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RESUMO

As aflatoxinas sdo atualmente as micotoxinas mais estudadas no mundo. S&o
classificadas pela Organizacdo Mundial da Saude como carcinogénicas para humanos e sua
ingestdo causa diversos danos a salde, variando de toxicidades agudas com lesdes de figado
ao carcinoma hepatocelular. Muitos paises ja possuem regulamentacdo quanto a estes
contaminantes e a Unido Europeia (UE) é uma das comunidades mais criticas em relacdo a
legislacdo das micotoxinas com foco na inocuidade alimentar. Possui uma rigida legislacdo
ndo apenas em relagdo aos limites maximos permitidos de aflatoxinas em alimentos, mas
também em relacdo a qualidade dos métodos analiticos utilizados para medir tais
contaminantes. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou a
resolugdo RDC N° 7 de 18 de fevereiro de 2011, dispondo sobre limites maximos tolerados de
micotoxinas em alimentos. Essa resolucdo fixa novos limites para aflatoxinas, além de
ocratoxina A, desoxinivalenol, fumonisinas, patulina e zearalenona em matérias primas e
alimentos prontos para consumo, estabelecendo metas para que a cada 2 anos os limites
dessas toxinas sejam cada vez menores, tendendo a uma maior rigidez, assim como a UE.
Para que essas metas possam ser cumpridas sao necessarias metodologias analiticas de maior
sensibilidade, seletividade e exatiddo. Desta forma o presente trabalho visou desenvolver um
método analitico e avaliar os parametros de validacdo necessarios para determinacdo de
aflatoxinas em amendoim. Utilizou-se cromatografia liquida de ultra eficiéncia e deteccéo por
espectrometria de massas (UPLC-MS) de alta resolucdo, metodologia equiparada aos padrdes
de qualidade analitica da UE. No método desenvolvido obteve-se de 3 a 7 fragmentos para
cada aflatoxina permitindo a analise qualitativa inequivoca das AFB;, AFB, AFG; e AFG,
em amendoim e cumpriu-se com 0S mais rigorosos critérios analiticos cromatogréaficos
estabelecidos pela UE. O método apresentou uma corrida cromatografica de 5 minutos e
menor gasto de solventes organicos quando comparado a técnica de HPLC. Os limites de
deteccdo alcancados foram de 1,6; 0,396; 1,608 e 1,396 pg/kg para as AFB;, AFB,, AFG; e
AFG;, respectivamente, e foram obtidas curvas de calibragdo com boa linearidade entre os
valores de 1,6 a 12,0 pg/kg (AFB; e AFG;) e 0,396 a 2,97 ug/kg (AFB; e AFG,). Foram
analisadas 10 amostras de amendoim adquiridas em feira livie do Rio de Janeiro e
identificados tracos das aflatoxinas B;, B, e G, em duas delas.



ABSTRACT

Aflatoxins classified by the World Health Organization as carcinogenic to humans and their
intake causes many health injuries, from acute toxicities with liver lesions to hepatocellular
carcinoma. Many countries already have regulations regarding these contaminants and the
European Union is the most critical in relation to food safety. It has a strict regulation not only
in relation to maximum permitted levels of aflatoxins in foods, but also concerning the quality
of the analytical methods used to measure such contaminants. In Brazil, the National Agency
of Sanitary Surveillance (ANVISA) published the resolution RDC N° 7, February 18" 2011,
providing for maximum permitted levels on mycotoxins in food for human consumption and
raw materials, setting every two years the limits of these toxins become smaller, tending to be
as strict as the European Union. For these goals to be fulfilled high sensitivity, selectivity and
accuracy analytical methodologies are needed. This work aimed to develop an analytical
method and to calculate validation parameters for determination of aflatoxin in peanuts using
ultra performance liquid chromatography and detection by high-resolution mass spectrometry,
method equivalent to the analytical quality standards of the European Union, which are
worldwide trend. The developed method showed high selectivity and resolution, allowing the
unambiguous qualitative analysis of aflatoxins B, B,, G; and G, in peanuts and fulfilled the
most rigorous analytical chromatographic criteria established by the EU. The requirements for
a quantitative analysis have been partially achieved. Calibration curves were obtained with
good linearity, however, was not possible to fix the sensitivity of the method, compromising
the accuracy and quantification of the test.
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Exemplo hipotético de quantificacdo por padronizacdo interna onde a
utilizacdo da razdo analito/PlI compensa variagdes evitando sub ou
superestimacdes de resultados.

Fragmentos das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 obtidos por diversos
autores utilizando analisadores de massas do tipo triplo quadrupdlo
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1 INTRODUCAO

O risco da ocorréncia de doengas associadas ao consumo de alimentos contendo
aditivos, pesticidas, hormonios, toxinas naturais ou ainda outros tipos de substancias, tem
contribuido para gerar inseguranca e despertar um vasto rol de preocupa¢des do consumidor
(SPERS e KASSOUF, 1996). Entre as toxinas naturais, destacam-se as micotoxinas,
metabdlitos toxicos secundarios produzidos por fungos. As micotoxinas mais estudadas
atualmente sdo as aflatoxinas (AF), produzidas por algumas espécies de Aspergillus e
Penicillium e que podem ser encontradas em diversos cultivos agricolas como sorgo, algodéo,
nozes e, principalmente, milho e amendoim. Séo classificadas pela Organizacdo Mundial da
Saude como carcinogénicas para humanos e sua ingestdo causa diversos danos a salde,
variando de toxicidades agudas com lesGes de figado ao carcinoma hepatocelular (KENSLER
et al., 2011). A aflatoxina B; é considerada o mais potente carcinogénico natural conhecido
(FDA, 2012). Esta preocupacdo levou muitos paises a estabelecerem uma regulamentacéo
destes contaminantes na legislacéo.

A Unido Europeia é uma das comunidades mais criticas em relacdo a seguranca
alimentar. Possui uma rigida legislacdo ndo apenas em relagdo aos limites maximos
permitidos de AF em alimentos, mas também em relacdo a qualidade dos métodos analiticos
utilizados para medir tais contaminantes. Neste contexto,0 Regulamento n® 1881/2006/CE
preconiza um limite méximo de 2 pg/kg para AFB; e de 4 ug/kg para a soma das 4 principais
aflatoxinas encontradas nos vegetais — AFB;, AFB,, AFG; e AFG,. Estabelece ainda, na
Comission Decision 2002/657/EC, que um método analitico para residuos organicos ou
contaminantes deve prover informacdo sobre a estrutura quimica do analito, ou seja, métodos
baseados apenas em andlise cromatografica sem o uso de deteccdo espectrométrica ndo sdo
suficientes por si s6 como método de confirmacdo. No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou a resolugdo RDC N° 7 de 18 de fevereiro de 2011,
estabelecendo que o limite de aflatoxinas em amendoim é de 20 ug/kg para a soma AFB;,
AFB; AFG; e AFG,..

O Brasil, até o inicio dos anos 70 do século passado, foi importante produtor de
amendoim, chegando a produzir 970 mil toneladas em 1972, destinadas ao suprimento interno
de 6leo vegetal e a exportacdo de subprodutos. A partir de 1974, o preco do produto nos
mercados interno e externo caiu devido, entre outros fatores, a contaminagdo por aflatoxinas
(SUASSUNA, 2006). A incidéncia de contaminacdo do amendoim brasileiro é alta e fica
evidente quando levamos em consideracdo o nimero de alertas rapidos que o Brasil vem
sofrendo pela UE em relacédo a este produto. No ano de 2009 foram 29 notificacdes devido a
presenca de AF e no ano de 2010 foram 21, inserindo o Brasil na lista de paises sujeitos a
controle especial (RASFF, 2010).

Métodos analiticos usuais para analise de aflatoxinas como Cromatografia de Camada
Delgada (CCD) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detec¢do por Fluorescéncia
(HPLC-DF) requerem etapas de derivatizacdo da amostra previamente a analise, consomem
maior tempo e volume de solventes toxicos e submetem o analista a uma maior exposi¢ao ao
risco quimico. Além disso, estes metodos ndo fornecem informagdo sobre a estrutura do
analito, podendo gerar respostas equivocadas.

A disponibilidade de uma técnica de analise de AF com maior seletividade,
sensibilidade e rapidez possibilita um estrito controle de sua presenga, contribuindo para a
elevacdo de critérios e padrGes para garantia da seguranca do alimento. A cromatografia
liquida de ultra eficiéncia (UPLC) emprega colunas de tamanho reduzido em relacdo a HPLC



resultando em uma técnica analitica mais rapida e com menor gasto de solventes organicos. O
acoplamento a um espectrometro de massas de alta resolucdo permite que se obtenha
informacOes precisas sobre a estrutura do analito proporcionando sua identificacdo
inequivoca. Desta forma, podera ser langada a base para uma nova, mais rigida e mais ampla
legislacdo alimentar, equiparando o Brasil aos padrdes internacionais. O elevado nivel de
protecdo a saude do consumidor ndo deve ser privilégio da Europa.

1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo principal

O presente trabalho visa desenvolver um método analitico utilizando a Cromatografia
Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas (UPLC-MS) para
determinacéo de aflatoxinas em amendoim e avaliar parametros analiticos de valiadacao.

1.2.2 Objetivos especificos

Estabelecer um método analitico para determinacdo de aflatoxinas em amendoim
utilizando a Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas
com lonizacao por Eletrospray e Hibrido Quadrupo6lo Tempo de V6o (UPLC-MS-ESI/QToF).

Calcular alguns parametros para validacdo de ensaio de analise de tracos (elementos
em concentracdo abaixo de 0,01%), de acordo com o documento de orienta¢do do INMETRO
DOC CGCRE-008 (revisédo 4 — julho de 2011). Tais parametros analisados ser&o:

Faixa de trabalho,

Especificidade e Seletividade,
Linearidade,

Sensibilidade,

Limites de deteccgéo e de quantificagéo e
Exatiddo e precisao



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Seguranca Alimentar

A cada dia intensificam-se as exigéncias do consumidor para adquirir alimentos
isentos de riscos, ou seja, um alimento seguro (SPERS e KASSOUF, 1996). Segundo os
autores, quando se trata de alimentos, o consumidor, principalmente nos paises
desenvolvidos, é invariavelmente irredutivel quanto a qualidade do produto que ird comprar.

A seguranca alimentar com énfase nos aspectos qualitativos pode ser entendida como
a aquisicdo pelo consumidor de alimento de boa qualidade, livre de residuos e contaminantes
de natureza quimica (pesticidas e micotoxinas), bioldgica (organismos patogénicos), fisica
(vidros, pedras), ou qualquer substancia que possa acarretar risco a saude (SPERS e
KASSOUF, 1996).

Devido ao seu carater multidisciplinar e a complexidade de fatores que o influenciam,
0 conceito de seguranca alimentar deve ser adotado em todo o sistema agroalimentar, ou seja,
as praticas inerentes a seguranca devem ser incorporadas em todas as fases da cadeia, desde a
producdo primaria até o consumidor final, envolvendo, portanto, toda a cadeia alimentar.
Desse modo, é fundamental disponibilizar no mercado interno orientacGes e procedimentos
para a producdo de alimentos seguros, além de intensificar a fiscalizacdo e o controle de
qualidade e, assim, contribuir para a expansdo do consumo por meio da confianca do
consumidor brasieleiro (SPERS e KASSOUF, 1996). Garantir que alimentos de qualidade
cheguem a populacéo brasileira faz parte da seguranca alimentar.

O impacto dessas a¢des contribui para a sustentabilidade e também para o0 aumento da
participacdo do Brasil no mercado externo de alimentos, uma vez que implica na melhoria da
capacidade de sobrepor as barreiras fitossanitarias impostas por paises importadores.

Os acordos Sanitary and Phytosanitary Agreement (SPS) e Agreement on Technical
Barriers to Trade (TBT) da Organizacdo Mundial do Comércio (OMC) visam diminuir
inconsisténcias entre as exigéncias das medidas sanitarias e fitossanitarias e as necessidades
comerciais dos paises filiados a OMC (MIRANDA et al.,, 2004). Para o tanto, o TBT
determina, entre outras medidas, o estabelecimento de um ponto de investigacao e notificacao
de seguranca alimentar em cada pais membro. No Brasil, o Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO) atua como ponto focal do acordo TBT. Na
Europa, foi criado um sistema de alerta rapido para alimentos e racdes - Rapid Alert System
for Food and Feed (RASFF), que é gerido pela comissdo européia para seguranca alimentar e
abrange todos os paises membros. Neste sistema, a politica estabelecida foi exigir um elevado
nivel de protecdo a salde como principio basico da legislacdo alimentar e impor a retirada do
mercado de qualquer género alimenticio ou de racBGes para animais, que apresentem risco
grave direto ou indireto a salide humana (Regulamento n°® 178/2002 do Parlamento Europeu e
do Conselho).

Durante muitos anos o Brasil foi inadimplente no que diz respeito ao regulamento de
monitoramento de residuos quimicos em alimentos de origem vegetal e animal da UE e, desse
modo, tem enfrentado indmeras barreiras técnicas. Somente em 2007, o Brasil sofreu 58
alertas rapidos. Entre eles, cinco notificacGes de contaminagdo de amendoim por aflatoxinas.
No ano de 2008, subiram para 62 os alertas rapidos, sendo 17 sobre contaminagdo de
amendoim por aflatoxinas. Em 2009, as notificagdes deste tipo foram de 16 num total de 86
(RASFF, 2010).



O Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), visando garantir a
seguranca alimentar e diminuir a0 maximo a perda de confianga internacional nos produtos
agroindustriais brasileiros e também o fechamento de nichos de mercado importantes, como a
UE, criou em 2003 o Plano Nacional de Seguranca e Qualidade dos Produtos de Origem
Vegetal (PNSQV), que utiliza como ferramenta os sistemas de analise, rastreamento e
cadastramento para certificacdo dos produtos vegetais. Para atender a demanda referente a
analise destes produtos o PNSQV conta com o Sistema de Analise Laboratorial e Pesquisa
(SIALP). Entre as principais agdes previstas nesse sistema estdo a padronizagéo e validagéo
de metodologias analiticas e implantacdo de redes de laboratérios credenciados para analises
de controle de qualidade. Neste contexto, 0 MAPA estabeleceu metas para implantacdo de
métodos mais precisos e modernos. Tais métodos utilizam sistemas avancados de analise,
criando e adaptando técnicas de maior sensibilidade e rapidez, alinhadas com o estado da arte
e com as demandas de suporte tecnoldgico necessarias para superar as barreiras técnicas e
sanitarias e garantir alimentos mais seguros no mercado doméstico e internacional.

2.2 Aflatoxinas: Um Desafio a Qualidade de Graos e Produtos Correlatos
2.2.1 O que séo aflatoxinas

As micotoxinas s@o toxinas produzidas por fungos, que podem se desenvolver no
periodo de colheita, transporte ou armazenamento de produtos agricolas quando realizados de
maneira inadequada. Tais metabdlitos produzem diversos efeitos toxigénicos e mutagénicos,
devido a exposicdo cronica ou aguda, causando danos na saude de animais e de humanos.
Provocam grandes perdas econémicas na cadeia produtiva agricola, tratando-se de questdo
socio-econdmica e também de salde publica .

