os limites de quantificacdo para DON estédo na faixa de 5 a
50 pg kgt para a andlise de cereais, por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas. Para a quantificacdo de NIV em amostras de cereais, a
faixa de limite de quantificacdo fica em torno de 100 a 180 pg kg* e para os ADONS
esta faixa é de 50 a 125 pg kg™. (SOSPEDRA et al., 2010; Rubert et al., 2012; Ferreira
et al., 2012).

3.5.3 Exatidao

A exatiddo mede o quanto o valor obtido se assemelha ao valor tido como
referéncia aceito como verdadeiro (LANCAS, 2004). Normalmente, a exatiddao é
expressa em termos de percentagem e 0S processos mais utilizados para avaliar a
exatiddo de um método sdo o uso de materias de referéncia, a comparacdo de
meétodos, 0s ensaios de recuperacao e a adicdo padrao (INMETRO, 2003; RIBANI et
al, 2004).

Para avaliar a exatiddo sempre se devem considerar certos limites, a um dado
nivel de significancia, ou seja, a exatiddo aparece sempre associada a valores de
precisdo. Estes valores podem ser estreitos em niveis de concentracdo elevados e
mais amplos em niveis tracos. O numero de ensaios varia de acordo com a diretriz
adotada, com a legislacdo ou com as caracteristicas da pesquisa. A ANVISA
recomenda ensaios em triplicata para trés niveis de concentracdo (ANVISA, 2003;
RIBANI et al, 2004).

O ensaio de recuperagdo € o procedimento mais utilizado para avaliar a exatiddo
de um método e é calculado comparando-se a resposta obtida para o analito
adicionado na matriz em estudo e extraido com a resposta obtida para o analito em
amostras preparadas em solvente (BRITO et al., 2003; CASSIANO et al., 2009).

Os estudos em relacdo aos ensaios de recuperagao para os tricotecenos em
amostras de cereais demonstram que estes permanecem dentro da faixa permitida

pela legislacédo, ou seja, em torno de 70 a 120 %. Sospedra et al. (2012) obtiveram
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recuperacbes de 86 e 100 % para DON e NIV, respectivamente, em amostras de
farinha de trigo extraidas por QUEChERS e analisadas por CL-EM. Ferreira et al.
(2012) analisaram 15-ADON em amostras de pipoca e apresentaram uma recuperagao
gue variou de 75 a 85 %, utilizando extracdo por QUEChERS e CG-EM. Bemvenuti et
al. (2012) apresentou uma recuperacao de 91 % para DON em amostras de arroz, com
extracdo por QUEChERS e deteccao por CLAE-UV.

Outra forma de avaliar a exatiddo de um método é a utilizacdo de materiais de
referéncia certificados, os quais vém acompanhados de certificados fornecidos por
organismos reconhecidos e confiaveis. Comparam-se o0s valores obtidos pelo
laboratorio da mesma amostra padrdo com os valores certificados do material de
referéncia. Para a andlise de residuos, geralmente, os intervalos aceitaveis de
recuperacao estao entre 70 e 120 %, com precisdo de até + 20 %, porém dependendo
da complexidade da amostra analitica, este valor pode ser de 50 a 120 %. (RIBANI et
al., 2004).

3.5.4 Precisao

A precisdo representa a dispersao de resultados entre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob certas
condi¢Oes definidas (INMETRO, 2003).

Normalmente, a precisdo € expressa como desvio padrdo relativo, sendo
aceitaveis valores de até 20 % para a andlise de componentes traco. A precisdo pode
ser avaliada em trés niveis: reprodutibilidade, repetibilidade e precisdo intermediaria
(BRITO et al., 2003).

A reprodutilibilidade é o grau de concordéancia entre os resultados das medicdes
de uma mesma amostra, efetuadas sob variacdo de condicdes como mudanca de
operador, local, equipamentos, etc (INMETRO, 2003). A reprodutibilidade refere-se aos
resultados dos estudos de colaboracdo entre laboratérios e deve ser considerada
quando se quer a padronizacdo e inclusdo de procedimentos analiticos (RIBANI et al.,
2004).

O termo repetibilidade representa a concordancia entre os resultados de
medigOes sucessivas de um mesmo método, realizadas sob as mesmas condigdes em

um curto intervalo de tempo: mesmo procedimento, mesmo analista, mesmo
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instrumento e condicbes, mesmo local. O termo repetitividade € adotado pelo
INMETRO, por outro lado a ANVISA utiliza a mesma definicho para o termo
repetibilidade. A ANVISA sugere que a repetibilidade seja verificada a partir de um
minimo de nove determinacdes, ou seja, trés niveis com trés repeticbes cada um, ou a
partir de um minimo de seis medicdes a uma concentracdo semelhante ao valor
esperado (ANVISA, 2003; INMETRO, 2003; RIBANI et al., 2004).

A precisao intermediaria € reconhecida como a mais representativa da variacao
dos resultados em um Unico laboratério e, assim, a mais aconselhavel a ser adotada. E
definida como a habilidade que o método possui em fornecer os mesmos resultados
guando as analises sdo conduzidas no mesmo laboratério, porém em diferentes dias,
por diferetes analistas e/ou diferentes equipamentos. A precisdo intermediaria é
determinada através da mesma avaliagdo da repetibilidade, descrita anteriormente,
seguindo as recomendacdes da ANVISA (CASSIANO et al., 2009; RIBANI et al., 2004).

3.5.5 Sensibilidade e Seletividade

A sensibilidade depende da natureza do analito e da técnica de deteccéo
utilizada. E um parametro que demonstra a variacdo da resposta em funcdo da
concentracdo do analito (INMETRO, 2003). A sensibilidade pode ser determinada por
intermédio da inclinacédo do grafico de calibracdo. No caso de uma reta, quanto maior o
angulo de inclinacdo da reta, mais sensivel serd o método (LANCAS, 2004).

A seletividade corresponde a capacidade de um método em determinar o analito
de maneira inequivoca na presenca de outras substancias susceptiveis de interferirem
na determinacdo (LANCAS, 2004). Os interferentes podem aumentar ou reduzir o sinal,
e a magnitude do efeito também pode depender da concentracdo (INMETRO, 2003).
No caso de amostras alimenticias, o principal interferente é o teor de gordura
(WALORCZYK, 2007).

A cromatografia € um poderoso método de separagdo de compostos mas néo de
identificacdo e, apenas, fornece dados auxiliares na identificagdo de compostos. Para
comprovar a identificacdo de um composto com tempo de retencéo definido pode ser
comparado o seu tempo de retencdo com o dos padrdes de referéncia, ou utilizar a co-
cromatografia, que consiste em adicionar uma quantidade de padrdao na amostra e

verificar aumento da area do pico ou surgimento de outro pico (SOARES, 2001).
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3.5.6 Efeito Matriz

O efeito matriz ocorre quando substancias da matriz co-eluem com as
substancias de interesse, suprimindo ou enriquecendo o sinal dos analitos (TAYLOR,
2005; RODRIGUES, 2010). O exato mecanismo pelo qual ocorre o efeito matriz é
desconhecido, mas, provavelmente, € originado da competi¢cdo entre um analito e a co-
eluicdo de um componente da matriz ndo-monitorado (RODRIGUES, 2010).

Assim, existem procedimentos que promovem a compensacéo da ocorréncia do
efeito de matriz como a utilizagéo de analitos protetores, funcao de correcao, adicédo de
padrdo e curva analitica preparada pela dissolucédo dos padrdes em extratos da matriz
(PINHO et al., 2010).
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4. MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento experimental consistiu em avaliar um procedimento de
extracdo simultanea dos tricotecenos em amostras de gréos de trigo. Foi realizada a
comparacdo de métodos e técnicas de extracdo: QUEChERS (Bemvenuti, 2012),
extracdo solido-liquida descrita pelo método de Tanaka et al. (2000), MSPD (Rubert et
al., 2011) e DLLME (Rezaee et al., 2006) e, apds este estudo, foi padronizado um
procedimento de extracdo QUEChERS utilizando como referéncia o método
QUEChERS modificado proposto por Ferreira et. al. (2012) e Bemvenuti (2012).

As técnicas CLAE-UV e CLAE-DAD foram empregadas para a separagao e
identificacdo dos compostos. O tempo de retencdo dos padrées das micotoxinas, bem
como o tempo total de eluicdo foram utilizados para se estabelecer as condi¢bes de
separacdo cromatogréfica. Para a validacdo do método foram adotados os seguintes
parametros: curva analitica e linearidade, limite de deteccao, limite de quantificacao,
precisao , exatidao, sensibilidade, seletividade e efeito matriz.

Os experimentos do trabalho foram realizados no Laboratério de Micotoxinas e
Ciéncia de Alimentos e com parceria no Laboratério de Analises de Compostos
Orgéanicos e Metais (LACOM), todos pertencentes a Escola de Quimica e Alimentos
(EQA) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG).

4.1 MATERIAIS
4.1.1 Equipamentos

- Balanca analitica de precisdo FA2104N BIOPRECISA (Sao Paulo, Brasil);
- Banho ultrassénico 25 mHz UNIQUE (Séo Paulo, Brasil);

- Banho ultrassénico UNIQUE Ultra Cleaner 700 (Brasil);

- Banho maria BIOPAR COEL TLK 48 (Brasil);

- Bomba de vacuo PRISMATEC (Sé&o Paulo, Brasil);

- Microcentrifuga MINISPIN (Brasil);

- Centrifuga refrigerada CIENTEC CT-5000R (Séo Paulo, Brasil);

- Coluna analitica Gemini C15 (250 x 4,5 mm, 5 um) PHENOMENEX (EUA);
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- Concentrador TECNAL TE-019 (Séo Paulo, Brasil);

- Cromatografo Liquido SHIMADZU (Quioto, Japado) equipado com sistema
administrador CBM-20A mdédulo LC-20AT, desgaseificador DGU-20A; e detector UV-
VIS SPD-20A, conectado em software LC solution data aquisition, injetor Rheodyne
loop 20 M,

- Cromatografo Liquido WATERS (Miliford, MA, EUA) equipado com detector
por arranjo de diodo 2996 (PDA), com bomba quaternaria modelo 600, alca de injecéo
de 20 L, sistema de aquisicdo de dados software Empower PDA;

- Destilador de agua QUIMIS 341-25 (Brasil);

- Espectrofotdmetro modelo Cary 100 — UV-VISABLE VARIAN (Walnut Creek,
EUA);

Evaporador Rotativo QUIMIS Q-344B2 (Brasil);

Micropipetadores automaticos com capacidade variavel de 10 — 1000 pL;
Moinho TECNAL TE-631 (S&o Paulo, Brasil);

Shaker incubadora TECNAL TE-420 (S&o Paulo, Brasil);

Sistema de purificacdo de agua Mili-Q Direct-Q UV3 MILLIPORE (EUA);
Vortex Mixer VIXAR (Coreia).