As aflatoxinas fazem parte de um grupo de aproximadamente 20 diferentes
metabdlitos secundarios que podem ser produzidos por diferentes espécies de fungos. As
especies Aspergillus flavus e A. parasiticus sdo as mais representativas dentre as produtoras
de aflatoxinas (RODRIGUES et al., 2012) e novas espécies continuam sendo descritas. Em
estudo recente, Soares et al (2012) identificaram trés novas espécies de Aspergilus produtoras
de aflatoxinas, A. mottae, A. sergii e A. transmontanensis, todas pertencentes a sec¢do Flavi,
isoladas de amostras milho e améndoas em Portugal. Varga e outros (2011) identificaram a
espécie A. pseudocaelatus, isolada amostras de folhas de Arachis burkatii na Argentina, capaz
de produzir AFB e AFG e a espécie A. pseudonomius, isolada de amostras de solo e insetos
nos EUA, capaz de produzir AFB;. Dentre as aflatoxinas existentes as mais importantes séo
as AFB;, AFB, AFG;, AFG; e AFM;. Os A. parasiticus produzem AFB;1, AFB, AFG;, AFG;,
todas naturalmente encontradas em alimentos vegetais, enquanto que os A. flavus produzem
tipicamente AFB; e AFB,. As designacdes B e G provém da cor de fluorescéncia destas em
inglés blue e green, respectivamente, sob luz ultravioleta; e seus indices referem-se a
mobilidade relativa destas em uma placa cromatografica. A designacdo M provém do inglés
milk, alimento onde a M; é mais incidente. Suas estruturas quimicas correspondem a radicais
dihidrofurano ou tetrahidrofurano fundidos a um anel cumarinico. O grupo B possui um anel
ciclopentanona e o grupo G possui uma lactona insaturada (SCUSSEL,1998) como se pode
observar na Figura 1 (HUSSEIN; BRASEL, 2001).
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Figura 1. Estruturas quimicas das principais aflatoxinas (B;, B,, G;, G, e M;) encontradas em
alimentos

2.2.2 Contaminacao de produtos agricolas e acamulo na cadeia alimentar

Os Aspergillus e Penicillium crescem como saprofitas nas raizes ou partes das plantas
deixadas sobre o solo (REDDY, 2012). Alguns dos produtos alimenticios onde séao
encontradas contaminacdes por aflatoxinas incluem cereais (milho, sorgo, arroz e trigo),
especiarias (pimenta, pimenta preta, coentro, a¢afrdo), nozes (amendoim, castanha, améndoa,
pistache e nozes) e dleos vegetais (de amendoim, milho, soja e algoddo) (REDDY, 2012).
Isto porque o processamento de grdos contaminados através de aquecimento, triturag&o,
processos extrusivos para producdo de farelos e farinhas ou extracdo para producdo de 6leos
ndo garante a eliminagdo da toxina e resulta em produtos contaminados que serdo inseridos na
cadeia alimentar. Tais produtos, além de servirem de alimento ao homem, podem também ser
utilizados para a elaboracdo de ra¢des animais. Bovinos, aves, suinos alimentados com racéo
contaminada convertem a toxina B; em metabdlitos tdxicos (o metabdlito majoritario é a
aflatoxina M;) que se acumulam no organismo e séo entdo repassados ao seu leite, carne e
ovos (MASRI, 1967; PURCHASE, 1972; LOTZSCH; LEISTNER, 1977). Desta maneira, a
contaminacdo é repassada a produtos lacteos como queijo e iogurte.

O crescimento do fungo acontece tanto no campo quanto nos silos de estocagem dos
grdos e sementes, em condi¢fes de umidade e temperatura favoraveis. O conteddo de umidade
minima para o crescimento do Aspergillus e desenvolvimento de aflatoxinas no produto
agricola esta entre 16-17% (ROMO et al, 1986; TRENK; HARTMAN, 1970; FONSECA,
2012). As condicbes que favorecem uma umidade elevada com consequiente proliferacdo de
fungos sdo clima chuvoso, colheita de grdos com umidade elevada, estocagem com pouca
ventilacdo, quebra dos grdos por acdo mecanica ou de roedores e insetos (MAGAN;
ALDRED, 2007).

No caso especifico do amendoim no Brasil, a contaminacdo é decorréncia das praticas
tradicionais de colheita, secagem e armazenamento utilizadas pelos produtores. Na hora do
arranquio o amendoim contém cerca de 40% de umidade ou mais. A partir de entdo, de
acordo com o clima e a maneira como a planta é disposta no chdo para secar - se deitada ou
embandeirada (com as vagens para cima) - o amendoim gradativamente perde umidade.
Enquanto esta estiver acima de 20-22% a atividade metabdlica da vagem oferece resisténcia a
penetracdo do fungo e o risco de contaminagdo é praticamente nulo (FONSECA, 2012).
Abaixo de 11% (no amendoim em casca) ndo ha umidade suficiente para os fungos crescerem
e também ndo ha perigo de contaminacdo. O intervalo de 22-20 até 11% de umidade &,



portanto, o periodo critico e se houver demora da secagem nesta fase, a probabilidade de
contaminagdo do amendoim serd muito grande. Abaixo de 20% de umidade o amendoim deve
ser seco 0 mais rapidamente possivel, até 11%, e sO entdo ser batido ou despencado e
ensacado, para se evitar o desenvolvimento de fungos aflatoxigénicos e, consequentemente,
que haja contaminacdo com a aflatoxina (FONSECA, 2012). Nem sempre esta secagem
rpida pode ser conseguida porque, na hora da colheita da safra de maior volume, que €
chamada "das aguas”, e que acontece nos meses de janeiro/fevereiro, ocorrem dias seguidos
de chuva ou nublados. Alem disso, na colheita tradicional, é pratica comum espalhar as
vagens deitadas para secagem ou ensacar 0 amendoim ainda imido. Quando deitadas, além de
secarem muito lentamente, as vagens correm o risco de serem enterradas por chuvas. Dentro
do saco o amendoim demora muito para secar e o calor gerado pela propria atividade do gréo,
somado ao ambiente Umido da sacaria, sdo extremamente favoraveis a contaminagdo. Da
mesma forma, 0 amendoim que, embora seco, for mal armazenado pode, em época chuvosa
(devido a elevada umidade relativa do ar), ganhar umidade e dar condi¢des de crescimento ao
fungo, possibilitando a contaminacdo por aflatoxina (FONSECA, 2012).

A mudanca das velhas préticas na colheita e na pds-colheita pelos produtores pode
trazer bons resultados. Contudo, isto € complexo e um persistente trabalho de extensdo
agricola é necessario porque o produtor, muitas vezes, se recusa a aceitar novas praticas,
especialmente quando ha um aumento no trabalho e nos custos, sem uma politica de melhor
preco para um amendoim de melhor qualidade, por parte dos cerealistas ou beneficiadores
(FONSECA, 2012).

2.2.3 Via metabdlica e mecanismos de acao

A biotransformacdo da aflatoxina B; (AFB;) comeca pela acdo de enzimas oxidases do
citocromo P450, encontrados em diferentes concentragdes em diferentes tecidos e
especialmente abundantes no figado. Tais enzimas realizam sua metabolizacdo para diversas
formas, como aflatoxicol, aflatoxina Q1, aflatoxina P1, aflatoxina M1 e a forma bioativa
AFB1-8,9-epoxido (HUSSEIN; BRASEL, 2001; BOMMAKANTI; WALIYAR, 2012). A
forma metabolizada depende da predisposicdo genética da espécie, e a quantidade de AFB1-
8,9-epdxido formada determina o grau sucetibilidade da espécie. Esta forma molecular é
altamente reativa e instavel e pode interagir covalentemente com DNA, RNA além de
aminoacidos (metionina, cisteina e histidina), tornando proteinas biologicamente inativas e
interferindo no funcionamento normal da célula (ARAUJO, 1999). A reacdo com o DNA
ocorre através da ligacdo com guaninas, ao nivel do cédon 249, do gene supressor de tumores
p53 do figado e leva a mutacdo e ao cancer (BOMMAKANTI; WALIYAR, 2012).

2.2.4 Danos a saude

Desde sua descoberta, em 1960, as aflatoxinas tém demostrado possuir efeitos toxicos
e carcinogénicos em muitas espécies animais, incluindo roedores, aves, primatas ndo humanos
e peixes. Nestes animais, h& evidéncias da associacdo da aflatoxina B; (AFB;) com a
formacgéo de carcinoma hepatocelular, que é mundialmente um dos tipos mais comuns de
cancer. Exerce efeito mesmo quando ingerida em quantidades muito baixas, 0 que permite
considerd-la como um dos mais potentes hepatocarcinogenos naturais (OLIVEIRA,
GERMANO, 1997).

A susceptibilidade aos efeitos toxigénicos e mutagénicos das aflatoxinas em animais
varia entre as espécies (HUSSEIN; BRASEL, 2001), com a idade (quanto mais novos mais



sensiveis), com o sexo (o0 feminino é mais susceptivel) e com o estado nutricional. Causam
disturbios e lesGes em diversos 6rgdos, principalmente no figado, com proliferagdo do duto
biliar e fibrose, mas podem afetar também o rim, baco e pancreas e causar reaces na pele
(SCUSSEL, 1998).

Os efeitos adversos das aflatoxinas em animais foram classificados pela Food and
Drug Administration em duas categorias gerais, de acordo com a dose e tempo de exposi¢éo
(FDA, 2012), a saber

| Aflatoxicose aguda, quando niveis moderados ou altos de aflatoxina sdo consumidos.
Episodios agudos especificos podem incluir sintomas como hemorragia, lesdes no figado,
edema, alteracOes na digestdo, absorcdo ou metabolismo de nutrientes e, possivelmente,
morte;

Il Aflatoxicose cronica, que resulta da ingestdo de baixos ou moderados niveis de
aflatoxinas por periodo de tempo prolongado. Os efeitos sdo muitas vezes subclinicos e
dificeis de serem reconhecidos. Alguns dos sintomas comuns sdo baixas taxas de crescimento
sem a manifestacdo de uma sindrome evidente.

O carcinoma hepatocelular apresenta uma acentuada variacdo geografica no que
concerne a incidéncia, com predominio em alguns paises da Africa, Asia e ilhas do Pacifico.
Entre os paises com maior incidéncia, destacam-se Mogambique, Zimbabwe, Etidpia, China
(costa sudoeste) e Taiwan. Os paises com incidéncia intermediaria incluem Suazilandia,
Transkei, Japéo e os da parte central e sudoeste da Europa (OLIVEIRA; GERMANO, 1997).
Durante os anos 60 e 70, diversos estudos foram conduzidos na Africa e na Asia para
investigar a correlacdo da exposicdo da aflatoxina e céncer de figado nos seres humanos.
Nestes estudos, para determinar os niveis de exposicdo a aflatoxina, foram analisadas
amostras de alimento coletadas aleatoriamente em determinadas regides e foram
correlacionados com a incidéncia ou as taxas de mortalidade e de carcinoma hepatocelular.
Por exemplo, em um estudo na Suazilandia baseado em estimativas do consumo da aflatoxina
de uma amostragem definida dos alimentos em 11 &reas designadas no pais, foi relatada
correlacdo significativa entre incidéncias do cancer de figado e a exposicdo as aflatoxinas
totais e aflatoxina B1 (SUN; CHEN , 2003).

O primeiro relato de aflatoxicose aguda ocorreu em Taiwan em 1967 (SUN; CHEN,
2003). Em duas vilas foi registrada a intoxicacdo de 26 pessoas com sintomas que variavam
entre edema nas pernas, dor abdominal, vémito e figado dilatado, tendo ocorrido 3 mortes em
3 familias. Apds investigacGes as intoxicacdes foram atribuidas a ingestdo de arroz
contaminado com A. flavus contendo 200ug/Kg de AFB1 (SCUSSEL, 1998). Epidemias de
envenenamento por aflatoxinas documentadas em 4 paises ilustram a taxa de mortalidade
resultante de surtos: na india, em 1974, milho contaminado com até 15mg/kg de aflatoxinas
levou ao adoecimento de 397 pessoas com 108 mortes; no Kenya, em 1982, foram registradas
20 admissdes hospitalares com 60% de mortalidade cujos pacientes estavam intoxicados com
38ug/Kg de aflatoxina por peso corpéreo; ainda no Kenya, entre 2004 e 2005, um surto
recorde de aflatoxicose ocorrido na regido rural resultou no adoecimento de 317 pessoas, com
125 mortes. A causa do surto foi atribuida ao milho contaminado com 453ug/Kg de
aflatoxinas (FDA, 2012).

De acordo com publicacdo da World Health Organization — International Agency for
Research on Cancer (WHO-IARC) as aflatoxinas B;, B,, G; e G, sdo classificadas como
sendo carcinogénicas para humanos, enquanto que a M; como possivelmente carcinogénica.
A aflatoxina B1 é o carcinogénico natural mais potente que se tem conhecimento (FDA,
2012). A iminéncia de tais efeitos levou diversos paises a estabelecerem legislacfes
especificas para esses contaminantes em diversas classes de alimentos para consumo humano



e animal. De acordo com o compéndio Worldwide Regulations for Mycotoxins 2003
publicado pela Food and Agriculture Organization (FAO) mais de 76 paises possuem
legislacBes determinando limites maximos de aflatoxinas permitidos em alimentos, variando
de 0 a 35ug/kg.

2.2.5 Legislacao sobre limites maximos admissiveis

A Unido Européia possui um dos limites mais rigidos quanto a contaminagdo por
aflatoxinas, definido no Regulamento (CE) n° 1881/2006, sendo este de no maximo 2 ug/Kg
de B; e de 4 ug/Kg da soma B; By, G; e G, em amendoim.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou a resolucdo RDC N°
7 de 18 de fevereiro de 2011, dispondo sobre limites maximos tolerados de micotoxinas em
alimentos. Essa resolucdo fixa limites de aflatoxinas, ocratoxina A, desoxinivalenol,
fumonisinas, patulina e zearalenona em alimentos prontos para consumo e matérias primas,
estabelecendo metas para que a cada 2 anos os limites dessas toxinas sejam cada vez menores,
tendendo a uma maior rigidez, assim como a Unido Européia. O limite de aflatoxinas em
amendoim estabelecido nessa resolucdo é de 20ug/Kg para a soma de By B, Gy e G,. O
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), através da Portaria n°183/96,
adotou o Regulamento Técnico MERCOSUL sobre Limites Maximos de Aflatoxinas
Admissiveis no Leite, Amendoim e Milho, aprovado pela Resolugcdo n° 56/94, de 12 de
janeiro de 1995, do Grupo Mercado Comum do Sul. Este regulamento apresenta 0s mesmos
valores que a resolugdo da ANVISA. Dessa maneira, fica estabelecido que no Brasil o limite
maximo para a soma das aflatoxinas By, B, G; e G, em amendoim é de 20ug/Kg.

2.3 Contaminagao do Amendoim por Aflatoxinas
2.3.1 Panorama econémico do amendoim

O amendoim é uma leguminosa de origem sul-americana, rico em 0leo, proteinas,
vitaminas do complexo B e E e minerais. E um produto conhecido e apreciado em
praticamente todos os paises pelo seu incomparavel sabor e versatilidade de uso em pratos
salgados, doces e na industria. O Brasil, até o inicio dos anos 70 do século passado, foi
importante produtor de amendoim, chegando a produzir 970 mil toneladas em 1972,
destinadas ao suprimento interno de 6leo vegetal e a exportacdo de subprodutos. A partir de
1974, o preco do produto nos mercados interno e externo caiu desestimulando o plantio
devido, entre outros fatores, a contaminacdo por aflatoxinas, a mais comum das micotoxinas
encontradas em alimentos (SUASSUNA, 2006). A crescente preocupacdo com a salde
publica e com as perdas econdmicas geradas estimulou o investimento em pesquisas na area
buscando contornar o problema. A adog¢do de novas técnicas de manejo visando a prevencdo
do desenvolvimento de fungos e novas tecnologias de producao e processamento possibilitou,
a partir dos anos 2000, a gradativa melhoria na qualidade do produto e a retomada de sua
comercializacao.

A partir dos anos 2000, ocorreu grande expansdo da area cultivada, producdo e,
principalmente, aumentos consistentes em produtividade. Da producgdo de 142 mil toneladas
em 1995 chegou-se aos atuais 300 mil toneladas em 2005, enquanto que a produtividade
passou de 1.740 kg/ha em 1994-96 para 2.330 kg/ha em 2005.



Acompanhando esse processo de expansdo da produtividade, foram criados programas
e publicadas resolugdes para orientacdo de boas préticas visando a melhoria da qualidade do
amendoim e controle da contaminacéo por aflatoxinas.

Em 2001, representantes das industrias de amendoim, juntamente com a Associagao
Brasileira das Industrias de Chocolates, Cacau, Amendoim, Balas e Derivados (ABICAB),
criaram o Programa de Auto-regulamentacdo e Expansdo do Consumo de Amendoim (Pro-
amendoim), cujo objetivo é o monitoramento da presenca de aflatoxina no amendoim
processado, atraves do selo de Qualidade do Amendoim ABICAB e de medidas de incentivo
ao consumo de amendoim.

Entre as acdes governamentais para a solugdo do problema destaca-se a publicacéo,
em junho de 2003, da Resolu¢cdo RDC 172 pela ANVISA, que dispbe sobre o regulamento
técnico de boas praticas de fabricacdo para estabelecimentos industriais de amendoins
processados e derivados.

Em 2004, o MAPA publicou a Portaria 65 que aprova um regulamento técnico de boas
praticas agricolas para o controle de aflatoxinas na cadeia produtiva do amendoim e referente
ao método de amostragem e analise para sua determinacao.

Os ultimos 10 anos marcaram a construcdo de novas possibilidades para a produgédo
brasileira de amendoim. Em simples comparacao entre 0s anos que iniciam e 0S que encerram
esse periodo, é possivel verificar os resultados alcancados. Assim, de acordo com dados da
Secretaria de Comercio Exterior (MARTINS, 2011), especificamente no periodo de 2002 a
2004, foram produzidas 582 mil toneladas de amendoim em casca para 277 mil hectares
plantados, exportadas 53 mil toneladas de amendoim descascado e 10 mil toneladas de 6leo
bruto de amendoim; ja no periodo de 2008 a 2010, foram produzidas 830 mil toneladas de
amendoim em casca para 314 mil hectares, exportacbes de 148 mil toneladas de amendoim
descascado e 73 mil toneladas de dleo bruto de amendoim.

A tendéncia de elevacdo da producdo seguiu em menor intensidade em 2010 e 2011,
quando a producéo brasileira fica em torno de 227 mil toneladas e a area plantada em 85 mil
hectares (Figura 2).
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Figura 2. Area plantada, Producio, Produtividade de Amendoim, Brasil, 2004-2011. Fonte:
MARTINS, 2011.



Entretanto, observa-se na figura 2 que a produtividade manteve ganhos crescentes
estabelecidos durante os anos 2000 e evidenciados pela comparacdo entre 2004, quando a
produtividade média ficou em torno de 2.200 kg/ha, e 2011 quando atingiu 2.670 kg/ha
(MARTINS, 2011).

Ainda de acordo com a Secretaria de Comercio Exterior, para as exportacdes do
amendoim descascado, o principal produto do amendoim, observa-se que nos anos de 2009 e
2010 foram exportadas em torno de 50 mil toneladas, correspondendo ao aumento entre 10%
e 37% em relacdo aos anos de 2006 e 2007, quando, conforme a figura 3, registra-se a menor
relacdo entre valores e volumes ou um produto de menor valor (MARTINS, 2011). Por outro
lado, no ano de 2008 foram exportadas 44 mil toneladas que correspondem a US$51 milhdes,
situacdo que em 2011 foi ainda mais favoravel, pois para 0s mesmos valores exportou-se em
torno de 38 mil toneladas. Dessa forma, ao se considerar 0s pre¢cos medios mensais recebidos
pelos produtores nos ultimos anos, nota-se a tendéncia de valorizacdo do produto.
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Figura 3. Exportagdes Brasileiras de Amendoim Descascado, Janeiro de 2006 a Setembro de
2011. Fonte: MARTINS, 2011.

2.3.2 Colheita e p6s colheita: prevencdo e controle da contaminacao por aflatoxinas no
Amendoim

De maneira geral, para evitar a contaminacdo por aflatoxinas devem ser seguidas Boas
Préticas Agricolas (BPA) tanto durante o plantio no campo como nos silos de armazenagem e
durante o transporte e processamento do produto agricola.

O estresse nutricional da planta e, principalmente, o estresse hidrico, sdo fatores que
predispdem os produtos agricolas a contaminacdo com micotoxinas. O bom estado hidrico da
planta Ihe d& mais resisténcia a invasdo por fungos. Desta forma, se houver um periodo de
seca antecedendo a colheita, recomenda-se fazer um boa irrigacdo dois ou trés dias antes.
Deve ser feita rotacdo de cultura e realizar-se um eficiente programa de controle de pragas. A
colheita do amendoim deve ser realizada sempre no ponto de maturacéo e ndo se deve deixar
0 amendoim pernoitar no campo. As plantas devem ser colocadas para secar em posicao
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embandeirada e 0 amendoim deve ser recolhido apenas quando estiver seco abaixo de 10% de
umidade. Nunca deve ser ensacado enquanto a umidade ainda estiver acima deste valor
(FONSECA, 2012).

Os graos devem ser transportados para o local préprio de armazenamento ou
processamento logo apds a secagem. Os vagdes, containers, caminhdes devem estar limpos,
secos e livres de insetos e roedores, sem crescimento visivel de fungos antes de serem
utilizados ou reutilizados. Durante o transporte, é essencial evitar flutuacdes de temperatura,
para ndo condensar agua em torno da carga e causar o re-umedecimento dos grdos (MAGAN;
ALDRED, 2007; SUASSUNA, 2006).

Durante o armazenamento, 0 ponto-chave para prevenir contaminacao por aflatoxinas
¢ evitar a reidratacdo dos grdos. Para o tanto o local deve ser ventilado, seco, com boa
cobertura, de preferéncia com paredes duplas, e piso de concreto. Deve ter estruturas de
ventilacdo, ser protegido de chuva e de insetos, passaros e roedores, com flutuacdo minima de
temperatura. As regides dos silos de armazenagem que apresentam concentracdo de umidade
e elevacdo de temperatura representam influéncia positiva no desenvolvimento de fungos
(HOELTZ, et al., 2009). Os grdos devem ser distribuidos de maneira uniforme, favorecendo a
dispersdo do calor e umidade. O armazém deve ser mantido limpo, eliminando-se a terra e
impurezas que possam vir do campo (FONSECA, 2012). Dessa forma, ha reducéo das areas
favoraveis a proliferacdo de insetos, que causam picos de aquecimento e umidade,
favorecendo o crescimento de fungos que produzem as aflatoxinas. Umidade relativa do local
menor que 70% e temperatura entre 0 e 10°C propiciam 6timas condi¢fes de armazenamento
(MAGAN; ALDRED, 2007; SUASSUNA, 2006).

Dever haver rastreabilidade entre os silos de armazenagem e o local de processamento
para que se possa fazer o correto acompanhamento de cada lote e 0 monitoramento das etapas
de colheita, transporte, estocagem e distribuicdo. Esse monitoramento € essencial para que, no
caso de uma contaminacao, se possa determinar em qual dessas etapas houve falha, para que
assim se possam tomar medidas corretivas.

2.4 ConsideracGes Sobre Metodologias Analiticas
2.4.1 Cromatografia e andlise por espectrometria de massas

O acoplamento de um instrumento cromatografico a um espectrometro de massas
consiste em uma técnica analitica para identificacdo e quantificacdo precisa e especifica. De
maneira geral, o procedimento da analise ocorre como descrito a seguir.

Um extrato da amostra que se deseja analisar é injetado em um cromatografo, que
separa 0s componentes dessa mistura através de diferencas de afinidade por fase estacionaria
(coluna cromatogréfica) e fase mével (solvente ou mistura de solventes utilizados na eluicdo
dos compostos). O tempo de retencdo obtido para cada composto eluido é um primeiro
parametro utilizado para sua identificacdo. O composto é entdo injetado em um espectrdmetro
de massas, onde é primeiramente ionizado. Os ions formados sdo separados na base da razao
massa/carga (método de separacdo dos ions) e o nimero de ions que corresponde a cada
“unidade” de massa/carga ¢ registrado na forma de um espectro. No caso de compostos
conhecidos, uma busca computadorizada compara 0 espectro de massas do composto em
guestdo com uma biblioteca de espectros de massas. A coincidéncia dos espectros de massas é
mais uma evidéncia utilizada para a identificagdo (SMITH, 2004).
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2.4.1.1 Cromatografia liquida de alta e ultra eficiéncia

Nos ultimos 40 anos, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) tem sido a
técnica analitica mais desenvolvida, difundida, e empregada em laboratorios de analise de
industrias quimicas e farmacéuticas, em areas médicas e em muitos outros campos da ciéncia.
Associada a essa expansdo, na Ultima década, o desenvolvimento da HPLC tem sido
direcionado a necessidade de analises mais rapidas, porem, sem o comprometimento do
desempenho cromatogréfico (MALDANER; JARDIM, 2009). Esse direcionamento se
ocorreu através de novas tecnologias para producdo das particulas de recheio de colunas
cromatograficas. A primeira evolucdo nesta tecnologia diz respeito ao tamanho das particulas.
No inicio da cromatografia liquida em 1950 usavam-se colunas recheadas com particulas
irregulares de 100-200 um que alcancavam eficiéncia de apenas 200 pratos/15cm (pratos é
uma medida de eficiéncia de separacdo). Ao redor dos anos 60, foram introduzidas colunas
com particulas de 40-50um que ofereciam maior eficiéncia, atingindo 1000 pratos/15cm. A
transicdo para particulas menores, com didmetros em torno de 10um ocorreu por volta dos
anos 70 atingindo a eficiéncia de 6000 pratos/15cm. Nos anos 80 foram introduzidas
particulas de 3,3-5um e finalmente, no ano de 1996, as primeiras particulas de 1,6um com
eficiéncias superiores a 22000pratos/15cm (MALDANER; JARDIM, 2009). Paralelamente a
reducdo no tamanho das particulas, a tecnologia evoluiu no desenvolvimento de particulas de
formato esférico, que, quanto menores, formam um leito cromatografico mais compacto,
homogéneo e permitem enchimentos mais reprodutiveis. Apés 50 anos de desenvolvimento,
surgiram as particulas esféricas porosas de 2,5 pm com as quais sdo obtidas colunas com
eficiéncia de 25000 pratos/15cm. A porosidade das particulas aumenta a area superficial e
aumenta a capacidade de amostra. Visando atender a necessidade de analises mais rapidas, a
alternativa mais simples seria 0 uso de colunas mais curtas associadas a vazGes mais elevadas
de fase movel. Esta alternativa foi aplicada empregando-se particulas de 3-3,5um, porém as
separagdes apresentaram perda de resolucdo e menor desempenho cromatogréfico
(MALDANER; JARDIM, 2009).

A evolucdo dos materiais de recheio € orientada pela equacdo de van Deemter, que
descreve a relacdo entre eficiéncia, velocidade de fase movel e tamanho de particula. Esta
equacdo descreve que utilizando-se particulas menores que 2um pode-se utilizar colunas de
menor comprimento com altas velocidades lineares de fase mével sem perda na eficiéncia de
separagdo da coluna. Uma vez que o tempo de retencdo é proporcional ao comprimento da
coluna, uma coluna menor permitiria separacdes mais rapidas utilizando-se o mesmo fluxo de
fase moével, gastando-se uma menor quantidade de solvente, de amostra e de fase estacionaria
(MALDANER; JARDIM, 2009).

A reducdo do tamanho da particula com maior empacotamento da coluna tem como
consequéncia um grande aumento na pressdo. A reducdo do tamanho da coluna pode suavizar
esse aumento de pressdo, mas ainda assim a pressdo permanece alta e incompativel com um
sistema convencional de HPLC. Para tornar possivel o uso de colunas empacotadas com
particulas menores que 2 um, uma vez que a atual instrumentacdo (bombas, injetores e
detectores) disponivel para HPLC ndo era projetada para trabalhar em altas pressées, um novo
equipamento foi introduzido em 2004 pela Waters Corporation (MALDANER; JARDIM,
2009). Este primeiro equipamento comercial capaz de operar em pressdes de até 15000 psi foi
denominado de Acquity™ ultra performance liquid chromatography system (UPLC™). O
termo foi traduzido em portugués para Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UPLC).

As vantagens alcangadas com o sistema de UPLC vém sendo testadas por inimeros
grupos de pesquisa e a economia de tempo e de solventes ja se fez evidente. Novakova e
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outros (2006) compararam o uso de diversos sistemas de HPLC e um sistema de UPLC em
uma analise de formulacéo farmacéutica de diclofenaco. Entre os sistemas HPLC, testaram as
colunas Zorbax Eclipse XDB-C18 (75 x 4,6 mm, 3,5 um), Zorbax Eclipse SB-C18 (50 x 4,6
mm, 1,8 um), Purospher RP18e (125 x 4,0 mm, 5,0 um) e Chromolith Performance RP18e
(100 x 4,6 mm). No sistema UPLC empregaram colunas Acquity BEH C18 (50 x 2,1 mm, 1,7
pum). Os melhores resultados de tempo de andlise e consumo de solvente foram obtidos com
as colunas Acquity, tendo sido gastos 1,08 mL de fase movel em uma analise realizada em 2,4
minutos. Utilizando-se a coluna Purospher o tempo de anélise foi de 13 minutos gastou-se
11,9 mL de fase mdvel. Com as colunas Zorbax de 1,8 um os tempos de analise foram
semelhantes ao obtido com a coluna Acquity, porém todas apresentaram um maior consumo
de solvente. Nguyen e outros (2006) compararam colunas recheadas com particulas menores
que 2 um usando um sistema de UPLC com colunas convencionais recheadas com particulas
de 3,5 e 5,0 um usando um sistema de HPLC na analise de uma mistura de 4 alquilparabenos.
As colunas recheadas com particulas de 1,7 um apresentaram eficiéncias trés vezes maiores e
as andlises foram oito vezes mais rapidas que as colunas recheadas com particulas de 5 um.