4.1.2 Reagentes, solventes e materiais

- Acetato de sodio P.A. VETEC (Brasil);

- Acetonitrila grau HPLC PANREAC (Espanha);

- Acetonitrila P.A. VETEC (Brasil);

- Agua destilada;

- Agua ultrapura purificada em sistema Direct-Q UV3 MILLIPORE (resistividade
de 18,2 MQ cm);

- Celite NUCLEAR (Brasil);

- Cyg HEXIS (Brasil);

- Cloreto de sodio SYNTH (Brasil);

- Cloroformio P.A. SYNTH (Brasil);

- Frascos de vidro ambar, capacidade de 10 a 50 mL,;

- Gas nitrogénio;
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- Hexano P.A. SYNTH (Brasil);

- Membrana de acetato de celulose de 47 mm de diametro e 0,45 pum de
diametro de poro MILLIPORE (Séo Paulo, Brasil);

- Metanol P.A. SYNTH (Brasil);

- Padrdes analiticos: Deoxinivalenol, 3-acetil-deoxinivalenol, 15-acetil-
deoxinivalenol, Nivalenol SYGMA-ALDRICH (EUA);

- Material de referéncia certificado DON em trigo BIOPURE (EUA);

- Vidraria comum de rotina (béquer, erlenmeyer, pipetas volumétricas, baldes

volumétricos etc...).

4.1.3 Preparo das solucdes analiticas

As solucdes analiticas estoque das micotoxinas foram preparadas a partir de
recipientes comerciais que continham 1 mg de cada micotoxina. Cada uma das
micotoxinas foi dissolvida em benzeno:acetonitrila (95:5 v/v) até uma concentracao de
100 pg mL™. Apés, cada uma destas solucdes estoque foi diluida de modo a se obter
solucbes padrdo cujas concentracdes corresponderiam a 50 ug mL™ segundo relacéo
massa/volume e confirmada por espectrofotometria, de acordo com metodologia
descrita por Bennett e Shotwell (1990) e Krska et al. (2007).

Foram utilizados os valores da absortividade molar (¢) e comprimentos de onda
de maxima absorbancia, de acordo com a Tabela 6, para estimar a concentracdo das
solugdes trabalho, conforme a Equagéo 2.
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Tabela 6. Absortividades molares e comprimentos de onda de maxima absorbancia de
cada tricoteceno em estudo (KRSKA et al., 2007).

Micotoxinas Absortividades molares’ Comprimentos de onda de

(€) méaxima absorbancia (nm)
Deoxinivalenol 6808 220
3-acetil-deoxinivalenol 6911 220
15-acetil-deoxinivalenol 6895 220
Nivalenol 6836 220

*Em acetonitrila

A gquantificagdo das solugdes padréo de cada uma das micotoxinas foi realizada

apos a varredura no espectro ultravioleta e verificacdo da pureza de cada composto.

ngmL™ = Abs. x M M ><1OOO><FC><8_1><C_l (2)

Onde:
Abs = valor da absorbancia da solucéo padréo
M.M. = massa molecular da micotoxina
FC = fator de correcao do instrumento
¢ = absortividade molar da micotoxina no comprimento de onda de
maxima absorbancia em acetonitrila

C = largura da cubeta (1 cm)

A solucao trabalho contendo a mistura das quatro micotoxinas foi preparada na
concentracdo de 10 pg mL™ e diluicbes foram realizadas para o preparo das curvas
analiticas. A solucao trabalho foi preparada mensalmente e as diluicdes utilizadas

foram preparadas diariamente.
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4.2 METODOS

4.2.1 Amostragem

Uma amostra de grdos de trigo adquirida no comércio local (500 g) foi
empregada para os procedimentos de extracdo das micotoxinas. Esta amostra foi
moida em moinho de facas e peneirada em malha de 32 mesh. A fracdo obtida foi
submetida a homogeneizacéo e posterior quarteamento. O quarteamento foi realizado
manualmente até se obter a quantidade correspondente a amostra analitica, sendo
fortificada com diferentes niveis de concentracdo dos tricotecenos em estudo e,
posteriormente, extraida pelos métodos Tanaka e QUEChERS e pelas técnicas DLLME
e MSPD.

4.2.2 Comparacédo entre os métodos e as técnicas de extracao

Primeiramente, dois métodos e duas técnicas de extracdo foram testados quanto
a capacidade de extrair simultaneamente os tricotecenos de amostras de graos de trigo
adquiridas comercialmente. Os métodos foram: Tanaka et al. (2000); QUEChERS
modificado por Bemvenuti (2012); Técnica SLE (Extracdo Solido-Liquido) acoplada a
DLLME (Microextragdo Dispersiva Liquido-Liquido) desenvolvida por Rezaee et al.
(2006) e a Técnica MSPD (Dispersao da Matriz em Fase Sélida) validada por Rubert et
al. (2011).

As amostras foram fortificadas com 1000 pg kg' de cada micotoxina, para
posterior avaliacdo da recuperacdo. Os residuos secos obtidos apOs cada extracéo
foram ressuspensos em 1 mL de acetonitrila, agitados em banho de ultrassom por 30
seg e centrifugados durante 5 min a 1200 xg. As micotoxinas foram identificadas e
guantificadas através da cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector ultra-
violeta (CLAE-UV).

- Extracdo solido-liquido segundo Tanaka et al. (2000), conforme Apéndice 1: a
10 g de amostra foram adicionados 100 mL da mistura acetonitrila:agua (3:1). A mistura
foi homogeneizada em agitador orbital (30 min / 800 xg) e filtrada para um baldo de
separacdo. A limpeza do extrato foi realizada adicionando 3 porcdoes de 10 mL de
hexano. Apos foi adicionado 1 g de NaCl e agitado para a separacao de fases. A fracéo

organica foi recolhida em baldo de fundo chato e rotaevaporada a 70 °C até a secura.
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No baldo foram adicionados 30 mL da mistura cloroférmio:metanol (9:1), agitado em
banho ultrassonico e centrifugado (10 min / 3220 xg). O sobrenadante foi seco em
banho-maria a 60 °C. Para a quantificacdo, o residuo seco foi ressuspenso em 1 mL de
acetonitrila.

- QUEChERS modificado por Bemvenuti (2012), conforme Apéndice 2: a 10 g de
amostra foram adicionados 20 mL de agua destilada e 20 mL de acetonitrila. A mistura
foi homogeneizada em agitador orbital (5 min /800 xg) e, apos, adicionados 1,5 g de
sulfato de magnésio e 0,85 g de acetato de sodio, sendo agitada por 5 min em vortex.
O extrato foi centrifugado (10 min / 3220 xg) e adicionados 0,3 g de sulfato de
magneésio e 0,2 g de celite em 6 mL do sobrenadante, seguida de agitacdo por 1 min. O
sobrenadante (3 mL) foi seco sob nitrogénio. Para a quantificacéo, o residuo seco foi
ressuspenso em 1 mL de acetonitrila.

- Técnica SLE (Extracdo Soélido-Liquido) acoplada a DLLME (Microextracao
Dispersiva Liquido-Liquido) desenvolvida por Rezaee et al. (2006), conforme Apéncice
3. primeiramente, foi realizada a extracdo por SLE. 10 g de amostra foram
homogeneizadas com 40 mL da mistura acetonitrila:dgua (3:1) em agitador orbital (5
min / 800 xg), apds o extrato foi filtrado. Na técnica DLLME, foi adicionado 440 pL de
cloroférmio a uma aliquota de 2 mL de extrato, obtido pela técnica SLE, em um tubo de
centrifuga contendo 6 mL de agua. O tubo foi agitado em vortex (30 seg). A solucao
turva formada foi centrifugada (5 min / 3220 xg). A maior parte do sobrenadante foi
removida e transferidos 300 pL da fase sedimentada de cloroférmio para um frasco. O
extrato obtido foi seco sob um fluxo de nitrogénio. Para a quantificacdo, o residuo seco
foi ressuspenso em 1 mL de acetonitrila.

- Técnica MSPD (Disperséo da Matriz em Fase Sélida) validada por Rubert et al.
(2011), conforme Apéndice 4: 1 g de amostra foi homogeneizada em almofariz e
misturada a 1 g de C,g durante 5 min. A mistura foi transferida para um tubo juntamente
com 20 mL de acetonitrila/metanol (50/50,v/v), agitada em vortex por 1 min, colocada
em banho ultrassénico (25 mHz) por 10 min e centrifugada (5 min / 3220 xg). O extrato
obtido foi evaporado até a secura. Para a quantificacdo, o residuo seco foi
ressuspenso em 1 mL de acetonitrila.