2.4.1.2 Espectrometria de massas ESI-Q-ToF

Um espectrdmetro de massas consiste em trés principais setores, esquematizados na
Figura 4: fonte (etapa de ionizacdo), analisador (etapas de selecéo, fragmentacao e separagéo
para determinacdo da massa exata) e detector (etapa de contagem dos ions) (SMITH, 2004). O
espectrdmetro de massas utilizado para a andlise de aflatoxinas desenvolvida no presente
projeto (Q-TOF) trabalha com um método de ionizacdo por evaporacdo, chamado ionizacéo
por electrospray (ESI — Electrospray lonization), que pode operar em modo positivo ou modo
negativo. Essa fonte de ionizacdo € uma das interfaces utilizadas no modo de ionizacdo a
pressdo atmosférica (APl — Atmospheric Pressure lonization). Outra interface é a ionizacao
quimica a pressao atmosférica (APCI — Atmospheric Pressure Chemical lonization).

3 detector MCP
quadrupolo multiplier
channel plate

enrada  entrada referéncia
analito spray lock mass

Fonte:
ionizagao

Detector:
contagem

5 bombas turbo de alto vacuo

Analizador:
selegao, fragmentagdo e
determinagdo da massa exata
Figura 4. Representagdo dos trés setores do espectrébmetro de massas QToF (fonte: adaptado de
Waters Corporation, 2009).

A amostra em solugdo entra na fonte de ionizacdo através de um tubo capilar de aco
inoxidavel envolvido por um fluxo coaxial de nitrogénio. Na operacdo em modo positivo, este
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tubo capilar é carregado positivamente, atraindo anions para sua parede e deixando a solugédo
com um excesso de cargas positivas (Figura 5).

gas de =
dessolvatacio
I\ B P
———— \\\9 &

gisde _ ——
nebulizagio

capilar caregado -6—

positivamente

| Figura 5. Representacdo de uma fonte de ionizacgdo por eletrospray (ESI) operando em modo positivo
(Fonte: adaptado de Waters Corporation, 2009).

Quando a solucao deixa o tubo capilar, o nitrogénio funciona como gas nebulizador,
induzindo a formacdo de um aerossol de goticulas carregadas. O nitrogénio também ¢é
utilizado como gas de dessolvatacdo, que auxilia a evaporacdo do solvente, as goticulas do
aerossol diminuem de volume, concentrando, dessa forma, os ions de carga positiva. Quando
a repulsdo eletrostatica dos ions da amostra atinge um ponto critico, a goticula sofre a
chamada “explosdo couldombica”, que libera os ions para a fase vapor. Ja na fase vapor, 0s
ions sdo arrastados pelo gas nebulizador, focalizados através de orificios e passam para 0
espectrometro de massas (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007). E um método de
ionizacdo suave que utiliza baixas voltagens e dificilmente induz fragmentacdo. No modo
positivo, a molécula do analito adquire carga positiva pela adicdo de um préton e aparece um
pico em [M+1]". Esse pico é o chamado ion molecular. No modo negativo, as voltagens séo
invertidas, a molécula do analito ioniza-se com carga negativa e esse ion molecular apresenta
um pico em [M-1] (SMITH, 2004).

A separacdo da mistura de ions formados durante a etapa de ionizacdo segundo seus
m/z ¢ realizada pelo analisador de massas, considerado o “cora¢do” do espectrometro. No
Acquity/Synapt® o analisador de massas é composto de um quadrupolo seguindo de um setor
de células de colisdo e de um setor por tempo de véo (TOF — Time of Flight). Um arranjo de
quadrupolo é formado por quatro tubos cilindricos paralelos, montados segundo os vértices de
um quadrado (Figura 6). Uma voltagem de corrente direta modificada por uma voltagem de
radiofrequéncia é aplicada nos tubos, de modo que as barras paralelas apresentem os mesmos
polos e as barras adjacentes polos diferentes. Os ions entram em um “tubo” formado pelos
quatro cilindros do quadrupolo. Para cada combinagdo de voltagem aplicada ao quadrupolo,
somente ions com certo valor de m/z apresentam uma trajetoria estavel ao longo do
guadrupolo, o atravessam e chegam até as células de colisdo e o setor TOF. Os demais ions,
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com valores diferentes das m/z selecionadas, tém oscilacfes erraticas e colidem com um dos
tubos ou saem do quadrupolo (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007). Dessa maneira,
pode-se considerar o quadrupolo como um filtro de massas ajustavel.

filtro de massas

pré-filtro
quadrupdlo

ido com trajetdria
estavel

/

iGes rejeitados

Q()\" D 0@ )

Figura 6. Representacdo de um setor quadrupdlo (Fonte: adaptado de Waters Corporation, 2009).

Nas células de colisdo, sdo aplicadas voltagens aos ions selecionados pelo quadrupolo,
induzindo a sua fragmentacdo. O quadrupolo permite que se analisem o que chamamos de
transicdo massa/massa, ou seja, a quebra de um ion molecular para seus fragmentos. Essa
transicdo é altamente especifica, sendo considerada um valioso ponto de identificacéo.

No setor TOF, os ions (incluem-se, nesse caso, 0s ions moleculares e fragmentos
ibnicos gerados nas células de colisdo) que atravessaram 0s setores anteriores sdo acelerados
por uma voltagem e passam por um tubo até um detector. fons de m/z diferentes apresentam
velocidades diferentes (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007). Se todos os ions
tiverem a mesma energia, aqueles de menor massa terdo maior velocidade (Figura 7). Através
do tempo gasto para atravessar o TOF, é calculada a m/z de cada ion.

Acelerador Detector
: : O
O 9] O ¢+ ©® .
@ O O
JL Tempo que o ion levou para

percorrer o TOF

| Figura 7. Representacéo de ions atravessando o setor TOF (Fonte: adaptado de Waters Corporation,
2009).

O TOF é um instrumento de altissima resolugdo, sendo capaz de identificar a m/z de
cada ion com exatiddo até a quarta casa decimal (SMITH, 2004). Para tanto, é necessario que
se faca sua calibracdo antes de utiliza-lo. Utiliza-se uma solucdo de um composto cujas m/z
dos fragmentos gerados sejam estabelecidas até a 42 casa e estejam registradas em uma
biblioteca do TOF. O composto é inserido através de infusdo direta e o TOF localiza seus
picos e estabelece uma relagéo entre o valor m/z da biblioteca e tempo que cada um desses
picos requereu para atravessa-lo. E feita uma calibragio antes de se iniciar uma analise e, ao
longo desta, pode se calibrd-lo continuamente através da funcdo lockspray. A calibracdo
continua (funcdo lockspray) consiste em inserir-se, atraves da entrada infusdo, um pequeno
volume de solucéo de calibracdo a intervalos de tempo programados ao longo da corrida. Sdo
utilizados para confirmacao da identidade da molécula o tempo de retencdo do composto, a
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m/z do ion molecular (molécula protonada, considerada o ion precursor), a m/z dos
fragmentos idnicos gerados (ion produto) e a exatiddo desses valores m/z.

Existem espectrometros de massa que possuem apenas setores quadrupolo (como o
triplo quadrupolo — QgQ) ou apenas o setor tempo de voo (TOF). Estes instrumentos estdo ha
mais tempo no mercado e sdo de uso mais difundido, de modo que ja existem hoje
metodologias de anélise estabelecidas para estes aparelhos, reconhecidas internacionalmente.
No entanto, utilizar um aparelho Q-TOF é mais vantajoso do que utilizar um QgQ, uma vez
que este ndo € capaz de fornecer a massa exata. Essa habilidade é util para verificar se existem
interferentes na matriz com m/z muito proximas a do seu analito, que poderiam ser
confundidos com o composto de interesse se analisados através de um QqQ. Utilizar um Q-
TOF é da mesma maneira mais vantajoso do que utilizar um TOF, pois este ndo é capaz de
acompanhar as transicbes massa/massa. O Q-TOF trata-se de um instrumento que combina as
habilidades individuais de cada um destes setores, aumentando as chances de se conseguir
uma identificacdo precisa durante a analise (HERNANDEZ, 2004). O Q-TOF, quando
comparado ao QqQ e ao TOF, apresenta maior potencial confirmatorio (GRIMALT et al,
2010). A Unica ressalva € que este tipo de equipamento requer um cuidado extra em
procedimentos de quantificacdo para que se consiga uma boa linearidade na resposta do
detector.

2.4.2 Métodos de quantificacéo

Todos os métodos cromatograficos de quantificacdo partem do mesmo principio
béasico: utiliza-se um padrao da(s) substancia(s) em questdo para se construir uma curva dose-
resposta, a qual é utilizada como parametro de comparacdo durante a analise de uma amostra.
A curva de calibracdo deve ser linear (de acordo com os critérios de validacdo analitica do
INMETRO) e a andlise da amostra deve ser feita exatamente dentro das mesmas condi¢des
estabelecidas para construcdo da curva para que a resposta seja verdadeira e reprodutivel. A
construcdo de tal curva pode ser feita de duas formas: padronizagdo externa ou interna. A
mais comum é a externa na qual se constroi a curva de calibracdo correlacionando o valor
absoluto da resposta obtida com a concentracdo do padrdo. Acontece que, durante qualquer
analise, pode ocorrer que nao se consiga reproduzir exatamente as mesmas condi¢cdes que
haviam sido utilizadas na construcdo da curva. Alguns fatores sdo dificeis de controlar, e
guando se trata de uma metodologia sensivel como a analise por espectrometria de massas de
alta resolucgéo, essas pequenas variagcdes podem interferir na resposta. Fatores como o grau de
pureza dos solventes da fase mdvel ou a quantidade de sal presente na amostra podem
influenciar na ionizagdo, causando sub ou superestimacdo na quantificacdo do analito.
Quando isso acontece, uma maneira de se compensar estas pequenas variacdes € trabalhar
com padronizacdo interna. Nesta forma de curva de calibracdo, ndo se relaciona a
concentracdo com o valor absoluto da resposta, mas sim com um valor que corresponde a
razdo entre esse valor absoluto e o valor de outra substancia considerada padréo interno. Para
gue uma substancia possa ser utilizada como padrdo interno em uma andlise, ela deve ter
estrutura molecular parecida com a do analito em questdo, para que se comporte de maneira
semelhante a ele frente a pequenas influéncias externas. Dessa forma, se durante a
quantificacdo de uma amostra acontecer de, por exemplo, 0 excesso de sal causar supressao
ibnica e o analito for subestimado em 10%, o padrdo interno também sera subestimado em
10% e a raz&o entre os valores se mantera. E importante que o padrio interno seja adicionado
na mesma quantidade em todos os pontos da curva de calibragdo. O Quadro 1 exemplifica
uma quantificagdo por padronizagao interna.
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Quadro 1. Exemplo hipotético de quantificacdo por padronizacédo interna onde a utilizagéo da
razdo analito/Pl compensa variagdes evitando sub ou superestimacdes de resultados.

Condicdes da andlise Valor absoluto do Valor absoluto do Razio
analito padréo interno (PI)
Durante o
Analito estabelecimento da 150 30 150/30 =5
C = 10ppm curva de calibracao
+ Se influéncia externa
Padrdo interno | causar subestimagéo 135 27 135/27=5
C =2ppm em 10%
Durante o
Analito estabelecimento da 300 30 300/30 =10
C = 20ppm curva de calibragao
+ Se influéncia externa
Padrdo interno | causar subestimagéo 210 27 270127 =10
C =2ppm em 10%

Existem disponiveis no mercado padrdes de aflatoxinas marcadas com carbono 13
especialmente desenvolvidas para serem utilizadas como padrdo interno em métodos de
quantificacdo. Contudo, trata-se de um produto cerca de cinco vezes mais caro que um padrao
de aflatoxinas de carbono 12 e sua utilizacdo aumenta o custo do projeto e inclusive o custo
da analise, pois, toda vez que se for analisar uma amostra o padrdo interno terd que ser
adicionado. O alto custo muitas vezes faz com que este seja um procedimento de segunda
escolha, uma alternativa quando ndo se consegue desenvolver a analise por padronizacdo
externa.

2.4.3 Validacdo de métodos analiticos

Cada vez mais, empresas, revistas cientificas e 6rgaos reguladores do Brasil e outros
paises exigem a validacdo de metodologias analiticas e, para isso, a maioria deles tem
estabelecido documentos oficiais com diretrizes a serem adotadas no processo de validacao
(PEREZ, 2010). Um processo de validacdo oferece as agéncias reguladoras a confirmacao,
através de evidéncias objetivas documentadas, de que os métodos e os sistemas de medicao
sdo adequados para o uso pretendido, ou seja, € 0 processo que comprova adequacao ao uso e
atesta a confiabilidade dos resultados. No processo de validacdo se estabelecem as
caracteristicas de desempenho e limitacbes do método e se identificam os fatores que as
afetam e em que extensdo (JUNQUEIRA; SOUZA, 2005). Todos os dados relevantes no
estudo, como planejamento, experimentos e resultados obtidos, devem ser registrados de
forma a possibilitar a rastreabilidade de todo o processo (PEREZ, 2010).

Algumas definicGes de validacdo por diferentes agéncias reguladoras encontram-se a
sequir:

“A validagdo deve garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda as
exigéncias das aplica¢des analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados” (ANVISA).

“Validacdo ¢ o processo de definir uma exigéncia analitica e confirmar que o método
sob investigagdo tem capacidade de desempenho consistente com o que a aplicacao requer”
(Eurachem Working Group).

“Confirmagao por testes e apresentagdo de evidéncias objetivas de que determinados
requisitos sdo preenchidos para um dado uso intencional” (ISO/IEC 17025).
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“A validagdo de métodos assegura a credibilidade destes durante o uso rotineiro,
sendo algumas vezes mencionado como o ‘processo que fornece uma evidéncia documentada
de que o método realiza aquilo para o qual ¢ indicado para fazer’” (USP).

“Avaliagdo sistematica de um procedimento analitico para demostrar que estd sob as
condigdes nas quais deve ser aplicado” (WHO).

Um processo de validagdo pode ser dividido em duas etapas. A primeira é a validacdo
no laboratdrio que, como 0 home sugere, sdo avaliadas todas as etapas de validacdo dentro de
um unico laboratério, sem verificar a reprodutibilidade. A segunda é a validacdo completa,
que envolve todas as caracteristicas de desempenho e um estudo interlaboratorial que é
utilizado para verificar a reprodutibilidade da metodologia e a incerteza expandida associada a
metodologia como um todo. SO assim esta pode ser aceita como uma metodologia oficial para
uma determinada aplicagao.

A validacdo deve ser feita toda vez que se pretender utilizar um método néo
normalizado, como meétodos desenvolvidos no laboratério, métodos recomendados pelo
fabricante, métodos publicados em revistas ou um método normalizado modificado. Quando
se for utilizar um método normalizado (aquele desenvolvido por um organismo de
normalizacdo ou outras organizacdes como Associacdo Brasileira de Normas Técnicas -
ABNT - e cujos métodos sdo aceitos pelo setor técnico em questdo), deve-se verificar se o
desempenho documentado deste método pode ser alcancado. Sdo utilizadas as mesmas
ferramentas da validacdo para avaliar parametros como precisdo e tendéncia.

E importante ressaltar que a validacdo custa caro, porém, deve ser considerada um
investimento e ndo uma despesa. O custo da validacédo € justificado por algum interesse, seja
por exigéncia de clientes, de fiscalizacdo ou para reduzir custos de reanalise. Segundo Perez
(2010), ndo ter validacao das andlises é apenas mais um nimero, ndo um resultado.

No Brasil, ha duas agéncias credenciadoras para verificar a competéncia de
laboratérios de ensaios, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial (INMETRO), que
disponibilizam guias para o procedimento de validacdo de métodos analiticos. A ANVISA
disponibiliza a resolucdo RE n°899 de 2003 e o INMETRO disponibiliza 0 DOQ-CGCRE-
008 com ultima revisdo em julho de 2011 e que é um documento de carater orientativo sendo,
portanto, aberto para interpretacéo.

2.4.4 Critérios analiticos segundo a Unido Europeia

A Unido Europeia possui uma das mais rigidas legislacBes ndo apenas em relacdo aos
limites maximos permitidos de aflatoxinas em alimentos, mas também em relacdo a qualidade
dos métodos analiticos utilizados para medir tais contaminantes.

A Comission Decision 2002/657/EC determina critérios de performance e de
procedimentos para validacdo de métodos analiticos para garantir a qualidade e a
comparabilidade de resultados gerados por laboratérios oficiais. Tais critérios devem ser
comuns na interpretacdo desses resultados para harmonizar os diferentes métodos. Nessa
decisdo ficou estabelecido que um método confirmatdrio para residuos organicos ou
contaminantes deve prover informagdo sobre a estrutura quimica do analito. Dessa forma,
métodos baseados apenas em andlise cromatografica sem o uso de deteccdo espectrométrica
ndo sdo suficientes por si s6 como método de confirmacdo. Devem entdo ser utilizadas
combinagbes de procedimentos, como limpeza da amostra, separagdo cromatografica e
deteccdo espectrométrica.
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Entre os critérios de desempenho relativos a métodos cromatogréaficos, estabeleceu-se
que “no caso de o método recorrer a utilizacdo de um padréo interno apropriado, este deve ser
adicionado ao ensaio no inicio do processo de extracdo. Em funcéo da disponibilidade, usar-
se-80 formas estaveis isotopicamente marcadas da substancia a analisar, particularmente
adequadas para a deteccdo por espectrometria de massa, ou compostos que apresentem uma
relagdo estrutural com a substancia a analisar. Quando ndo se puder usar nenhum padréo
interno adequado, a identificacdo da substancia deve ser confirmada através de co-
cromatografia. Neste Gltimo caso, deve obter-se apenas um pico, cujo incremento na altura
(ou area) devera ser equivalente a quantidade de substancia a analisar adicionada. No caso da
cromatografia gasosa (GC) ou da cromatografia liquida (LC), a largura do pico a metade da
sua altura maxima devera estar compreendida entre 90 e 110 % da largura inicial, e 0s tempos
de retencdo deverado ser idénticos, com um desvio de 5 %”. Além disso, o tempo de retengdo
minimo aceitdvel para a substancia a analisar deve ser o dobro do tempo de retencédo
correspondente ao volume morto da coluna.

O tempo de elui¢do do volume morto da coluna (SNYDER, 2010) pode ser calculado
pela formula:

e =~ n
=4 O®dK

onde:

tvo = tempo de retencdo do volume morto da coluna
r = raio da coluna

C = comprimento da coluna em mm

fluxo = fluxo da anélise em questdo em mL/min

Os critérios de desempenho relativos a detecgdo por espectrometria de massas variam
de acordo com o tipo de método espectrométrico. “Quando a determinagao por espectrometria
de massa for efetuada através do registo de espectros de varrimento total, & obrigatéria a
presenca, no espectro de referéncia do padrdo de calibracdo, de todos os ions de diagndstico
medidos (ion molecular, aductos caracteristicos do ion molecular, ions fragmentados
caracteristicos e ions isétopos) com intensidades relativas superiores a 10 %. Devem
encontrar-se presentes, no minimo, quatro ides com intensidades relativas a 10 % do pico de
base. Sempre que os fragmentos forem medidos com outra técnica que ndo a do varrimento
total, deve-se usar um sistema de pontos de identificacdo para interpretar os dados”. Essa
determinacdo de um sistema de classificagdo de “pontos de identificagao” para diversos tipos
de resultados foi uma das ferramentas para harmonizacdo estabelecidas nessa decisdo. Nesse
sistema, foi arbitrado que, em uma espectrometria de massa de baixa resolucdo, a presenca do
ion precursor vale 1 ponto e de um fragmento vale 1,5 ponto. JA em uma espectrometria de
massa de alta resolucéo, a presenca de um ion precursor vale 2 pontos e de um fragmento vale
2,5 pontos. Foi estabelecido ainda que para andlise de micotoxinas sdo necessarios um
minimo de 3 pontos de identificacdo por micotoxina.

Visto que o elevado nivel de protecdo & satde do consumidor ndo deve ser privilégio
da Europa, deve-se cada vez mais buscar equiparar os critérios das metodologias
desenvolvidas no Brasil aos critérios das metodologias européias para que se disponha de
métodos analiticos de qualidade.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais
3.1.1 Padrdes, reagentes e solventes

Foram utilizados padrdes das aflatoxinas AFB;, AFB,, AFG; e AFG; Biopure® Romer
labs diluidos em acetonitrila e dois materiais de referéncia certificados (MRCs) da Food
Analysis Performance Assessment Scheme (FAPAS®).

Utilizou-se acido fosforico PA, acido formico 96% PA Tedia, formiato de amonio “for
Mass Spectroscopy puriss” PA Fluka, metanol grau MS Tedia, acetonitrila grau MS Tedia,
acetonitrila grau MS JTBaker, acetonitrila grau CL Tedia, dgua ultra pura obtida de sistema
Milli-Q® da Millipore, 4gua LC-MS Chromasolv® Fluka.

3.1.2 Equipamentos e utensilios

O método analitico foi desenvolvido em um Cromatografo Liquido de Ultra Eficiéncia
(UPLC) Aqcuity® da Waters Corporation (Inglaterra) acoplado a um espectrometro de massas
hibrido de quadrupolo com setor tempo de voo (QToF) Synapt® da Waters Corporation
(Inglaterra). Testaram-se uma coluna cromatografica Cig 2,1 x 150mm, 1,7 um Acquity
UPLC BEH da Waters e uma coluna cromatogréafica C1g 2,1 X 50mm, 1,7 um Acquity UPLC
BEH d®a Waters. Utilizou-se seringa Microliter ™ #750 da Hamilton para calibracdo do
Synapt™.

Para preparacdo das amostras e solucdes de trabalho foram utilizados: mini-moinho
IKA®, balanca analitica Marte®, agitador (shaker) Gyromax® da Amerex Instruments, filtros
de papel qualitativos Whatman®, erlenmeyers, provetas, funis de vidro e beckers da
Biocristal®, colunas para purificacdo de extrato Mycosep® 224 Aflazon da Romer Labs,
Nitrogénio liquido 5.0, vial ambar de 1,8 mL da Waters, vial ambar de 5 mL da Waters,
homogenizador (vértex) Mistral® da Lab-Line, pipeta calibrada de 100 a 1000 uL
Transferpette® Brand e pipeta calibrada de 10 a 100 pL Transferpette® Brand.

3.1.3 Matrizes

Utilizou-se amendoim cru, sem casca, com pele, industrializado, adquirido em
supermercado; 10 amostras de amendoim cru, sem casca, com pele, adquiridas em feira livre
do Rio de Janeiro e amostra de amendoim cru, sem casca, com pele, naturalmente
contaminado, disponibilizado pelo Laboratério de Micotoxinas da Escola Superior de
Agricultura Luiz de Queiroz da Universidade de Sdo Paulo (ESALQ/ USP).

3.2 Metodos de Preparo de Amostras e Solucdes
3.2.1 Preparacdo de solucdes

e Solucdo padrdo estoque (pool) de aflatoxinas AFB;, AFB,, AFG; e AFG,;
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Os padrGes Biopure de AFB;, AFB,, AFG; e AFG, adquiridos apresentavam
concentracdes de 2,03; 0,5; 2,02 e 0,5 pg/mL respectivamente. Misturou-se 2 mL de cada
padrdo em frasco ambar, utilizando-se pipeta calibrada (1 mL). Obteve-se um pool na
concentracdo de 1262,5 ug/L que foi mantido sob refrigeracéo a -5 °C.

e A solucéo padréo de trabalho

Utilizando-se pipeta calibrada (1 mL), mediu-se 1 mL do pool, colocou-se em baldo
volumétrico calibrado de 10 mL, completou-se o volume com acetonitrila grau MS e passou-
se para frasco &mbar. Obteve-se uma solucdo de trabalho na concentragédo de 126,25 pg/L que
foi mantida sob refrigeracdo a -5° C. Esta solucdo foi utilizada para preparo das curvas de
calibracédo e procedimento de fortificacao realizado nos ensaios de recuperacao.

e Solucdo de calibracdo cido fosférico 1%

Mediu-se 100 mL de acetonitrila MS e 100 mL de &agua ultra pura em baldes
volumeétricos calibrados e misturou-se em frasco. Pesou-se 1,0g de &cido fosférico em balanca
analitica previamente descontada a tara e dissolveu-se com 100 mL de solucdo
acetonitrila:dgua 50:50 (v/v) medidos em baldo volumétrico calibrado.

¢ Solucdo aquosa formiato de amonio 4M

Pesou-se 2,522g de formiato de amoénio em balanga previamente descontada a tara,
transferiu-se quantitativamente para baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume
com agua ultra pura.

e Solucdo para diluicdo dos pontos da curva

Mediu-se 60 mL de acetonitrila MS e 140 mL de agua ultra pura em provetas
separadas e misturou-se, obtendo-se uma solucédo acetonitrila:dgua 30:70 (V/v).

e Solucdes de fase mével
Solucédo X:

Mediu-se 500 mL de acetonitrila MS em proveta de 1 L e transferiu-se para frasco
ambar de 1 litro.

Solucédo Y:

Mediu-se 450 mL de metanol MS e 550 mL de &gua ultra pura em provetas separadas
de 1 litro e misturou-se um frasco &mbar de 1 L. Obteve-se assim uma solu¢do metanol:agua
45:55 (viv).

Solucéo A:

Mediu-se 1 L de acetonitrila MS em baldo volumétrico de 1 L e transferiu-se para
frasco ambar. Utilizando-se pipeta volumétrica calibrada (1 mL), retirou-se 2 mL de
acetonitrila e adicionou-se 1 mL de &cido formico e 1 mL de solucdo aquosa formiato de
amonio 4M. Preparou-se assim uma solucdo acido formico 0,1% (v/v) e formiato de aménio
4mM em acetonitrila MS.
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Solucéo B:

Mediu-se 1 L de agua ultra pura em baldo volumétrico de 1 L e transferiu-se para
frasco &mbar de 1 litro. Utilizando-se pipeta volumétrica calibrada (1 mL), retirou-se 2 mL de
agua e adicionou-se 1 mL de &acido formico e 1 mL de solucdo aquosa formiato de amoénio
4M. Preparou-se assim uma solucdo aquosa de &cido formico 0,1% (v/v) e formiato de
amonio 4mM.

e Solucdo de extracdo de aflatoxinas

Mediu-se 840 mL de acetonitrila LC e 160 mL de &gua ultra pura em provetas
separadas e misturou-se em frasco de 1 L, resultando em solucdo de extracéo acetonitrila:dgua
84:16 (v/v).

3.2.2 Preparacao da curva de calibracdo em solvente

A partir da solucdo padrdo de trabalho (de concentracdo 126,25 pg/kg de aflatoxinas
totais) foram preparados (Tabela 1) os 6 pontos da curva, nas concentracdes de 4, 10, 15, 20,
25 e 30 pg/kg de aflatoxinas totais. As diluicbes foram feitas em triplicata, utilizando-se
acetonitrila:agua 30:70 (v/v), diretamente nos “vials” e posicionados na bandeja para injecao.

Tabela 1. Aliquotas de padréo e solucdo de diluicdo utilizadas para o preparo da curva de
calibracdo em solvente.

Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4 Ponto 5 Ponto 6

Aliguota de
solucdo
padrdo de
trabalho
Aliguota de
solugdo de 489 uL 465 L 445 pL 425 uL 405 pL 385 pL
dilucdo

16 pL 40 pL 60 pL 80 pL 100 pL 120 pL

Volume

total 505 pL 505 pL 505 pL 505 pL 505 pL 505 pL

3.2.3 Preparacdo da curva de calibragdo em matriz

Todo o conteudo de amendoim isento de contaminacdo (amendoim industrializado,
adquirido em supermercado do Rio de Janeiro, analisado durante ensaio de seletividade,
conforme descrito no item 3.5) foi triturado em mini moinho, homogeneizado em saco
plastico e estocado sob refrigeracdo a -18 °C. A matriz foi submetida ao mesmo procedimento
de extracdo e purificacdo utilizado para a analise das amostras, que foi adaptado do
procedimento indicado pelo fabricante. Foram pesadas 25g de amendoim em 6 erlenmeyers
em balanca previamente descontada a tara e, em cada, adicionados de 100 mL de solvente de
extracdo (acetonitrila:agua 84:16 v/v) medidos com proveta. Os erlenmeyers foram agitados
(shaker) por 30 minutos. Em seguida, foram filtrados para beckers utilizando-se papel-filtro
qualitativo com a ajuda de um funil. Cinco mililitros de cada filtrado foram passados pelas
colunas Mycosep para purificacdo. Estes extratos purificados foram utilizados para
preparacdo dos pontos da curva em matriz. As diluicbes foram feitas em triplicata,
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diretamente em vials @mbar de 5 mL, a partir da solucdo padrdo de trabalho. Foram
preparados 2 mL de cada ponto (Tabela 2), nas concentracOes de 1; 2,5; 3,75; 5; 6,25 e 7,5
Hg/kg de aflatoxinas totais. Cada solucdo foi seca sob fluxo nitrogénio, ressuspendida em 500
puL de acetonitrila:agua 30:70 (v/v) e homogenizada (vortex) por 2 minutos. Foram
transferidos os 500 uL de solucdo para vial &ambar de 1,8 mL e posicionados na bandeja do
cromatdgrafo liquido para injecdo. O processo de secagem concentrou as solugdes em 4 vezes
resultando em solugbes nas mesmas concentracdes utilizadas para o preparo da curva de
calibracdo em solvente.

Tabela 2. Aliquotas de padréo e extrato purificado utilizados para o preparo da curva de
calibracdo em matriz.

Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4 Ponto 5 Ponto 6
Solucéo
padréio de 16 uL 40 pL 59 uL 79 uL 99 L 119 pL
trabalho
Extrato
ourificado | 1984HL 1960 pL 1941 pL 1021 pL 1901 pL 1881 pL
V:’O';JaTe 2000 pL 2000 pL 2000 pL 2000 pL 2000 pL 2000 pL

3.2.4 Método de extracdo das amostras de amendoim

Cada amostra de amendoim adquirida no mercado foi triturada em mini moinho,
homogeneizada em saco plastico e estocada sob refrigeracdo a -18 °C. Foram pesadas 25g de
cada em erlenmeyers em balanca previamente descontada a tara e adicionados de 100 mL de
solvente de extracdo (acetonitrila:agua 84:16 v/v) medidos com proveta. Os erlenmeyers
foram agitados (shaker) por 30 minutos. Em seguida, foram filtrados para beckers utilizando-
se papel-filtro qualitativo com a ajuda de um funil. Cinco mililitros de cada filtrado foram
passados pelas colunas Mycosep® para purificagdo. Utilizando-se pipeta volumétrica
calibrada (1mL) pipetou-se 2 mL de cada extrato purificado em vials de 5 mL . Cada vial foi
seco sob fluxo nitrogénio, ressuspendido em 500 pL de acetonitrila:agua 30:70 (v/v) e
homogenizado (vortex) por 2 minutos. Foram transferidos os 500 pL de solucéo para vial
ambar de 1,8 mL e posicionados na bandeja do cromatdgrafo liquido para injecéo.