Apbs o estudo envolvendo os quatro métodos de extragéo, foi realizado um outro

teste utilizando um método QUEChERS modificado por Ferreira et al. (2012).
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- QUEChERS adaptado de Ferreira et al. (2012), conforme Apéndice 5: a 10 g de
amostra foi adicionado 20 mL de agua destilada. Para a limpeza do extrato, foi
realiazada a particdo liquida adicionando a mistura 10 mL de hexano por 3 vezes. Foi
adicionado 20 mL de acetonitrila e a mistura foi agitada em agitador orbital por 20 min a
800 xg. Apos, foram adicionados 4,0 g de sulfato de magnésio e 1,0 g de cloreto de
sédio e a mistura foi agitada por 5 min em vortex. O extrato foi centrifugado (10 min /
3220 xg) e ao sobrenadante (10 mL) foi adicionado 0,9 g de sulfato de magnésio e 0,3
g de Csg, este foi agitado por 30 seg em vortex. A mistura foi centrifugada novamente
por 5 min a 3220 xg. O sobrenadante (3 mL) foi seco sob nitrogénio. Para a

guantificacdo, o residuo seco foi ressuspenso em 1 mL de acetonitrila.
4.2.3 Otimizacéo do procedimento de extracdo QUEChERS

Com base nos dados obtidos da avaliacdo da extracdo de micotoxinas, foi
otimizado o método descrito por Ferreira e colaboradores (2012) que desenvolveram
um método para a determinacdo de tricotecenos em amostras de pipoca empregando
QUEChERS modificado. As modificagbes avaliadas se basearam no método
QUEChERS original (ANASTASIADES et al., 2003). Assim, foram realizados ensaios
para avaliar a influéncia dos sais na etapa de separacdo de fases e adicao de sal e
sorvente na etapa de clean-up.

Um delineamento composto central (DCC) 2* foi realizado para otimizar o
método QUEChERS quanto a extracdo simultanea dos tricotecenos em amostras de
graos de trigo. As variaveis avaliadas foram as quantidades de sulfato de magnésio
(MgSO,) e cloreto de sédio (NaCl) na etapa de separacdo de fases e as quantidades
de sulfato de magnésio e sorvente Cig na etapa de clean-up, apresentadas na Tabela
7.
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Tabela 7. Niveis codificados e reais avaliados no delineamento composto central 2* na
etapa de separacdo de fases e na etapa de clean-up no método QUEChERS.

Variaveis Etapas -1 0 +1
MgSOq separacao 29 49 ©9g
Nacl ~ defases 05g 1g 159
MgSO4 0,39 0,99 15¢9
clean-up
Cis 0,19 0,39 0,549

As areas relativas das micotoxinas foram utilizadas para avaliar os percentuais

de recuperacéao, os quais constituiram as respostas das variaveis em estudo.

4.2.4 Otimizacdo do sistema cromatografico CLAE-UV para determinacdo dos
compostos

Para a otimizacdo do sistema cromatografico foi utilizada a coluna Gemini Cig
5,0 um (250 x 4,6 mm), operando no modo de elui¢do isocratico. Com um fluxo de
injecdo de 0,5 mL min™ e tempo de corrida total de 15 minutos, foram realizados testes

em relacdo a fase movel:

1° Teste: Fase modvel: Acetonitrila: Tampdo Acetato de aménio 20 mM pH 4,5
(80:20, viv);

2° Teste: Fase movel: Acetonitrila; Agua (60:40, V/v);

3° Teste: Fase movel: Acetonitrila: Agua (70:30, v/v);

4° Teste: Fase movel: Acetonitrila: Agua (80:20, v/v).

Para avaliar a separacgéo dos tricotecenos foram utilizados o tempo de retencao
(t) de cada analito, o fator de retencao (k) e o fator de separagao (a) (COLLINS et al.,

2006). Atraves das Equactes 3 e 4 foram determinados o k e o q, respectivamente.
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Onde:

k = fator de retencao;

t, = tempo de retencdo de um analito, tempo transcorrido desde a injecéo até o
ponto de maximo pico;

tw = tempo de retencédo de um analito ndo retido.

_ K,

oC = =<
Ky 4)

Onde:
a = fator de separacéo;
k, = fator de retencdo do segundo composto a eluir na corrida cromatografica;

k, = fator de retencdo do primeiro composto a eluir na corrida cromatografica

4.2.5 Validagéo do sistema CLAE-UV

Apés a definicdo das melhores condicbes de separacdo dos tricotecenos em
CLAE-UV, foi realizada a validacdo da técnica cromatografica para a analise das
micotoxinas, seguindo os indicativos de mérito descritos abaixo, indicados pelo
INMETRO e ANVISA (INMETRO, 2003; ANVISA, 2003; EUROPA COMISSION
REGULATION (EC), 2006).

4.2.5.1 Curva analitica e linearidade

Foram construidas curvas analiticas através de padronizacdo externa no
solvente e por superposicdo de matriz com o objetivo de avaliar a linearidade do
instrumento e do método. As concentracdes das solucdes analiticas utilizadas para a
construcdo das curvas foram: 1 — 10 ug mL™ para DON e NIV; 0,5 — 4,0 ug mL™ para
ADONS.
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A padronizacdo externa no solvente foi realizada por diluicbes da solucao
trabalho com acetonitrila. Para a padronizacdo externa por superposi¢cao da matriz as
solugdes analiticas foram preparadas através de diluicdes da solugdo trabalho com o
extrato da matriz, extraido pelo método em uso. Os procedimentos foram realizados
com a matriz isenta de micotoxinas, ou seja, o0 branco do experimento.

Cada solucéao foi injetada trés vezes, obtendo-se os dados de regressao linear
através do software do equipamento. Assim, foi avaliado o coeficiente de correlagcéo

linear de cada padronizacdo, obtendo-se a linearidade do instrumento e do método.
4.2.5.2 Limite de deteccao (LOD) e Limite de quantificacdo (LOQ)

O LOD e o LOQ foram estimados através da relagéo sinal/ruido, considerando a
concentragdo que gerou no minimo um sinal de 3 e 10 vezes maior que a razdo do
sinal pela linha de base (ruido), respectivamente. Os limites instrumentais (LOD; e
LOQ;) foram obtidos pela calibracdo externa no solvente em uma solucdo padréo
contendo a mistura dos tricotecenos em estudo (LANCAS, 2009).

Os limites de deteccdo (LODy,) e quantificacdo (LOQn,) do método empregando
QUEChERS modificado foram obtidos pela injecdo de solu¢des analiticas de diferentes
concentracfes preparadas através de diluicbes da solucdo padrao trabalho com o

extrato da matriz, branco, extraido por QUEChERS modificado neste trabalho.

4.2.5.3 Exatidao

A exatidao foi avaliada com base em ensaios de recuperagdo. As amostras de
trigo (isentas de micotoxinas) foram fortificadas nos niveis de 400; 1000 e 2000 pg kg™,
a partir da adicdo de um volume conhecido de solucéo trabalho de cada tricoteceno a
10 g de amostra. Foi realizado o método de extracdo QUEChERS modificado e o
extrato final foi injetado no CLAE-UV. Cada nivel de fortificagdo foi extraido em
triplicata.

A exatiddo do método ainda foi avaliada através do uso de material de referéncia
certificado para DON em trigo. Os valores obtidos no laboratério foram comparados
com o valor certificado do material. Para os demais tricotecenos foi realizado somente
0 ensaio de recuperagao, pois ainda nao existem materiais de referéncia certificados
para ADONS e NIV em trigo.
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Para a quantificacdo dos tricotecenos foi utilizada a padronizacdo por
superposicao de matriz e os calculos para expressar a porcentagem de recuperacao

foram realizados de acordo com a Equacgéo 5.

R(%) = [%} « 100

3

(5)

Onde:
C1 = concentracao determinada apds a fortificacao
C, = concentracdo determinada na amostra nao fortificada (branco)

C3 = concentracao esperada para o nivel de fortificacdo

4.2.5.4 Precisao

A precisao foi avaliada através da preciséo instrumental e precisdo do método.
Para avaliar a precisdo instrumental foram feitas injecdes sucessivas de solucéo
padrdo na concentracdo de 3,0 ug mL™ (n = 10) e estimada através do desvio padrdo
relativo percentual (RSD %) com relacdo a média das areas de todas as inje¢des.

A precisdo do método foi avaliada em funcdo da repetibilidade e da precisao
intermediaria. Para o estudo da repetibilidade foi realizada a extracdo por QUEChERS
modificado em trés niveis de fortificacdo, em triplicata, e estes niveis foram injetados
também em triplicata. A partir de nove determinacdes realizadas foi calculado o RSD %
para a repetibilidade. Para o estudo da precisao intermediaria, as nove determinacdes
foram avaliadas em funcdo de diferentes analistas e em diferentes dias e, apés,

também foi calculado o RSD %.
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4.2.5.5 Sensibilidade e Seletividade

A sensibilidade do método foi determinada pela inclinagdo da reta obtida através
da curva analitica, correspondendo ao coeficiente angular da equacéo linear.

A avaliacdo da seletividade foi realizada através do sinal do analito gerado em
CLAE-DAD através do espectro eletronico do sinal do analito comparado ao do padrao

analitico.

4.2.5.6 Efeito matriz

O efeito matriz foi determinado a partir de curvas analiticas no solvente e curvas
analiticas na matriz, em que foram avaliadas as inclinacdes das retas. O calculo foi

efetuado através da Equacéo 6:

EfMo% = Z1=%2 4 100
X, (6)

Onde:

X; = inclinacdo da curva obtida pela injecdo das solucbes analiticas de cada
analito, preparada no extrato da matriz (trigo);

X2 = inclinacdo da curva obtida pela injecdo das solucbes analiticas de cada

analito, preparada no solvente (acetonitrila).
4.2.6 Aplicabilidade

Amostras de gréaos de trigo foram coletadas em estabelecimentos comerciais na
cidade de Pelotas (RS), sendo escolhidos cinco estabelecimentos que comercializam
groas de trigo para consumo humano. Durante a amostragem foram coletadas
embalagens de 500 g. Neste momento foram formados lotes brutos de 1 % do produto
disponivel na prateleira dos estabelecimentos comerciais de maneira aleatéria para
cada marca. As embalagens da mesma marca foram abertas, transferidas para um
recipiente e homogeneizadas. Apds, cada uma das amostras foi triturada em moinho
de facas e peneiradas em malha de 32 mesh. A fragcdo obtida foi submetida a

homogeneizagéo e posterior quarteamento. O quarteamento foi realizado manualmente
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até se obter a quantidade correspondente a amostra analitica. Apos, aplicou-se o
método QUEChERS otimizado e validado para a determinacédo dos tricotecenos. Cada
uma das amostras foi identificada com as letras A, B, C, D e E de acordo com o

estabelecimento comercial em que foram adquiridas.