3.3 Método Cromatograéfico

Utilizou-se uma coluna Cig 2,1 x 50 mm, 1,7 um aquecida a 40 °C. O fluxo da fase
movel foi 0,45 mL/min em modo de eluicdo gradiente. O gradiente comecou com 5% de
Solugdo A que foram mantidos até 0,5 minutos. De 0,5 a 3,5 minutos a propor¢do de solugdo
A aumentou linearmente, de 5 para 45%. De 3,5 para 4,0 minutos a proporcao de solucdo A
aumentou linearmente de 45 para 95%, representando um incremento mais abrupto na forga
da fase. A Solugdo A foi mantida em 95% até os 4,5 minutos de corrida, e foi entdo abaixada
para 5% aos 4,51 minutos de corrida. Foi mantida com 5% até os 5 minutos de corrida para
reequilibrio das condices iniciais. Foi utilizado um volume de injecdo de 10 pL e as amostras
foram mantidas resfriadas a 5 °C.
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3.4 Método Analitico por Espectrometria de Massas

Utilizou-se ioniagé@o por eletrospray no modo positivo, 0 ToF operou em modo V e a
faixa de aquisicdo foi entre 50 e 600 m/z. A temperatura e fluxo do gas de dessolvatagdo
foram de 500 °C e 750 L/h, respectivamente, o fluxo do gas do cone foi de 50 L/h, a
temperatura da fonte foi de 150 °C, a voltagem do cone 38, a voltagem de capilar 3 kV,
voltagem do cone de extracdo 7,0 V. Utilizou-se uma funcao 1 com energia de colisdo do trap
e transfer 6,0 V e 4,0 V, respectivamente, uma fungdo 2 com energia de colisdo do trap de
6,0eV e do transfer de 20, 25 e 30 eV e uma funcéo 3 para utilizacdo do lockspray (calibracdo
continua). A voltagem de operacédo do detector MCP foi de 1650.

3.5 Parametros de Validagao
e Determinacdo da especificidade e seletividade do ensaio

Um método que produz resposta para apenas um analito é chamado especifico. Um
método que produz respostas para varios analitos, mas que pode distinguir a resposta de um
analito da de outros, é chamado seletivo (INMETRO, 2011). S&o propriedades que garantem
qgue o pico de resposta seja exclusivamente do composto de interesse (VESSMAN et al.,
2001).

Apds ter-se estabelecido os métodos cromatografico e espectrométrico utilizando-se 0s
padroes de aflatoxinas, analisou-se a amostra comercial de amendoim industrializado
adquirida em supermercado do Rio de Janeiro e verificou-se auséncia de contaminacéo, sendo
esta matriz considerada como “branco”. Avaliou-se a seletividade comparando-se 0s
cromatogramas obtidos nas analises desta matriz isenta de contaminacdo, dos padrbes de
aflatoxinas e da matriz adicionada com padrdes. Utilizou-se os tempos de retencdo e o0s
espectros me massas das aflatoxinas para avaliar se interferentes da matriz que tivessem
mesma m/z das aflatoxinas coeluiam com as mesmas.

e Determinagéo da faixa de trabalho

Foi determinada de modo a cobrir a faixa de aplicacdo para a qual o ensaio foi usado.
Foram incluidas as concentracbes mais esperadas da amostra, referentes aos limites
estabelecidos pelas legislagbes da Unido Européia e do Brasil, de 4ug/Kg e 20ug/Kg,
respectivamente, para a soma das aflatoxinas AFB;, AFB, AFG; e AFG,. Foi montada uma
curva de calibracdo em matriz dentro desta faixa (conforme descrito no item 3.2.3) e
assegurada sua linearidade através do ensaio descrito abaixo.

e Determinagéo da sensibilidade do ensaio

A sensibilidade é um parametro que demonstra a variacdo da resposta em funcdo da
concentracdo do analito (INMETRO, 2011). Foi avaliada através da inclinacdo (coeficiente
angular) das retas de regresséo (obtidas pelas curvas de calibragdo dos itens 3.2.2 e 3.2.3) e
acompanhada durante todos 0s ensaios analiticos realizados.

e Determinacéo do limite de detecgéo

O limite de deteccdo (LD) representa a menor concentracdo da substancia em exame
que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando um determinado
procedimento experimental (ICH, 1995; INMETRO, 2007). Foi avaliada experimentalmente,
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considerada como o nivel em que a deteccdo do analito pode ser distinguida do sinal do
branco (matriz isenta de contaminagao).

e Determinagéo da linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados diretamente
proporcionais & concentracdo da substancia em exame, dentro de uma determinada faixa de
aplicacdo (ICH; 1995; SWARTZ; KRULL, 1998). Em qualquer técnica instrumental, a
relacdo linear simples, descrita pela equacdo y = ax + b, s6 é vélida em um determinado
intervalo de massa ou concentragdo da espécie medida. Neste intervalo de massas ou
concentragdes se pode construir uma curva analitica linear (PASCHOAL et al., 2008).

Preparou-se uma curva de calibragdo com cinco niveis de concentracdo, espacados
igualmente, em matriz (amendoim isento de contaminacdo), partindo de uma solugdo padréo
de aflatoxinas (item 3.2.3). As replicatas em cada nivel de concentracdo foram iguais a trés,
numero de replicatas utilizado na rotina do laboratério. As curvas foram construidas atraves
de regressao linear sem forcar sua passagem pela origem, usando o método dos minimos
quadrados e sem descartar nenhum dos niveis. Gerou-se a curva de calibracéo e verificou-se a
auséncia de pontos discrepantes pelo teste de Grubbs e a homocedasticidade, isto é, a
homogeneidade da variancia dos residuos, pelo teste de Cochran. A seguir foram avaliados os
qguadrados dos coeficientes de correlacdo linear. O coeficiente de correlacdo linear (r) é
frequentemente usado para indicar o quanto pode ser considerada adequada a reta como
modelo matematico. Este pardmetro permite uma estimativa da qualidade da curva obtida,
pois quanto mais proximo de 1, menor a dispersdo do conjunto de pontos experimentais e
menor a incerteza dos coeficientes de regressdo estimados. A formula do teste de Cochran
consiste no quadrado da maior variancia dividido pela soma de todas as variancias, conforme
abaixo:

Q _Szmé:
onde Ccaiculado deve ser menor do que Ciapelado Para que se considere as variancias homogéneas.
A formula de Grubbs para deteccdo de pontos discrepantes consiste em:

—
Céalczﬁ:

onde:

DP = desvio padréo

X = média dos valores de area

X =valor de cada area

Obtém-se um Geaculado Para cada valor de X e, se este for maior do que Giapelado, O Valor de x é
considerado um ponto discrepante.
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e Determinacéo da recuperacao e precisdo intermediaria

A exatiddo de um método é definida como sendo a concordéncia entre o resultado de
um ensaio e o valor de referéncia aceito como convencionalmente verdadeiro (INMETRO,
2007). A exatiddao pode ser expressa em funcdo da recuperacdo e da precisdo. Foram
realizados ensaios de recuperacdo (Experimento 1) com dois niveis de fortificacdo e dois
niveis de materiais de referéncia certificados (MRCs) com o0s niveis de contaminacdo
descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Descri¢do do nivel de contaminacdo das amostras utilizadas para 0s ensaios de
recuperacao.

ConcentracOes (Ug/kg) de aflatoxinas

Amostras Bl B2 Gl G2 totais
Fortificacdo 1 4 0,99 4,02 0,99 10
Fortificacdo 2 8 1,98 8,039 1,98 20

MRC 1 1,77 0,71 1,86 0,71 4,75
MRC 2 18,59 4,15 2,39 4,15 26,61

Estas amostras foram extraidas conforme método descrito no item 3.2.4 e analisadas
conforme os itens 3.3 e 3.4. A recuperacdo é a relacdo percentual entre o valor observado e o
valor esperado e foi calculada de acordo com a equacao:

X al
Recuperagao (%) = leb -10C

ﬁb.lc
>

Erro relativo (%) =

Xiap = valor obtido experimentalmente ou média aritmética de valores obtidos
X, = valor aceito como verdadeiro (valor certificado do material de referéncia ou valor usado
na fortificacao)

3.6 Analise de amostras

Foram analisadas 10 amostras adquiridas no comércio varejista do Rio de Janeiro
(Experimento Il) e uma amostra naturalmente contaminada (disponibilizada pelo Laboratorio
de Micotoxinas da ESALQ/ USP, que reportou a contaminagédo) analisada juntamente com o
Experimento |. Estas amostras foram extraidas conforme método descrito no item 3.2.4 e
analisadas conforme os itens 3.3 e 3.4.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Teste do Grau de Pureza dos Solventes Analiticos Disponiveis

Todos os solventes analiticos de diferentes marcas disponiveis no laboratorio de
Cromatografia Liquida da Embrapa Agroinddstria de Alimentos foram avaliados quanto a
presenca de contaminantes e interferentes. A avaliacdo foi realizada através de infuséo direta
do solvente com observacdo da contagem de ions totais e dos espectros de massas obtidos.
Primeiramente, certificou-se a auséncia de interferentes com mesma m/z das aflatoxinas em
todos os solventes testados. Em seguida, comparou-se a 4gua CL-EM Chromasolv® Fluka
com a 4gua ultra pura obtida do sistema Milli-Q® da Millipore. A agua da Fluka apresentou
maior contagem de ions totais e observou-se no seu espectro a presenca de ions m/z 149,
indicando contaminacdo por anidrido ftalico, e ions m/z 301 indicando contaminacdo por
dibutilftalato. Comparou-se também a acetonitrila grau EM Tedia com a acetonitrila grau EM
JTBaker, que, embora ambas tenham apresentado inerferentes, apresentou menor contagem de
ions totais. Optou-se entdo pela agua milli-Q e a acetonitrila JTBaker para o trabalho no
QToF.

4.2 Estabelecimento de Parametros Primarios de Detec¢do

As solucBes padrdo de aflatoxinas AFB;, AFB,, AFG; e AFG, foram inseridas
separadamente no Synapt através de infusdo direta (sem separacdo cromatografica) para que
se pudesse estabelecer os melhores parametros para sua detec¢do. Trabalhou-se com fonte de
ionizagdo por eletrospray no modo positivo, analisador em modo V, faixa de aquisi¢do do
TOF de 50 a 600m/z. Testou-se diferentes tempos de scanning e verificou-se que obtinha-se
melhor resolucdo cromatogréfica utilizando-se scanning a cada 0,1s. Valores de temperatura e
voltagem para os diferentes setores do Synapt foram testados através tentativa e erro. Partiu-
se dos menores valores aceitos pelo software no intuito de conseguir-se a ionizacdo das
moléculas sem fragmenta-las. Para deteccdo primaria, utilizou-se o sinal m/z das aflatoxinas
ionizadas positivamente. A resposta a cada combinacdo de valores foi avaliada observando-se
o0 “cromatograma de infusdao” formado (um cromatograma de infusao ndo ¢ um cromatograma
real, pois ndo ha separacdo cromatografica logo ndo sdo formados picos e sim uma linha
continua, cujo nivel pode subir ou descer conforme a sensibilidade atingida atraves das
modificacdes das voltagens e temperaturas). Foi utilizado um fluxo de 0,45mL/min de
solvente (simulando o fluxo da corrida cromatografica que se pretendia utilizar) ao fluxo da
infusdo (que é muito menor) utilizando-se um conector em formato “T”. Desta maneira, os
parametros que resultaram em maior sensibilidade para as formas ionizadas foram:
temperatura e fluxo do gas de dessolvatacdo a 500°C e 750L/h, fluxo do gas do cone a 50L/h,
temperatura da fonte a 150°C, voltagem do cone 38, voltagem de capilar 3kV, voltagem do
cone de extragcdo 7.0V, energia de colisdo do trap e transfer 6.0V e 4.0V, respectivamente
(Tabela 4). A voltagem de operacédo do detector MCP foi de 1650. Observaram-se no espectro
da infusdo os picos m/z 313, 315, 329 e 331 respectivos as aflatoxinas AFB1, AFB,, AFG; e
AFG; ionizadas positivamente.
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Tabela 4. Descri¢do dos parametros MS utilizados para deteccédo primaria do sinal das
aflatoxinas.

Parametros MS

faixa m/z adquirida 50 — 600 Da
ionizacdo eletrospray Positiva
temperatura da fonte 150°C
gés de dessolvatagdo 500° C, 750 L/h
voltagem do cone 38
capilar voltagem do capilar 3kV
energia de coliséo do trap 6.0 eV
energia de coliséo do transfer fungdo 1: 4.0 eV

4.3 Estabelecimento do Método Cromatografico

Uma vez estabelecida uma forma de detectar a aflatoxinas, trabalhou-se no método de
separagdo. O primeiro método cromatogréafico testado (método cromatografico 1) baseou-se
em uma analise desenvolvida por Borguini et al (2011) onde utilizou-se diferentes colunas
cromatogréficas na analise de aflatoxinas em amendoim por CLAE. Neste método utilizou-se
como fase mével uma mistura de acetonitrila, metanol e &gua e uma coluna cromatografica
Cis, com 2.1 x 150mm e particulas de tamanho 1.7um aquecida a 40°C. Foi utilizado um
volume de injecdo de 10uL e as amostras foram mantidas resfriadas a 5°C. Foi utilizada fase
moével a um fluxo de 0,4mL/min em modo de elui¢do isocratico, constituida de 18% de
solucdo X e 82% de solucdo Y. Conseguiu-se completa separacdo dos compostos (Figura 5) e
0s tempos de retencdo obtidos para as aflatoxinas AFG,, AFG;, AFB, e AFB; foram de 1,63;
1,81; 2,01 e 2,26 minutos, respectivamente (Figura 8). De acordo com a Comission Decision
2002/657/EC, o tempo de retencdo minimo aceitavel para a substancia em analise deve ser o
dobro do tempo de retencdo correspondente ao volume morto da coluna. O tempo de retencédo
do volume morto da coluna para este método cromatogréfico testado foi de 0,71 minutos e 0s
tempos de retencdo das aflatoxinas situaram-se acima de 1,42 minutos, logo dentro dos
parametros aceitaveis.

T5ppb 3 300511 1.63 1: TOF M3 ES+ 75ppb 3 300511 201 1:TOF M3 ES+
100 331.082 0.10Da 100 315.087 0.10Da
2 164 2 264

1.00 2.00 3.00 1.00 2.00 3.00

73ppb 3300511 181 1. TOF MS ES+ 75pph 3 300511 q 9 1: TOF M3 ES+
323.086 01004 100 1 33071 0100a
192 305

%

1.00 2.00 3.00 100

Figura 8. Cromatogramas das aflatoxinas AFG,, AFG;, AFB; e AFB; utilizando-se 0 método
cromatografico I.
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Contudo, o condicionamento da coluna cromatografica com esta fase movel foi
problemético. A pressdo interna atingiu um nivel maior que de 14000 psi, muitas vezes
ultrapassando o limite de 15000 psi e exigindo a paralizacdo do sistema. Decidiu-se, entéo,
trabalhar em um novo método cromatografico, utilizando-se como fase mdvel apenas
acetonitrila e agua e uma coluna menor.