4.2.7 Limpeza de vidraria e tratamento de residuos

A limpeza do material utilizado nos experimentos e os residuos de ensaios foram
tratados através da imersédo do material em solu¢des contendo a concentragéo de 3 %
de hipoclorito de sédio. Esta solugdo garante a degradacdo da estrutura quimica dos
compostos, impossibilitando a recontaminacdo ambiental pelo descarte do material. Os
residuos de solventes organicos foram armazenados em frascos adequados para

posterior tratamento e destilagao.

4.2.8 Andlise Estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando o programa “ Statistica”
(versdo 5.0, Statsoft, Inc., Tulsa, EUA), através da analise de variancia (ANOVA)
considerando as médias de triplicatas dos ensaios por teste de Tuckey, tendo os
valores de recuperacfes dos tricotecenos (%) como as variaveis resposta no estudo. O
nivel de significancia foi fixado em 95 % para o modelo matematico e para a superficie
de resposta. Os coeficientes de regressao p (t) foram determinados por meio do teste t
de Student, a significancia do modelo descrito pela equacéo foi determinada pelo teste
de Fisher. Através do coeficiente de multiplas determinacées (R?) foi observada a

variancia explicada pelo modelo.
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5. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

51 RECUPERACOES DOS ENSAIOS DE DETERMINACAO DE
TRICOTECENOS ATRAVES DOS DIFERENTES METODOS E TECNICAS DE
EXTRACAO

Nesta etapa, foi feita a comparacdo entre os resultados obtidos para as
recuperacdes dos tricotecenos utilizando as quatro extracdes propostas: Tanaka et al.
(2000), QUEChERS modificado por Bemvenuti (2012), MSPD validada por Rubert et al.
(2011) e DLLME desenvolvida por Rezaee et al. (2006). A Tabela 8 apresenta os
valores das recuperacfes dos tricotecenos para os diferentes métodos e técnicas de
extracdo, sendo que nas amostras de trigo foram adicionados 1000 pg kg™ de cada

micotoxina, com base no permitido pela legislacéo brasileira.

Tabela 8. Resultados das recuperacdes e RSD dos tricotecenos para os diferentes
meétodos e técnicas de extracao.

ExtracOes Recuperacgéo (%) / RSD(%)
DON ADONS NIV
QUEChERS 89/10,8 78/5,5 87/14,8
DLLME 62 /19,2 50/20,1 61/17,6
Tanaka 118/11,3 110/8,4 11719,6
MSPD 164/9,8 136/7,5 128/6,3

Os compostos adjacentes 15-ADON e 3-ADON, quando extraidos da matriz,
apresentaram picos cromatograficos que co-eluiram, ficando dificil a visualizacao
separadamente. Dessa forma, neste trabalho, foi considerado um Unico pico para
representar o0s ADONS em todos os estudos de extracdo. Este mesmo sistema de
quantificacao ja foi utilizado por Krska et al., 2007.

Para todos os tricotecenos em estudo, os métodos QUEChERS e Tanaka
apresentaram os melhores resultados das recuperacdes, aproximadamente entre 70 e
120 %, valores estes aceitos quando se trabalha com matrizes complexas (Ribani et
al., 2004). Também foi verificado que o clean up utilizado no método de extracao

QUEChERS foi eficiente, apresentando menor nimero de picos, ndo ocorrendo co-
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eluicdo de compostos quando comparados aos outros procedimentos de extracao
testados. Nesta etapa, também pode-se avaliar as extracdes pelas técnicas DLLME e
MSPD, no entanto estas técnicas ndo apresentaram bons valores de recuperagao, 0s
quais podem estar relacionados com os interferentes da matriz ou com a otimizacao
mais especifica da técnica para a extracdo desses tricotecenos em trigo. Assim, tendo
em vista valores de recuperacéo promissores do método QUEChERS e suas vantagens
em relacdo a geracdo de residuos e tempo de exposicdo do analista, este método foi
escolhido para a otimizagao.

Visando um aumento da recuperacdo das concentragcdes das micotoxinas
estudadas pelo método de extracdo QUEChERS, a avaliacdo da quantidade de sais
tanto na etapa de separacao de fases como na limpeza do extrato, pontos criticos da
extracdo quando se refere a recuperagéo de analitos, foi estudada.

A extracdo utilizando acetonitrila (ACN) se caracteriza por possuir miscibilidade
com a agua e proporcionar a extragdo em uma Unica fase quando em contato com a
matriz. Quando uma extracdo € realizada com acetona € necessario a adicdo de
solventes apolares para que ocorra a separacao entre as fases organica e aquosa,
tendo como consequéncia mais uma etapa adicionada ao processo (MASTOVSKA,
LEHOTAY, 2004). Além disso, o uso de ACN também tem como vantagem a extracao
de uma menor gquantidade de coextrativos lipofilicos provenientes da amostra
(LEHOTAY, 2001).

O estudo do método neste trabalho foi direcionado as variacdes das quantidades
de sais e sorvente utilizados no método proposto por Ferreira et al. (2012) e do método
QUEChERS original, uma vez que a quantidade do solvente (ACN) empregada na

extragdo das micotoxinas utilizando este método ja foi otimizada por Hackbart (2009).
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5.2 OTIMIZACAO DO PROCEDIMENTO DE EXTRACAO QUEChERS

Nesta etapa, foi realizado um delineamento composto central 2* com o objetivo
de validar o método de extragdo QUEChERS. Foram variadas as quantidades de sais e
sorventes conforme indicacdes da literatura. No método QUEChERS original, proposto
por Anastassiades et al. (2003), foram utilizados 4 g de MgSO,4 e 1 g de NaCl, base
para a variacdo da quantidade utilizada neste trabalho. Na etapa de clean up, as
variacfes do sal MgSO, e do sorvente Cig foram de acordo com o método proposto por
Ferreira et al. (2012), onde estes utilizaram 0,9 g de MgSO,4 e 0,3 g de Cyg.

Os valores de recuperacao dos tricotecenos obtidos segundo as modificagbes
realizadas na etapa de separacéo de fases e clean up no DCC 2* estdo apresentados
na Tabela 9. A fortificacdo das amostras de trigo realizada para esta avaliacao foi de

1000 pg kg™ de cada micotoxina.
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Tabela 9. Matriz do DCC 2% com varidveis e niveis avaliados em funcdo da
recuperacao (%) dos tricotecenos utilizando o méetodo QUEChERS modificado.

Separacdo de fases  Clean up Rec”(g/‘z;agéo
Ensalo Mg(’;o“ N(Zf' Mg(’;o“ ((;1; DON  ADONS NIV
1 1(2)  -105) -103) -10,1) 66 59 52
2 1(2) -1(05) -1(0,3) +1(05) 55 48 54
3 1(2) -1(05) +1(1,5) -101) 55 51 56
4 1(2)  -1(05) +1(1,5) +1(05) 53 76 62
5 1(2) +1(15) -103) -101) 61 90 105
6 1(2) +1(1,5) -1(03) +1(05) 52 60 103
7 1(2)  +1(15) +1(1,5) -1(0,1) 50 102 110
8 1(2)  +1(1,5) +1(1,5) +1(05) 63 76 106
9 #16) -1(05) -1(0,3) -1(0,1) 76 72 67
10 +1(6) -1(05) -1(0,3) +1(0,5) 68 62 54
11 +1(6) -1(0,5) +1(1,5) -10,1) 69 64 75
12 +1(6) -1(0,5) +1(1,5) +1(0,5) 73 61 63
13 +1(6) +1(15) -1(0,3) -1(0,1) 89 78 72
14 +1(6) +1(15) -1(03) +1(0,5) 77 79 61
15 +1(6) +1(15) +1(L5) -1(0,1) 75 77 78
16 +1(6) +1(15) +1(L5) +1(0,5 80 75 77
17 04)  0(l) 009 003 83 81 107
18 04)  0(d) 009 003 84 79 110
19 04)  0() 009 003 85 80 105

Os resultados obtidos das recuperagcbes de cada tricoteceno foram tratados
estatisticamente por analise de variancia (ANOVA), utilizando um intervalo de confianga
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de 95 %. A ANOVA foi utilizada para determinar a adequacidade do modelo gerado
pelas variaveis significativas, ou seja, para descobrir os efeitos principais e as
interagbes das variaveis independentes em relagdo a variavel dependente (variavel
resposta). Através do teste estatistico de Fischer (F), o valor de F foi obtido de acordo
com a razao entre a meédia dos quadrados da regressdo e a média dos quadrados do
residuo, indicando o significado de cada um dos fatores controlados sobre o modelo
testado. Se o valor de Fcaculado fOr maior que o valor de Figpelado © Modelo é dito
preditivo.

Apbs a obtencao dos resultados referentes a recuperacdo de DON, foi realizado
o calculo do efeito de cada variavel (MgSOusr), NaCl, MgSOuciean up) € Cis) € da
interacdo das mesmas sobre a variavel resposta (recuperacdo de DON). A Tabela 10

apresenta os coeficientes e os efeitos das variaveis estudadas e de suas interacgdes.
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Tabela 10. Resultados dos efeitos, desvio padrdo e coeficientes de regressdo
provenientes do DCC 2* para as variaveis estudadas e suas interacées em relacdo a
recuperacdo de DON (%).

Etapas Fatores Efeito Desvio  Coeficientes Nivel de
(%) Padrao de significancia
regressao (p)
Média 69,3 2,52 69,32 0,0000
Separagéao MgSOy4skr** 19,0 5,49 9,5 0,0085
de fases NaCl 4,0 5,49 2,00 0,4869
MgSOaciean up) -3,3 5,49 1,63 0,5701
Clean up Cis -2,5 5,49 1,25 0,6609
MgSOyse+ x NaCl 4,8 5,49 2,38 0,4120
MgSOysr+ X 0,0 5,49 0,00 1,0000
MgSOuciean up)
Interacé@o MgSOysk X Cis -0,3 5,49 -0,13 0,9648
das NaCl x MgSOu(ciean 0,5 5,49 0,25 0,9297
variaveis up)
NaCl x Cyg 1,8 5,49 0,88 0,7580
MgSO4ciean up) X Ci1s 7,5 5,49 3,75 0,2090

*SF(Separacao de fases)
**Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

Os coeficientes de regressdo representam as contribuicbes de cada variavel
independente a predicao da variavel dependente. De acordo com a Tabela 10, pode-se
observar que o valor da recuperacdo de DON (p < 0,05) foi influenciado somente pela
qguantidade de sulfato de magnésio adicionado na etapa de separacdo de fases,
apresentado um efeito positivo. O efeito observado foi de um aumento em 19 % (p =
0,0085) na recuperacdo de DON quando utilizadas 6 g de sal na etapa de separacao

das fases orgéanica e aquosa.
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Tabela 11. Dados da ANOVA para avaliar a variavel resposta recuperacdo de DON (%)

Fontes de Soma Graus de Med,laf (P)
. - : Quadratica  F caiculado
variacao Quadratica (SS) Liberdade (GL) (MS)
Regresséao 1444,000 1 1444,00 17,24 0,0007
Residuo 1424,105 17 83,771

Total 2868,105 18

Onde:
Regresséo = total - residuo

Media Quadratica = Soma Quadratica/GL

Fcalculado = Média quadratica regressdo/média quadratica do residuo

Com o objetivo de determinar se a equacdo de regressao, representativa do
modelo, € estatisticamente significativa, foi realizado o teste F (Fischer) através da
ANOVA. De acordo com a Tabela 11, a recuperacdo de DON apresentou um
coeficiente de correlacdo (R) igual a 0,81, indicando que o modelo é considerado
significativo. O valor do teste Fcacuiado fOi de 17,24, sendo 3,87 vezes maior que o valor
de Fiapelado (4,45), influenciada pela quantidade de MgSO, adicionada. Assim, estes
dados resultaram em um modelo preditivo e significativo, o qual pode ser representado
pela Equacéo 7.

Recuperagéo de DON (%) = 69,32 + 9,5 MgSOusry  (7)
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Figura 10. Superficies de resposta geradas através do delineamento composto
central 2* para a variavel recuperacdo de DON (%).

Apo6s verificar a predicdo do modelo, foram geradas as superficies de resposta
para a variavel recuperacdo de DON em relacéo a quantidade de MgSO, adicionado na
etapa de separacao de fases. De acordo com a Figura 10, pode-se constatar que 0s
valores maximos para a variavel resposta Rec DON (%) séo obtidos quando se utiliza a

méaxima quantidade de MgSO, na separacdo de fases (6 g) para todas as outras
guantidades de sais e sorvente.
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Tabela 12. Resultados dos efeitos, desvio padrdo e coeficientes de regressao
provenientes do DCC 2* para as variaveis estudadas e suas interacées em relacdo a
recuperacdo de ADONS (%).

Etapas Fatores Efeito Desvio  Coeficientes Nivel de
(%) Padrao de significancia
regressao (p)
Média 72,1 2,39 72,11 0,0000
Separagéao MgSOy(sky 0,8 5,20 0,38 0,8890
de fases NaCl** 18,0 5,20 9,00 0,0086
MgSO4ciean up) 4,3 5,20 2,13 0,4378
Clean up Cis 7,0 5,20 -3,50 0,2155
MgSOysr+ X NaCl -5,5 5,20 -2,75 0,3215
MgSOy sk X -7,8 5,20 -3,88 0,1748
MgSOas(ciean up)
Interacao MgSOy4sky X C1sg 3,5 5,20 1,75 0,5202
das NaCl x MgSOu(ciean 15 5,20 0,75 0,7805
variaveis up)
NaCl x Cyg -7,3 5,20 -3,63 0,2011
MgSOuciean up) X Ci1s 55 5,20 2,75 0,3215

*SF(Separacao de fases)
**Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

Na avaliagdo da recuperacdo de ADONS a unica varidvel que influenciou
significativamente (p < 0,05) foi a quantidade de NaCl na etapa de separacédo de fases,
apresentando um efeito positivo, conforme apresentado na Tabela 12. A maior
quantidade de NaCl testada (1,5 g) na etapa de separacdo das fases organica e

aquosa aumenta o efeito da recuperagéo de ADONS em 18 % (p = 0,008).



58

Tabela 13. Dados da ANOVA para a variavel resposta recuperacao de ADONS (%).

Fontes de Soma Graus de Média (p)
variacio Quadratica Liberdade Quadratica  Fcaculado
¢ (SS) (GL) (MS)
Regresséao 1296,001 1 1296,001 11,67  0,0033
Residuo 1887,789 17 111,05
Total 3183,79 18
Onde:

Regresséo = total - residuo
Media Quadratica = Soma Quadratica/GL

Fcalculado = Média quadratica regressdo/média quadratica do residuo

De acordo com a Tabela 13, a ANOVA para a recuperacdo de ADONS
apresentou um coeficiente de correlacdo (R) igual a 0,85 e o valor do teste Fcaiculado fOI
de 11,67, sendo 2,62 vezes maior que 0 valor de Fiapelado (4,45). Assim, estes dados
resultaram em um modelo preditivo e significativo, o qual pode ser representado pela

Equacéao 8.

Recuperagdo de ADONS = 72,11 + 9 NaCl (8)
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Figura 11. Superficies de resposta geradas através do delineamento composto
central 2* para a variavel recuperacdo de ADONS (%).

Apos verificar que o modelo é preditivo e significativo para a variavel resposta
recuperacdo de ADONS, pode-se gerar as superficies de resposta referentes a variavel

significativa NaCl (g) na etapa de separacéo de fases. Assim, de acordo com a Figura

11, observou-se que valores maximos para a recuperacdo de ADONS séo obtidos

guando se utiliza a maior quantidade de NaCl (1,5 g), verificando-se também que as
outras variaveis independentes nédo influenciam na variavel resposta.
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Tabela 14. Resultados dos efeitos, desvio padrdo e coeficientes de regressdo
provenientes do DCC 2* para as variaveis estudadas e suas interacées em relacdo a
recuperacédo de NIV (%).

Etapas Fatores Efeito Desvio  Coeficientes Nivel de
(%) Padrao de significancia
regressao (p)
Média 79,8 4,27 79,84 0,0000
Separagéao MgSOask+ -12,6 9,31 -6,31 0,2122
de fases NaCl** 28,6 9,31 14,31 0,0152
MgSO4ciean up) 7,4 9,31 3,69 0,4513
Clean up Cis -4.4 9,31 -2,19 0,6511
MgSOysr+ X NaCl -21,4 9,31 -10,69 0,0519
MgSOy sk X 2,4 9,31 1,19 0,8151
MgSOas(ciean up)
Interacao MgSOysrs X Cis -4,9 9,31 -2,44 0,6148
das NaCl x MgSOu(ciean 0,1 9,31 0,063 0,9896
variaveis up)
NaCl x Cyg -0,1 9,31 -0,063 0,9896
MgSOuciean up) X Ci1s 1,6 9,31 0,81 0,8658

*SF(Separacao de fases)
**Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

Através da Tabela 14 pode-se observar que, mais uma vez, o Unico fator que
influenciou significativamente na recuperacdo de NIV (p < 0,05) foi a quantidade de
NaCl adicionado na etapa de separacdo de fases apresentado um efeito positivo. O
NaCl aumenta o efeito do valor da recuperacédo de NIV em 28,6 % (p = 0,015) quando
utilizada a maior quantidade de sal (1,5 g) na etapa de separacédo das fases organica e

aguosa.
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Tabela 15. Dados da ANOVA para a variavel resposta recuperacao de NIV (%).

Fontes de Soma Graus de Med,la_ (P)
. ~ ;oo . Quadratha Fca|cu|ado
variagdo  Quadratica (SS) Liberdade (GL) (MS)
Regresséo 3277,57 1 3277,57 9,83 0,0060
Residuo 5662,964 17 333,12

Total 8940,53 18

Onde:
Regresséo = total - residuo

Media Quadratica = Soma Quadratica/GL

Fcalculado = Média quadratica regressdo/média quadratica do residuo

De acordo com a Tabela 15, a ANOVA para a variavel resposta recuperacao de
NIV apresentou um coeficiente de correlacdo (R) igual a 0,83. O valor do teste Fcaculado
foi de 9,83, sendo 2,21 vezes maior que o0 valor de Fiapelado (4,45). Assim, estes dados
resultaram em um modelo preditivo e significativo, o qual pode ser representado pela

Equacéo 9.

Recuperacéo de NIV (%) = 79,84 + 14,31 NaCl  (9)
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Figura 12. Superficies de resposta geradas através do delineamento composto
central 2* para a variavel recuperacéo de NIV (%).

A Figura 12 comprova que a variavel independente quantidade de NaCl aumenta

os valores de recuperacao de NIV durante a etapa de separacdo de fases. Também
verifica-se que as demais variaveis independentes néo influenciam significativamente
na obtencdo de valores maiores para a variavel resposta recuperacao de NIV.

ApOs a andlise estatistica dos efeitos das variaveis independentes em relacao as
variaveis resposta recuperacdo de DON (%), recuperacdo de ADONS (%) e

recuperacéo de NIV (%), separadamente, pode-se concluir que as quantidades de sais

na etapa de separacdo de fases sdo as que possuem efeitos significativos positivos
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para a recuperacao dos tricotecenos em estudo. Dessa forma, optou-se por utilizar as
guantidades maximas de sais testadas nessa etapa de separacdo e as quantidades
minimas de sulfato de magnésio e Cig na etapa de clean up, ja que estas, apesar de
necessarias, ndo apresentaram efeitos significativos que pudessem influenciar nas
recuperacdes dos tricotecenos.