No método cromatogréfico Il utilizou-se uma coluna Cg, com 2.1 x 50mm e particulas
de tamanho 1.7um aquecida a 40°C. Foi utilizado um volume de injecdo de 10uL e as
amostras foram mantidas resfriadas a 5°C. Foi utilizada fase moével a um fluxo de
0,45mL/min em modo de eluicdo gradiente, constituida de acetonitrila com 0,1% de acido
férmico (solucdo A) e 4gua com 0,1% &cido formico (solucdo B). Iniciou-se o gradiente com
uma fase fraca, com apenas 5% de solvente organico (solucdo A), aumentando-se a forca da
fase linear até 95% em 4 minutos. Esse gradiente abrange uma grande faixa de polaridade
garantindo que sejam eluidas da coluna a maior quantidade de compostos possivel,
contribuindo assim para a quantificagdo dos analitos, além de manter a coluna limpa.
Observou-se a eluicdo das aflatoxinas em tempos de retencdo proximos a 2 minutos, momento
em que a porcentagem de solvente organico era de 50%. Ocorreu a co-elui¢do dos picos das
AFB; e AFG; e sobreposicdo da base dos picos das 4 aflatoxinas. Para aumentar a retencédo
dos compostos e melhorar a separacdo, alterou-se 0 método cromatografico para que a forga
da fase movel aumentasse de maneira mais gradativa, atingindo 45% apenas aos 3,5 minutos
de corrida (Tabela 5).

Tabela 5. Gradiente de eluicao da fase movel utilizada no método cromatogréafico I1.

Tempo (min) Fluxo (mL/min) Solucdo A (%) Solucdo B (%)
0 0,45 5 95
0,5 0,45 5 95
3,5 0,45 45 55
4,0 0,45 95 5
4,5 0,45 95 5
4,51 0,45 5 95

Os novos tempos de retencdo das aflatoxinas AFG,, AFG;, AFB, e AFB; podem ser
observados na Figura 9 e foram de 2,64, 2,81, 2,82 e 2,99 minutos, respectivamente.

A coeluicdo das AFB, e AFG; persistiu, contudo, Q-TOF apresenta recurso para que
se extraiam cromatogramas referentes especificamente a razdo m/z das substancias de
interesse, sendo altamente seletivo mesmo sem a completa separacdo cromatografica, logo, o
gradiente testado foi considerado efetivo. O tempo de retencdo do volume morto da coluna
para 0 método cromatografico Il foi de 0,19 minutos, os tempos de retencdo obtidos para 0s
compostos situaram-se muito acima do dobro, logo dentro dos parametros aceitaveis.

A utilizacdo de acido férmico teve como intuito favorecer a ionizacdo positiva das
aflatoxinas representando, assim, um aumento na sensibilidade do método. Observou-se
aumento do sinal dos picos m/z 313, 315, 329 e 331, estando este resultado de acordo com o
obtido por Beltran et al (2009) em espectrémetro triplo quadrupdlo.
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Figura 9. Grafico de forca do gradiente de fase movel e cromatogramas das aflatoxinas
AFG,, AFG1, AFB, e AFB;, respectivamente, utilizando-se o método cromatogréfico II.

Observou-se a formagdo de adutos de sodio [M+Na]®, restando cerca de apenas a
metade das aflatoxinas na forma positivamente ionizada [M+H]". Isto causa diminuicdo da
sensibilidade do método, uma vez que esta Ultima forma € a que se utiliza para quantificagao.
Além disso, adutos de sodio possuem grande estabilidade, sendo de dificil fragmentacéo.
Adicionou-se, entdo, sal de amonio que, de acordo com Beltran et al. (2009), favorece a
formacdo de adutos de aménio [M+NH,]" em detrimento dos adutos de sodio. A vantagem
consiste que adutos de amdnio sdo menos estaveis e mais faceis de se fragmentar. A adicdo de
formiato de amonio na concentracdo 4mM na fase movel acarretou um aumento na proporcao
de [M+H]" em relacdo a [M+Na]" (Figura 10B), aumentando assim a sensibilidade do método.
N&o se pode observar a formagéo de [M+NH,]". Uma possivel explicagdo seria que o NHs se
desprenda do ion [M+NH,4]" por volatilizagéo, restando apenas [M+H]".
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Figura 10. (A) Espectro da AFB; onde se pode observar o pico m/z 313 da molécula ionizada
e 0 pico m/z 335 da molécula sodiada, ambos na mesma intensidade relativa. (B) Espectro da
AFB; apo6s a adicdo de formiato de amonio na fase movel, onde se pode observar o aumento
da intesidade relativa do pico m/z 313 em relacdo ao m/z 335.

Em cromatografia de fase reversa, o ideal é que as amostras sejam solubilizadas em
solugdes iguais ou mais fracas que as condicGes iniciais do gradiente. Trés composicOes de
solucdo de diluicdo para os padrdes foram avaliadas em relacdo ao perfil cromatogréafico.
Foram testadas as composicdes de 30, 40 e 50% de ACN para diluicdo de padrbes na
concentracdo de 4 pg/kg de aflatoxinas totais. O gradiente estabelecido comeca com apenas
5% de solvente organico, porém, uma solucdo mais fraca do que isso conferiu menor
homogeneidade e estabilidade aos extratos de amendoim. Os cromatogramas dos padrdes
diluidos em 50% de acetonitrila apresentaram alargamento de pico, perdendo em altura e se
aproximando do ruido da linha de base (Figura 11) e foram o0s que apresentaram menor
contagem de ions entre as 3 composicOes testadas. Conforme esperado, os padrdes diluidos
em solucdo 30% apresentaram picos mais finos e com maior resolu¢do, aumentando a
sensibilidade e a contagem de ions.

Os desvios dos tempos de retencdo das aflatoxinas foram menores do que 2% e as
larguras dos picos a metade da altura foram superiores a 90% das larguras nas bases dos
picos, cumprindo com os critérios analiticos estabelecidos pela UE (Comission Decision 657,
2002).
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Figura 11. Cromatogramas das aflatoxinas G, G;, B, e B; obtidos pela diluigéo de padrdes
em 3 diferentes solugbes: acetonitrila:dgua 50:50 (v/v), acetonitrila:agua 40:60 (v/v) e
acetonitrila:dgua 30:70 (v/v).

4.4 Estabelecimento do Método Espectrométrico

Dependendo do método utilizado para geracdo do espectro de massas, se atinge niveis
diferentes de sensibilidade, parametro critico para anélise de substdncias tragos. Algumas
considerac@es foram feitas contrapondo os dois principais métodos de aquisi¢do que o Synapt
é capaz de realizar: LC-MS-TOF (cromatografia liquida e detec¢do por massas utilizando-se
analizador tempo de véo) e LC-MSMS QToF (cromatografia liquida e deteccdo por transicédo
massa-massa utilizando-se analizador hibrido de quadrupolo com tempo de vdo).

O principal atrativo de se utilizar um método LC-MSMS QToF consiste em selecionar
o0 ion de interesse possibilitando a obtencdo de melhor relagdo sinal/ruido, o que resulta em
maior sensibilidade. Por outro lado, o filtro quadrupolo ndo € 100% eficiente e alguns ions
sdo perdidos (PASCHOAL, et al. 2009). Outra consideracdo a ser feita € que no método
cromatografico desenvolvido ocorreu a co-eluicdo das AFB, e AFG;, 0 que significa que,
para quantificacdo e analise MSMS destas toxinas, 4 funcbes teriam de ser alternadas nesta
mesma faixa de tempo: uma 12 funcdo MS com energia de colisdo de transfer a 4,0eV para se
obter o sinal dos compostos positivamente ionizados (utilizados na quantificagdo), uma 22
funcdo MSMS para filtrar a aflatoxina B,, uma 32 fungdo MSMS para filtrar a aflatoxina G; e
uma 4?2 funcdo para utilizacdo do lockspray. O quadrupolo ndo aplica estas funcoes
simultaneamente, e sim as alterna dentro da faixa de tempo programada, implicando numa
perda de sensibilidade para cada funcdo. Teoricamente, 0 quadrupolo permanece 1/4 do
tempo da faixa em cada funcdo, dividindo a sensibilidade por 4.

32



Utilizando-se um meétodo LC-MS ToF, faz-se uma varredura total para a analise
qualitativa, logo alternariam-se apenas 3 fungfes: uma 1?2 fungdo MS com energia de colisdo
de transfer a 4,0eV para se obter o sinal dos compostos positivamente ionizados (utilizados na
quantificacdo), uma 22 funcdo MSF com altas energias de colisdo de transfer para induzir a
fragmentacdo de todos os compostos eluidos e uma 32 funcao para utilizacdo do lockspray.
Dessa maneira, dentro da mesma faixa de tempo programada, o quadrupolo permanece 1/3 do
tempo total da faixa em cada funcéo, representando perda menor na sensibilidade.

Ademais, a funcdo de varredura total permite que se acompanhem outros compostos
que ndo os compostos alvo, podendo-se detectar, caso estejam presentes, quaisquer outros
contaminantes do amendoim ou outra matriz analisada, fornecendo mais informagéo em uma
Unica corrida analitica. Torna-se, desta maneira, uma ferramenta muito interessante
principalmente em analise de pesticidas em alimentos, pois existem centenas de principios
ativos de pesticidas em uso difundidos no mundo. Em trabalho publicado por Grimalt et al
(2010), o potencial da analise por TOF-MS foi investigado para propositos de varredura
(screening). Foram analisadas 44 amostras de 9 matrizes de frutas e hortalicas para a analise
de 11 pesticidas (compostos alvo) em modo varredura. Posteriormente, essas aquisi¢Oes de
modo varredura foram utilizadas para investigar a presenca de 423 pesticidas, que ndo os
compostos alvo, buscando-se as massas exatas de suas formas protonadas [M+H]", sodiadas
[M+Na]* ou amoniadas [M+NH4]". Foram detectados mais de 100 principios ativos de
pesticidas potencialmente positivos.

Considerando-se o advento da co-eluicdo das aflatoxinas e a possibilidade de uma
analise ampliada do contetdo das amostras, decidiu-se trabalhar em uma fungdo LC-MS ToF
de varredura total.

Os parametros primarios de deteccdo foram mantidos, variando-se apenas a energia de
colisdo do transfer, de acordo com os objetivos a serem atingidos. Utilizou-se uma funcdo MS
com energia de colisdo do transfer a 4,0 eV para obter maior sensibilidade na aquisi¢do do
sinal das aflatoxinas ionizadas positivamente (m/z 313, 315, 329, 331) que foram utilizadas
para quantificacdo e montagem da curva. A esta funcdo MS, foi alternada uma outra fungéo
MS de alta energia de colisdo (MSF) utilizando energias de coliséo do transfer alternadas entre
20, 25, 30, 35 e 40eV para fragmentacdo e confirmacdo da identidade dos compostos. Como
descrito anteriormente, esta é uma funcdo considerada de varrimento total, pois todos 0s
compostos ionizados presentes na amostra serdo transmitidos pelo analisador até o detector
(ndo se utiliza o quadrupdlo para filtrar somente os compostos em questdo). Foi utilizada
ainda uma funcdo lockspray para aquisicdo com massa exata. Com a funcdo MSF conseguiu-
se fragmentar bem as aflatoxinas, exceto a AFG,, cujo espectro apresentou poucos fragmentos
e com baixa intensidade. Fez-se entdo uma infusdo direta de AFG, para definir quais seriam
os melhores valores de energia de colisdo. Verificou-se que valores de energia entre 20 e
25eV produziam fragmentos com boa intensidade e que valores acima de 30eV acarretavam o
desaparecimento desses fragmentos. Uma hipétese é que 30eV de energia proporcione maior
rompimento das moléculas de aflatoxinas, gerando fragmentos menores do que 50m/z que
ndo puderam ser observados, pois a faixa de aquisicdo do TOF foi programada para 50 a
600m/z. A funcdo MSF foi entfio adaptada para alternar valores de energia entre 20, 25 e 30
apenas (Tabela 6), para que se pudesse preservar os fragmentos da AFG; (Figura 12).
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Tabela 6. Descricdo dos parametros MS utilizados no método analitico de aflatoxinas.

Parametros MS

faixa m/z adquirida 50 — 600 Da
ionizacdo eletrospray Positiva
temperatura da fonte 150°C
gés de dessolvatagdo 500° C, 750 L/h
voltagem do cone 38
capilar voltagem do capilar 3kV
6.0 eV

energia de coliséo do trap

funcéo 1: 4.0 eV

energia de coliséo do transfer
funcdo 2 MSF: 20, 25 e 30 eV

lockspray (calibragdo continua) acido fosforico 1%

Aflatoxina G,, alternando energias de

transferentre 20, 25, 30, 35 e 40 2:TOF MS ES+
- 331.0484 108
100
3751962
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Figura 12. (A) Espectro da aflatoxina G2 utilizando fungdo MSF que alterna as voltagens de
transfer de 20, 25, 30, 35 e 40. (B) Espectro da mesma aflatoxina, com funcdo MSF que
alterna apenas as voltagens de transfer de 20, 25 e 30 e no qual se podem observar 4

fragmentos com intensidade relativa superior a 10% da altura do pico base.

Com esta fungdo pode-se entdo identificar de 3 a 7 fragmentos para cada aflatoxina,

que foram posteriormente confirmados por MSMS (Figura 13).
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Figura 13. Espectros MSF das aflatoxinas B, Bs, G1 e G, com os fragmentos encontrados e
espectros MSMS das respectivas aflatoxinas, confirmando a origem destes fragmentos.

Na analise da aflatoxina B1 conseguiu-se identificar os seguintes 5 fragmentos: m/z
298, 285, 269, 241 e 213. Na analise da aflatoxina B2, identificou-se os m/z 287, 259 e 243.
Para a G1, os m/z 311, 283, 243, 227, 215 e 200. Finalmente, para a G2, os fragmentos 313,
303, 285, 275, 257, 245, e 217. Todos os fragmentos foram adquiridos com erro menor do que
0,02 Da, valor muito menor do que o obtido com triplo-quadrupdlos, e com intensidade
relativa superior a 10% do pico base, requisito estabelecido pela UE (Comission Decision
657, 2002) para analises de massa no modo varredura total.

Os resultados estdo em concordancia com trabalhos de diversos autores (Quadro 2)
gue desenvolveram métodos de analise de aflatoxinas em outros analisadores de massas
chegando aos mesmos fragmentos aqui obtidos.
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Quadro 2. Fragmentos das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 obtidos por diversos autores
utilizando analisadores de massas do tipo triplo quadrup6lo (QqQ) e hibrido triplo quadrupdlo
linear ion trap (QqQLIT).