Varios métodos multirresiduo tém utilizado a adicdo de sais com o objetivo de
promover o efeito salting out. Nas extragfes com acetonitrila, a adicdo de sais é muito
conveniente uma vez que € rapida, facil, apresenta baixo custo, tem a grande
vantagem de nao diluir o extrato da amostra e proporciona a separacao das fases
organica e aquosa através do aumento da constante dielétrica do sistema (STAN,
2000).

Sospedra et al. (2010) utilizaram um método QUEChERS modificado, para a
mesma proporcao de quantidade de amostra (10 g), 4 g de MgSO,4 e 1,5 g de NaCl
para determinar DON e NIV em amostras de farinha de trigo, demonstrando bons
valores de recuperacéo (86 — 108 %), utilizando para a quantificacdo CL-EM.

Rubert et al. (2012) validaram uma metodologia por QUEChERS para avaliar 32
micotoxinas, entre elas, DON, 3-ADON, 15-ADON e NIV, em amostras de cevada e
também utilizaram quantidades elevadas de sais (4 g de MgSO,4 e 1 g de NaCl) para
uma quantidade de amostra de 2 g, apresentando recuperacfes entre 65 — 85 % e
quantificacdo por UHPLC-EM.

De acordo com os resultados encontrados para as recuperagdes simultaneas
dos tricotecenos em estudo (72 — 89 %), experimento 13, conforme a Tabela 9, pode-
se observar que estes resultados sdo satisfatérios quando comparados a trabalhos que
utilizaram para quantificacdo detectores de maior sensibilidade e especificidade
acoplados ao cromatégrafo liquido, como o EM.

A etapa de clean up é essencial para promover robustez e confiabilidade aos
resultados obtidos pelo sistema cromatografico, ja que € capaz de reduzir a agua
residual, proporcionando um extrato final de menor polaridade, facilitando assim a
precipitacdo de coextrativos polares. O sorvente possui a capacidade de reter as
interferéncias da matriz, sendo que depois da agitacdo manual e centrifugacdo o
extrato esta pronto para ser injetado no sistema cromatografico (SAITO et al., 2004). A

utilizacdo de C,5 como sorvente na etapa de clean up do método QUEChERS tem sido
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demonstrada para amostras contendo teores de gordura maiores ou iguais a 2 %
como, por exemplo, arroz, cevada, trigo, 6leos vegetais entre outras (WALORCZYK,
2007).

Ferreira et al. (2012) utilizaram na etapa de clean up 0,9 g de MgSQO, e 0,3 g de
Cis € obtiveram recuperacdes entre 61 — 118 % para analise de alguns tricotecenos do
grupo B em amostras de pipoca quantificadas por CG-EM.

Testes prévios realizados neste trabalho sem a etapa de clean up, resultaram
em extratos turvos quando solubilizados em ACN prévia a injecdo cromatogréfica,
necessitando de filtragdo em membrana 0,45 pm.

5.2.1 Procedimento QUEChERS otimizado

O método QUEChERS otimizado para a extracdo simultdnea dos tricotecenos
em estudo consistiu no procedimento descrito a seguir, conforme Apéndice 6: 10 g de
amostra de graos de trigo, trituradas em moinho de facas e peneiradas em malha de 32
mesh, foram homogeneizadas manualmente com 20 mL de agua destilada. Apos, a
mistura foi lavada com 10 mL de hexano por duas vezes. O hexano foi retirado com o
uso de uma pipeta. Foram adicionados 20 mL de acetonitrila e a mistura foi
homogeneizada em agitador orbital por 20 min a 800 xg. Ap6s, 0 material foi agitado
em vortex por 2 min com 6 g de sulfato de magnésio e 1,5 g de cloreto de sodio. Em
seguida, a mistura foi centrifugada por 10 min a 3220 xg. Foram retirados 10 mL do
sobrenadante e adicionados 0,3 g de sulfato de magnésio e 0,1 g de C5. A mistura foi
homogeneizada em vortex por 30 seg e centrifugada novamente por 5 min a 3220 xg.

Foram recolhidos 3 mL de sobrenadante, o qual foi seco sob corrente de N..
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5.3 PARAMETROS DO SISTEMA CROMATOGRAFICO CLAE-UV PARA
DETERMINACAO DAS MICOTOXINAS

A Tabela 16 apresenta as condi¢cdes estabelecidas empregadas no sistema
cromatografico CLAE-UV para a determinacdo dos tricotecenos deoxinivalenol, 15-
acetil-deoxinivalenol, 3-acetil-deoxinivalenol e nivalenol. Para se obter as melhores
condicdes cromatogréficas para a deteccdo e separacdo das micotoxinas foram
realizadas seis injecdes da mistura de padroes e o comprimento de onda escolhido foi
219 nm.

Tabela 16. Condi¢cdes empregadas no sistema cromatografico.

Parametros CLAE-UV
Coluna analitica Gemini 5 um Cyg — 250 X 4,6 mm
Eluicdo no modo isocratico 0,5 mL min™
Detector uv
Volume de injecao 10 pL

A utilizacdo de uma coluna cromatografica composta por Ci;g como fase
estacionéria e a fase movel constituida por solventes de maior polaridade caracterizam
a aplicacdo de um método cromatografico em fase reversa, na qual analitos de
polaridade intermediaria s@o analisados (COLLINS et al., 2006). Neste caso, o
mecanismo de separacdo é classificado como particdo liquido-liquido, a retencdo é
proporcional ao carater hidrofébico do soluto e as fases moveis usam agua e solventes
misciveis em agua, como acetonitrila e metanol (SOARES, 2006). Assim, devido ao
fato de que os tricotecenos analisados séo considerados de polaridade intermediéria,
ocasionada pela presenca de alguns grupos polares, como hidroxilas, optou-se por
utilizar uma fase estacionéria apolar (C,g) e fase mével com solventes polares como a
mistura de acetonitrila e 4gua.

A acetonitrila & o solvente organico mais utilizado em CLAE devido as suas
caracteristicas unicas como baixa viscosidade, baixa absorcéo de luz ultravioleta e alta

miscibilidade com solventes apolares e agua (PACHECO, 2010). Devido a sua forca
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eluente, medida de energia de adsorcdo do solvente, a ACN consegue deslocar o
soluto mais facilmente ao longo da coluna de separacéo.

O volume de injecdo utilizado ja estava estabelecido no laboratorio. Os testes
seguintes foram realizados com vazédo de fase mével de 0,5 mL min™, a qual estava
indicada no manual de instru¢cdes da coluna.

Primeiramente, foi utilizada a fase movel acetonitrila:;tampao acetato de amonio
20 mM pH 4,5 (80:20, v/v). No entanto, nesta fase movel, a utilizacdo do tampéao
desestabilizou a interacdo entre os analitos e a fase estacionaria, possivelmente
decorrente pela presenca de ions na fase movel. Buscando a repetibilidade dos tempos
de retencdo e uma boa separacdo dos picos cromatogréaficos, foram avaliadas outras
composicdes de fase mével, em que se substituiu a utilizacdo de tampéao por agua.

A proporcédo de fase mével acetonitrila:dgua (60:40, v/v) foi a condicdo que
proporcionou uma melhor separacdo dos compostos quando comparado DON e
ADONS, mas o composto NIV nédo foi detectado no tempo de analise de 15 minutos.
De acordo com a Figura 14, a proporcao acetonitrila:agua (80:20, v/v), que tem como
caracteristica 0 aumento da forca de eluicdo através do aumento da quantidade de
ACN, apresentou uma reducéo do tempo de eluicdo de NIV, mas em contrapartida a
co-eluicdo de ADONS. Portanto, a melhor condicdo de fase movel: acetonitrila:agua
testada foi a de 70:30 (v/v), resultando na separacdo de ADONS, deteccdo de NIV e
DON em um tempo de andlise cromatogréafica de até 11 minutos, conforme a Figural3.

As condi¢cBes cromatograficas avaliadas nesse estudo através do uso da coluna
Gemini Ci13, bem como os fatores de retencdo e separacdo das micotoxinas, estdo
expressos nas Tabelas 17 e 18. O tempo de saida do analito ndo retido (tv), nas
condi¢Oes selecionadas foi de 2,5 min.

Pode-se ressaltar que os valores para a determinacdo de k sdo muito
importantes, pois o fator de retencdo € um parametro amplamente utilizado para
descrever as velocidades de migracdo dos analitos nas colunas (COLLINS et al.,
2006). Os valores ideiais de k para dois componentes devem variar entre 1 e 10, e para
multiplos componentes séo aceitos valores entre 0,5 e 20 (HARRIS, 2003; COLLINS et
al., 2006). De acordo com a Tabela 17, pode ser observado que os resultados
encontrados para o parametro k sdo aceitaveis para os testes 2 e 3, uma vez que 0s

valores ficaram na faixa de 0,5 a 20.
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Tabela 17. Tempos de retencéo (t;) dos analitos e valores de k para cada composicéo
da fase mével a uma vazdo de 0,5 mL min™.

Testes
(1) (2) (3)
Analitos FM ACN:H,0 FM ACN:H,0 FM ACN:H,0
(60:40, v:v) (70:30, viv) (80:20, v:v)
tr (min) k tr (min) K tr (min) k
DON 54 - 4,8 0,92 4.9 14
15-ADON 6,1 - 5,8 1,32 6,0 1,4
3-ADON 6,2 - 6,0 1.4 6,0 1,4
NIV - - 10,3 3,12 10,0 3,00
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Figura 13. Cromatograma de elui¢cdo dos tricotecenos em FM: ACN: H,O (70:30/
v:v) em CLAE-UV. (a) DON (5 ug mL™); (b) 15-ADON (2 pg mL™); (c) 3-ADON (2 g
mL™) e (d) NIV (5 ug mL™).
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Figura 14. Cromatograma de eluicdo dos tricotecenos em FM: ACN: H,O
(80:20/v:v) em CLAE-UV. (a) DON (5 pg mL™); (b) 15-ADON (2 ug mL™); (c) 3-ADON (2
ug mL™) e (d) NIV (5 pg mL™).

O fator de separacdo mede a seletividade de um sistema cromatogréafico. Assim,
se a = 1, os picos ndo estdo separados e um valor de a > 1 implica em boa separacao
(COLLINS et al., 2006). Para os valores de a, a Tabela 18 mostra que, somente na
fase movel Acetonitrila: Agua (80:20), o valor de a foi igual a 1 para os compostos 15-

ADON e 3-ADON, concluindo-se que estes co-eluiram e ndo obtiveram separacao.

Tabela 18. Valores do fator de separcdo (a) dos analitos para cada composi¢cao da
fase movel.

Micotoxinas Fase moével
(@) (ACN:H20) 70:30(v:v) (ACN:H»0) 80:20 (v:v)
15-ADON/DON 1,43 1,67
3-ADON/15-ADON 1,06 1,00
NIV/3-ADON 2,23 2,4

Os compostos 15-ADON e 3-ADON possuem férmula estrutural muito parecida,
diferindo entre si por uma posicdo do grupo acetil, por isso sua separagao

cromatografica torna-se muito dificil.
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Assim, a proporcdo de fase movel acetonitrila:agua (70:30, v/v) foi a que
apresentou melhores valores de a, permitindo uma melhor resolucdo entre os sinais
cromatograficos dos compostos e economia de solvente ACN na fase moével. Dessa
forma, foi selecionada como fase movel para a separacdo dos tricotecenos em estudo

a razao acetonitrila:agua (70:30, v/v).

5.4 VALIDACAO DO METODO
5.4.1 Curva analitica e linearidade

Os parametros de linearidade obtidos através da calibracdo externa e
superposicao de matriz para o método empregando QUEChERS estdo apresentados
na Tabela 19.

Tabela 19. Resultados obtidos para calibragdo dos tricotecenos, empregando
QUECHhERS no sistema CLAE-UV.

Tricotecenos  Curva analitica no solvente r Curva analitica na r
matriz
DON y=24071,33x - 465,06 0,9903 y=26524x -707,5 0,9897
ADONS y=27585,18x - 258,81 0,9995  y=31154x-2304  0,9982
NIV y=18003,08x + 1692,96 0,9985 y=19431x + 7087 0,9941

Com os resultados obtidos para a constru¢do das curvas analiticas e da andlise
das equac0Oes das retas no CLAE-UV é possivel concluir que o modelo de regressao
linear se mostra adequado para as determinacfes analiticas em estudo. Os
coeficientes de correlagdo (r) foram maiores que 0,99, estando de acordo com as
orientacdes do INMETRO e da ANVISA que recomendam r acima de 0,90 e igual a

0,99, respectivamente.
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5.4.2 Limites de deteccao e limites de quantificacédo

Na Tabela 20 estdo apresentados o limite de deteccdo (LOD;) e o limite de
quantificacdo (LOQ)) do instrumento, em pg L™, e os limites de deteccdo (LODy) e
quantificacdo (LOQ,) do método QUEChERS, apresentados em ug kg®, para os

tricotecenos estudados.

Tabela 20. Limites de deteccéo e quantificacéo instrumental (LOD;; LOQ;) e do método
QUECHhERS (LODp,; LOQp).

Tricotecenos LOD; (ug L) LOQi(ugL™) LODm(ug kgh)  LOQm (ug kg™)

DON 25 83,3 16,7 55,5
ADONS 50 167 33,3 110,9
NIV 50 167 33,3 110,9

O limite de quantificacdo do método QUEChERS modificado apresenta valor
menor que os limites maximos de DON para amostras de trigo estabelecidos pela
ANVISA, Unido Européia e Estados Unidos que sdo respectivamente 1500 pg kg™
(2014), 1750 pg kg™ (2005) e 1000 pg kg™ (2003). Para os demais tricotecenos ainda
nao ha legislacao especifica para trigo.

Sospedra et al. (2010) ao aplicarem QUEChERS para a extracdo de DON e NIV
em amostras de farinha de trigo obteram como limites de quantificagdo por CL-EM 10
ug kg™ e 100 pg kg™ para DON e NIV, respectivamente.

Rubert et al. (2012) ao determinarem NIV, DON, 3-ADON e 15-ADON através de
um método QUEChERS e quantificacdo por UHPLC-EM em amostras de cevada,
obtiveram como limites de quantificacdo 100, 5, 50 e 50 pg kg™ para NIV, DON, 3-
ADON e 15-ADON, respectivamente.

Isso evidencia que os valores obtidos neste trabalho, através da utilizacdo de um
detector UV, sdo comparaveis aos valores obtidos quando se utiliza detectores de
maior sensibilidade como o espectrometro de massas, 0 qual possui um custo

operacional bem mais elevado em relacdo ao detector UV.
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5.4.3 Exatidao e Precisao

Como a eficacia do método pode variar em funcdo da quantidade de substancia
adicionada, foram empregados trés niveis de concentracdo de cada analito para
realizar os ensaios de recuperacao. O processo de extracdo dos analitos foi realizado
através do método QUEChERS modificado.

O indicado para a validacdo de métodos cromatograficos € que o intervalo de
recuperacdo aceitavel seja entre 70 e 120 % (RIBANI et al., 2004). Esses valores
devem ser levados em consideragcdo uma vez que o tipo de matriz, o procedimento de
extracdo e a concentracdo do analito sdo fatores que influenciam na recuperacéo
(GONCALVES, 2007; KURZ, 2007).

Os valores obtidos para a recuperacgdo e para o RSD através das determinagdes
por QUEChERS modificado em amostras de trigo sdo apresentados na Tabela 21.
Pode-se observar que os resultados foram adequados para a determinacdo dos
tricotecenos em trigo.

A exatiddo do método também foi obtida através da utilizacdo de material de
referéncia certificado para DON em trigo. O valor encontrado no laboratério foi de 824
ug kg com RSD de 6,0 % e o valor certificado do padrdo de DON é de 877 pg kg™ +/-
23 ug kg™, concluindo-se que ocorreu um valor de exatiddo de 94 % para 0 método
com RSD de 3,0%.

A precisédo foi avaliada através da precisao instrumental e precisdo do método.
Em matrizes complexas, em que elementos tracos sédo quantificados, a precisdo devera
apresentar valores de RSD menores que 20 % (RIBANI et al., 2004).

Para avaliar a precisao instrumental foram feitas injec6es sucessivas de solucao
padrdo na concentracdo de 3,0 ug mL™? (n = 10). Os valores de RSD % foram 8,6 %
para DON, 9,1 % para ADONS e 8,3 % para NIV.

De acordo com as recomendacdes da ANVISA, a precisdo do método
QUEChERS modificado foi avaliado em fungdo da repetibilidade e da precisao
intermediaria. Os valores de RSD (%) para os estudos de repetibilidade (RSD,) e
precisdo intermediaria (RSDy;) para o método empregando QUEChERS modificado sé@o

apresentados na Tabela 21.
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Pode-se concluir que a precisdo instrumental e a precisdo do método

empregado foram adequadas, uma vez que apresentaram valores de RSD < 20 %.

Tabela 21. Recuperacdo, RSD; e RSD, do meétodo empregando QUEChERS
modificado e CLAE-UV para os tricotecenos em amostras de trigo fortificadas em
diferentes niveis.

Tricoteceno Nivel de fortificacdo Recuperacdo RSD* (%) RSD,** (%)

(Mg kg™) (%)

400 88 3,1 9.2

DON 1000 90 4,2 8,7
2000 89 5,9 10,5

400 75 6,0 8,7

ADONS 1000 77 4,8 7.9
2000 76 9,8 9,2

400 78 3,7 8.8

NIV 1000 74 55 8,3
2000 75 4,8 9,7

*RSD,: estimativa do desvio padrao para a repetibilidade
**RSDy;i: estimativa do desvio padréo para a precisdo intermediaria

5.4 .4 Sensibilidade e Seletividade

Através dos coeficientes angulares das curvas analiticas, pode-se demonstrar a
sensibilidade dos sistemas CLAE-UV e CLAE-DAD. Pode-se observar, através da
Tabela 22, pelos coeficientes angulares das curvas analiticas, que o sistema CLAE-UV
demonstra maior sensibilidade para todos os compostos, 1,43 vezes para DON, 1,81
vezes para ADONS e 1,12 para NIV. O sistema CLAE-UV apresenta para todas as
retas um maior angulo de inclinacdo, fornecendo um sinal analitico maior em relagéo

ao aumento da concentracédo quando comparado ao CLAE-DAD.
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Tabela 22. Valores de parametros analiticos para validacdo da sensibilidade.

Método Linearidade n Curva analitica
(ug mL™)

DON - CLAE-UV 1,00-10,00 0,9903 y=24071,33x - 465,06
DON - CLAE-DAD 1,00-10,00 0,9975 y=16844x — 2708
ADONS - CLAE-UV 0,50 — 4,00 0,9995 y=27585,18x - 258,81
ADONS - CLAE-DAD 0,50 — 4,00 0,9910 y=15209x — 4068
NIV — CLAE-UV 1,00-10,00 0,9985 y=18003,08x +1692,96
NIV — CLAE-DAD 1,00-10,00 0,9980 y=16115x — 4588

A seletividade do método foi obtida através da verificacdo da pureza dos picos
cromatograficos com o emprego da cromatografia liquida com detector de arranjo de
diodos (DAD), de acordo com a Figura 15, onde pode-se observar os espectros dos

tricotecenos a 220 nm.
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Figura 15. Cromatograma e espectros obtidos por CLAE-DAD para os
tricotecenos DON (4,919 min; 5 pug mL™), ADONS (6,073 min; 4 pg mL™) e NIV (11,61
min; 2 pg mL™).
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5.4 .5 Efeito Matriz

O efeito matriz pode ser observado através da inclinacdo das curvas preparadas
no solvente e no extrato da matriz. Quando h& sobreposicdo de curvas, nao é
observado efeito de matriz; se a inclinagdo da curva no extrato for menor, indica
supressdo de sinal; e se a inclinagdo da curva no extrato for maior, indica
enriqguecimento de sinal (GOSETTI et al.; 2010).

Quando os valores encontrados para o célculo do efeito matriz estiverem entre -
20 e +20 %, considera-se que o efeito matriz é baixo; se estiverem entre -50 e -20 %
ou entre +20 e +50 % é considerado médio; e se os valores encontrados forem abaixo
de -50 % ou acima de +50%, o efeito matriz € considerado alto (ECONOMOU, 2009).

Na Figura 16 sao apresentadas as curvas para os analitos: DON; ADONS e NIV.
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Figura 16. Curvas analiticas no solvente e curvas analiticas na matriz para (a)
DON, (b) ADONS e (c) NIV.
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Os trés analitos apresentaram enriquecimento de sinal, ja que a curva na matriz
apresentou maior inclinacdo. O efeito de matriz para DON foi de 10,2 %, para 0s
ADONS foi de 12,9 % e para NIV foi de 7,9 %, calculados de acordo com a Equacéao 6,
do item 4.2.5.6. Estes efeitos sdo considerados baixos, no entanto, para compensa-los,

foi realizada a calibracdo com o extrato branco da matriz correspondente.

5.5 APLICABILIDADE

Apbs a realizacdo da validacdo, o método foi aplicado para 5 amostras de trigo
diferentes para consumo humano, adquiridos no comércio local de Pelotas - RS, com o
objetivo de verificar ou ndo a presenca dos tricotecenos em estudo. As letras A, B, C, D

e E foram utilizadas para identificar cada amostra, conforme a Figura 17.

Figura 17: Diferentes tipos de trigo utilizados na aplicabilidade do método (A, B,
C,DeE).

A presenca de DON foi detectada em quatro das cinco amostras de trigo
analisadas. A co-ocorréncia de DON e ADONS também foi observada em uma Unica
amostra. Em todas as amostras NIV ficou abaixo do limite de deteccdo, conforme a
Tabela 23. A Figura 18 apresenta o cromatograma referente a amostra E.

A amostra E apresentou a maior quantidade de DON entre as amostras, sendo
gue nesta foram observados alguns grdos de milho misturados aos graos de trigo,
evidenciando uma qualidade inferior em relacdo ao armazenamento destes graos. Esta
quantidade de DON encontrada na amostra E é considerada elevada, visto que, a partir
de janeiro de 2017, de acordo com a legislacdo brasileira, o limite méaximo toleravel
serd de 1000 pg kg™ para trigo em grdo. Nos Estados Unidos, a legislacdo também
estabelece para DON em trigo um limite maximo de 1000 ug kg™. J& na Europa, este
limite é de 1750 pg kg™ para DON em trigo destinado ao consumo humano.
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Tabela 23. Resultado da aplicabilidade do método QUEChERS adaptado em amostras

de graos de trigo comerciais.

DON (ug kg™) ADONS (ug kg™) NIV (ug kg™)
Amostras
RSD (%) RSD (%) RSD (%)
A 630,0
7,4
770.3 ) )
B
5,2
c ] - _
163,5 ) )
D
10,8
186,5 -
1329,1
E 9,7
4.8
mV
2004 |'I§|'3 DON
] \
_ ||
200+ l\ ‘I ,
1 | ‘ll ~ ADONS ‘l‘"
; ;II \\‘I"'l';"‘l‘ ‘I"g % || -
| \T—“L".,L ﬁ.‘l N //
S /I‘ X ‘\7 — - -
07_—7— — —_ —————
0.0 I T I 2!5 I I 5.|0 ‘ I ‘ ‘ 7‘.5 ‘ I ‘ I1OI.O I I I12|.5I I I 1‘5._0

Figura 18. Cromatograma referente a amostra E obtido pelo método otimizado
QUEChERS-CLAE-UV.
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Santos et al. (2011) analisaram 36 amostras provenientes de estados do sul do
Brasil e DON foi detectado em 72,2 % das amostras, em niveis que variaram de néo-
detectavel a 1592 pg kg™, com média de 321 ug kg™.

Um estudo realizado com 19 amostras de trigos argentinos detectou DON em 13
amostras (300 a 7000 ug kg) e em 2 amostras ocorreu o aparecimento de DON (7500
ug kg™t e 6700 pug kg™) e NIV (50 pg kg™ e 100 ug kg™), respectivamente (PINTO et al.,
2008).

Ennouari et al. (2013) investigaram a presenca de DON em 81 amostras de trigo
provenientes do Marrocos e o0s resultados analiticos mostraram que 9 amostras
estavam contaminadas com DON em niveis que variaram de 65 e 1310 ug kg™.

Entre os estudos realizados, comprovou-se que o DON é o tricoteceno mais
largamente distribuido entre os gréos de trigo e derivados e sua ocorréncia esta
fortemente relacionada a suscetibilidade dos cultivares a fungos, etapas de cultivo e

armazenamento dos graos.
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6. CONCLUSOES

Os métodos Tanaka e QUEChERS foram os que apresentaram valores de
recuperacao entre 78 — 118 %, ficando dentro da faixa aceitavel que é de 70 — 120 %.
Visando a economia de reagentes e a diminuicdo do tempo de preparo e exposi¢cdo do
analista, o método QUEChERS foi escolhido para a otimizagéo.

Com os resultados obtidos, pode-se concluir que as adaptacdes empregadas no
método de extracdo QUEChERS comprovaram suas vantagens principais como
rapidez, simplicidade, confiabilidade, baixo custo e baixo consumo de solventes, nao
requerendo o0 uso de equipamentos e vidrarias especiais quando comparado aos outros
métodos de extracao.

O método QUEChERS elimina ou substitui algumas etapas analiticas mais
complicadas empregadas geralmente em métodos tradicionais, como o método
proposto por Tanaka et al. (2000). A etapa de extracdo foi otimizada na particdo
através das quantidades de sais sulfato de magnésio (6 g) e cloreto de sédio (1,5 g)
utilizados, bem como a adicéo de sulfato de magnésio (0,3 g) e C15 (0,1 g) na etapa de
clean up onde estes sdo misturados diretamente com o extrato. Deste modo, pode-se
afirmar que o método mostrou-se muito eficiente para os compostos estudados, ndo
necessitando de nenhum tipo de pré-concentracdo da amostra para a determinagao
das micotoxinas.

A calibracédo realizada na matriz foi utilizada para corrigir alguns efeitos de matriz
menores que ainda permanecem para algumas combinagdes analito-matriz. As
condi¢cdes cromatogréficas otimizadas para o CLAE-UV permitiram a identificacdo e
guantificacdo dos compostos em estudo, em um tempo de analise de 15 minutos, com
uma vazdo de 0,5 mL min™® e fase mdvel acetonitrila:agua (70:30). A separaGao
cromatografica dos compostos pode ser avaliada visualmente e através dos
parametros cromatograficos k e a.

O uso dos sistema CLAE-UV proporcionou grande especificidade, preciséo e
sensibilidade, de modo que os limites de deteccdo (16,7 — 33,3 ug kg™) e quantificacdo
(55,9 — 110,9 pg kg™, obtivessem valores inferiores ao limite maximo estabelecido por
6rgdos reguladores (ANVISA — 1500 pg kg* para DON em trigo; EUROPA
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COMISSION REGULATION (EC) — 1750 pg kg™ para DON em trigo), permitindo assim
a identificacdo e quantificacdo dos compostos em estudo.

As curvas analiticas apresentaram valores de r maiores que 0,99 para as faixas
de concentracdo que variaram de 1 — 10 ug mL™ para DON e NIV e de 0,5 — 4 ug mL™
para os ADONS, necessérias as aplicacoes.

A deteccdo por DAD também foi adequada pois possibilitou a confirmacdo da
identidade dos compostos pelo espectro molecular, permitindo correlaciona-la aos
dados obtidos pos CLAE-UV.

O desenvolvimento deste trabalho pode auxiliar para estabelecer limites
maximos tolerados na legislacéo brasileira para os tricotecenos 3-ADON, 15-ADON e
NIV, pois ndo ha limites estabelecidos em trigo e derivados para estes analitos, apesar
da importancia, devido as suas formas de utilizacéo e toxicidade.

A analise de cinco tipos de grdos de trigo comerciais foi realizada e foi possivel
verificar a ocorréncia dos tricotecenos, sendo que quatro das cinco amostras
apresentaram a presenca de DON e uma amostra apresentou a presenca de ADONS.
NIV néo foi detectado em nenhuma das amostras.

Assim, tendo em vista a possibilidade de contaminagdo micotoxicoldgica do trigo
em que humanos e animais possam estar submetidos, os resultados desta pesquisa
vem contribuir com uma metodologia adequada e validada para investigar as
quantidades presentes de DON, ADONS e NIV em gréos de trigo, proporcionando
maiores subsidios de controle para as agéncias reguladores no que diz respeito ao

cultivo, armazenamento e beneficiamento deste cereal.
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Apéndice 1. Fluxograma do método proposto por Tanaka et al. (2000).
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Apéndice 2. Fluxograma do método QUEChERS modificado por Bemvenuti et al.
(2012).
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Apéndice 3. Fluxograma da Técnica SLE (Extracdo Solido — Liquido) acoplada a
DLLME (Microextracdo Dispersiva Liquido — Liquido) desenvolvida por Rezaee et al.
(2006).
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Apéndice 4. Fluxograma da técnica MSPD (Dispersdo da matriz em Fase Solida)
validada por Rubert et al. (2011).
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Apéndice 5. Fluxograma do método QUEChERS adaptado por Ferreira et al. (2012).
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Apéndice 6. Fluxograma do procedimento QUEChERS otimizado.
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