Analise de Fragmentos obtidos (m/z)
Autores
massas B, B, G, G,
G”Zooeltoa"' QqQ 285, 241 259, 243 243, 311 313, 245
Here%"gget al, QqQ 241, 213 287, 259 243, 200 245,189
Fer%ﬁ; al., QqQLIT 269, 241 296, 259 311, 283 285, 257
Be'”zaé)”ogt al., QqQ 285, 241 287, 259 243,128 245, 189
XavierJ. M. M.,
Scussel V. M., QqQ 285, 241 287, 259 243, 200 313, 245
2008
313, 303, 285
298, 285, 269, 311, 283, 243, 379, 269,
Neste trabalho QToF 241 e 213 287, 259 e 243 227 215 & 200 275, 221,7245, e

Liu et al. (2010) realizaram um estudo de caracterizacdo dos produtos de
fotodegradagdo da aflatoxina B; através de um analisador de massas QToF. De acordo com
estes autores, o fragmento m/z 285 encontrado para a aflatoxina B, consiste na perda de uma
carbonila [M — COJ" e o fragmento m/z 241 é proveniente do fragmento m/z 285 e consiste na
forma [M — CO — C,H,0]".

4.5 Determinacéo da Seletividade

Para que um método seja seletivo, nenhum interferente da matriz com mesma m/z das
substancias de interesse deve eluir no mesmo tempo de retencdo que estas (CODEX, 1995;
ICH, 1995; SWART,; KRULL, 1998). A especificidade e seletividade de um método
cromatografico de analise comprovam a capacidade de avaliar, de forma inequivoca, as
substancias em exame na presenca de componentes que podem interferir na sua determinacao
no caso de uma amostra complexa. Avaliam o grau de interferéncia de espécies como outro
ingrediente ativo, excipientes, impurezas e produtos de degradacdo, bem como outros
compostos de propriedades similares que possam estar, porventura, presentes.

O equipamento utilizado néo é especifico, mas é seletivo. Ele é capaz de detectar todas
as substancias ionizaveis presentes na amostra e apresenta recurso de se trabalhar com
cromatogramas de ions extraidos. O software de analise de dados utiliza trés informacdes, a
m/z, a janela de erro de m/z e o tempo de retencdo do composto, para extrair seu
cromatograma e integrar o pico referente. Essa capacidade possibilita que o método seja
altamente seletivo. A Figura 14A mostra 0s 4 cromatogramas de ions extraidos,
correspondentes as 4 aflatoxinas estudadas, de uma amostra de amendoim sem casca, com
pele, industrializado, adquirida em supermercado.
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Figura 14. (A) Cromatogramas de ions extraidos da matriz isenta de contaminacéo. (B)
Cromatogramas de ions extraidos da matriz adicionada de padrdes de aflatoxinas.

No canto superior direito de cada cromatograma, na terceira linha, s&o mostrados os
valores de contagem de ions para cada m/z extraida no intervalo de tempo exibido. A
contagem foi nula, uma vez que os valores 1 e 2 ndo séo significativos, para as amostras de
amendoim analisadas (Figura 14A) e o que se observa nos cromatogramas € ruido da linha de
base. A Figura 14B mostra os 4 cromatogramas de ions extraidos desta mesma amostra apos
a adicdo de padréo de aflatoxinas e pode-se observar a formacdo de picos cromatograficos
com o aumento da contagem de ions para cada aflatoxina. O método foi capaz de discriminar
58 ions de aflatoxina G, 415 ions de aflatoxina G;, 175 ions de aflatoxina B, e 690 ions de
aflatoxina B;. A capacidade de discriminar os compostos de interesse na matriz confirmou
gue o método € seletivo. A matriz, apesar de ndo representar empecilho na seletividade do
método, pode interferir na sensibilidade causando o que se chama de efeito matriz, como
explicado adiante no item sensibilidade.

4.6 Construcado das Curvas de Calibracéo

4.6.1 Escolha da faixa de trabalho

Foram construidas 4 curvas de calibracdo por padronizacdo externa, com 6 pontos em
triplicatas. Para as aflatoxinas B; e G; utilizou-se as concentracdes 1,6; 4; 6; 8; 10 e 12 pg/kg.
Para as aflatoxinas B, e G, utilizou-se as concentra¢des 0,396; 0,990; 1,485; 1,980; 2,475 e
2,97 ug/kg. Dessa maneira, utilizando-se as 4 curvas, pode-se quantificar entre 4 e 30 pg/kg
para a soma de aflatoxinas totais (Tabela 7), faixa que inclui os limites maximos permitidos
nas legislagOes europeia e brasileira e dois materiais de referéncia certificados com as
concentracgdes de 4,75 e de 26,61 pg/kg.
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Tabela 7. ConcentracOes dos pontos das curvas de calibracdo das aflatoxinas B, B,, G; e Go.

AFs Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4 Ponto 5 Ponto 6
(Ha/kg) (H9/kg) (Ma/kg) (Hg/kg) (Hg/kg) (Mg/kg)
B, 1,600 4,000 6,000 8,000 10,000 12,000
B, 0,396 0,990 1,485 1,980 2,475 2,970
G, 1,608 4,020 6,030 8,040 10,050 12,060
G, 0,396 0,990 1,485 1,980 2,475 2,970
Totais 4 10 15 20 25 30

4.6.2 Avaliacéo da sensibilidade

Quanto maior a sensibilidade de um método, maior sua capacidade de fornecer
respostas distintas para pontos de concentracdo proximos, maior também a chance de se obter
resposta para concentragdes mais baixas, requisito fundamental em um método para analise de
substancias traco. Ao se montar a curva de calibragdo, analisou-se a sensibilidade do método.

Primeiramente verificou-se o efeito da matriz estudada na sensibilidade do método.
Para isso construiram-se duas retas, de 5 pontos em triplicata cada (Tabela 5), injetadas no
mesmo dia, sendo uma com padréo em solvente e outra com padrdo em matriz e comparou-se
visualmente a sensibilidade, por meio da inclinacdo da reta (representada pelo coeficiente
angular). A diminuicdo da inclinagdo da reta mostrou que a matriz (amendoim) causou uma
supresséo do sinal das aflatoxinas, ou seja, diminuiu a sensibilidade (Figura 15).
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Figura 15. Influéncia de efeito matriz na sensibilidade das aflatoxinas.
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Portanto, para o preparo da curva de calibracdo a ser utilizada no método de
quantificacdo, decidiu-se utilizar padrdo adicionado em matriz, para compensar o efeito de
supressdo de sinal (efeito matriz). A sensibilidade de cada curva foi acompanhada juntamente
com as avaliagdes de linearidade, em cada ensaio realizado.

4.6.3 Determinagéo do limite de deteccéo

O limite de detecgdo € um parametro importante quando se faz uma andlise de tracos
de uma determinada substancia. O limite de detec¢do para um procedimento analitico pode
variar em funcdo do tipo da amostra, portanto, foi avaliado na presenca de matriz e assegurou-
se de que todas as etapas de processamento fossem incluidas nessa determinacéo. Observou-
se 0s cromatogramas das quatro aflatoxinas, formados no primeiro ponto da curva em matriz.
Em todos foi possivel distinguir um pico da linha de base. A identidade de cada aflatoxina foi
confirmada através do tempo de retencdo e do espectro de massas de cada pico. Os limites de
deteccdo do método foram de 1,6; 0,396; 1,608 e 1,396 ug/kg para as aflatoxinas B;, By, G1
G,, respectivamente.

4.7 Avaliacéo da recuperacao e linearidade

Os valores de recuperacao obtidos variaram entre 40 e 117% e estdo representados na
Tabela 8. As recuperac@es das fortificacdes de Nivel 1 apresentaram a média de 55,795% e
foram inferiores as recuperac6es das de Nivel 2, que apresentaram média de 87,362%. Né&o foi
possivel calcular as recupera¢fes do MRC nivel 1, pois as respostas obtidas foram todas
inferiores as dos menores pontos das curvas. As recuperacdes das fortificacdes e do MRC
nivel 2 foram iguais ou superiores ao limite minimo de 70% considerado pelo INMETRO,
exceto para a aflatoxina G;. Os valores de recuperacdo para a aflatoxina G, foram os que
apresentaram maior coeficiente de variagdo. A curva de calibracdo desta aflatoxina foi
também a que apresentou maior coeficiente de variacdo entre as replicatas de cada ponto de
concentracéo (anexo A).

Tabela 8. Resultados dos ensaios de recuperacdo, expressos em percentagem, para as
aflatoxinas B3, B,, G; e G, em amendoim, analisado por UPLC-MS-ESI-QToF.

Recuperacao das aflatoxinas (%)*

Amostras Bl B2 Gl G2 Média
Fortificacio | 72.05%9,07 60812555  50,32+4,89  3990+1432 55791377
Nivel 1 (12,58%) (9,12%) (9,72%) (35,81%) (24,68%)
Fortificacio | 83.25+7,54  76,76+4,00  78,62+2,09  110,81+2506 87,36+15:87
Nivel 2 (9,05%) (5.21%) (3,81%) (22,62%) (18,16%)

MRC ND ND ND ND ND
Nivel 1

MRC 117.88+6.43 87,024340 57014973  84,84+30.66  86,69+24 88
Nivel 2 (5,46%) (3,90%) (17,08%) (36,13%) (28,70%)

*meédia das triplicatas + desvio padrédo. Os valores do coeficiente de variagdo (%) estdo entre parénteses.
ND: néo detectado.
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Borguini et al (2010) avaliaram um método analitico de aflatoxinas por CLAE-DF e
utilizaram o mesmo método de extracdo e purificagdo do presente estudo. Foram feitas
fortificagbes em dois niveis, semelhantes aos do presente trabalhados (6,13 e 12,25ug/kg de
aflatoxinas totais), e os valores de recuperacdo obtidos situaram-se entre 77 e 102%. Tais
resultados indicam que a baixa recuperacdo obtida no método por UPLC-ESI-MS ndo é
devido & ineficiéncia do método de extragdo e/ou purificacao.

As curvas de calibracdo utilizadas para os ensaios de recuperacdo (Experimento I)
realizados para determinagdo da exatiddo foram avaliadas quanto & linearidade. As 4 curvas
foram preparadas em matriz, fortificando-se um extrato purificado de amendoim isento de
contaminacgédo (0 mesmo amendoim utilizado para os ensaios de seletividade). Os coeficientes
de correlacdo linear foram de 0,9556 para a aflatoxina B;; 0,9429 para a aflatoxina B;; 0,9671
para a aflatoxina G; e de 0,9243 para a aflatoxina G, (Figura 16). Todos os coeficientes
ficaram acima de 0,9, valor minimo adotado pelo INMETRO para se considerar o método
linear.

10+ Aflatoxina B, 10 Aflatoxina G,
5 * ; y=0,5607x + 0,0044
s R2=0,9671 s
= = &
E 4 y=0,5653x + 0,7672 24
T2 R2=0,9556 =,
20+ T T T T T T : E o i , . . , . .
ﬁ- o 2 4 <1 g 10 12 14 E— o 2 4 8 8 10 12 14

concentracao (pg/kg) concentragao (pglkg)
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3 1
= : _ 038
& = 305 »
&, y UF,{521:4[‘1]>512%,56? =04 y = 0,3003x + 0,146
= ’ =02 R2=09243
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Figura 16. Curvas de calibragdo das aflatoxinas By, B,, G1 e G,, com seus respectivos
coeficientes de correlacéo linear (R?), utilizadas nos ensaios de recuperacao.

A auséncia de pontos discrepantes foi analisada através do teste de Grubbs e a
homocedasticidade, isto é, a homogeneidade da variancia dos residuos, pelo teste de Cochran.
O valor critico de Grubbs para grupos de 3 replicatas com intervalo de confianca de 95%
(valor tabelado) é de G=1,154. O valor critico de Cochran para grupos de 3 replicatas com
intervalo de confianca de 95% (valor tabelado) € de C=0,746. Nenhum valor de G foi
superior a 1,154 confirmando a auséncia de pontos discrepantes nas 4 curvas (Anexo 1). Os
valores de Cochran das curvas das aflatoxinas By, B, e G, foram inferiores a 0,746 indicando
homogeneidade na variancia dos residuos. Somente a curva da aflatoxina G1 apresentou valor
C=0,795 indicando heterogeneidade da variancia dos residuos. As sensibilidades das curvas
foram avaliadas pelos coeficientes angulares e foram de 0,56; 0,91; 0,56 e 0,30 para as
aflatoxinas By, By, G; e G, respectivamente.
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4.8 Analise de Amostras

A analise da amostra naturalmente contaminada obtida junto ao Laboratério de
Micotoxinas da ESALQ resultou em 10,098 + 0,42 pg/kg de B,, 3,611 + 0,23 pg/kg de By,
1,894 + 0,18 pg/kg de G; e 0,618 + 0,19 pg/kg de G, somando 16,221 pg/kg de aflatoxinas
totais.

Foram também analisadas 10 amostras de amendoim adquiridas no mercado varejista
do Rio de Janeiro, RJ (Experimento I1). Nenhuma apresentou niveis de aflatoxinas acima dos
limites maximos permitidos pela legislacao europeia e brasileira. Duas amostras apresentaram
apenas tragos de aflatoxinas - uma apresentou tracos de B, e G, (Figura 17), outra apresentou
tracos de B; e G; (Figura 18). A identidade destas aflatoxinas foi confirmada através de seus
tempos de retencdo e dos espectros de massas obtidos, onde observou-se os fragmentos de
m/z 285 e 269 e o ion molecular 313 (provenientes da aflatoxina B;), o fragmento de m/z 287
e 0 ion molecular m/z 315 (proveniente da aflatoxina B;) e os fragmentos de m/z 285, 275 e
257 e o ion molecular m/z 331 (proveniente da aflatoxina G;). Todos os fragmentos
apresentaram acima de 10% da altura do pico base (ion molecular). As aflatoxinas
identificadas encontraram-se em concentragfes menores que 0s primeiros niveis das curvas de
quantificacdo preparadas, portanto ndo puderam ser quantificadas.
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Figura 17. Cromatogramas e espectros MSF das aflatoxinas G, e B; encontradas em uma das

dez amostras adquiridas em feira livre do Rio de Janeiro.
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Figura 18. Cromatogramas e espectros MSF das aflatoxinas B, e B; encontradas em outra das

dez amostras adquiridas em feira livre do Rio de Janeiro.

43



A Figura 19 mostra as 4 curvas de calibracdo utilizadas no Experimento Il. Estas
curvas foram preparadas da mesma maneira que aquelas utilizadas nos ensaios de
recuperacao.
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Figura 19. Curvas de calibracdo das aflatoxinas B;, B,, Gi e G,, com seus respectivos
coeficientes de correlacéo linear (R?), utilizadas nas analises das 10 amostras de amendoim
adquiridas no mercado varejista.

Os coeficientes de correlacdo linear foram de 0,9323 para a aflatoxina B1; 0,9550 para
a aflatoxina B,, 0,9590 para a aflatoxina G; e 0,9688 para a aflatoxina G, indicando
linearidade aceitavel. A auséncia de pontos discrepantes foi confirmada através do teste de
Grubbs ao verificar-se que todos os valores calculados situaram-se abaixo de Gg=1,154
(Anexo B). A homogeneidade da variancia dos residuos foi confirmada para as aflatoxinas By,
B, e G, através do teste de Cochram, porém, a curva da aflatoxina G; apresentou valor
C=0,776 indicando heterogeneidade da variancia. As sensibilidades das curvas foram de 2,41,
3,78; 2,38 e 2,42 para as aflatoxinas B, B,, G1 e Gy, respectivamente. As sensibilidades
alcancadas nas analises realizadas no Experimento Il foram todas maiores do que as
alcancadas no Experimento I.

4.9 Oscilagao da Sensibilidade

No Experimento | a sensibilidade observada foi relativamente baixa, quando
comparada a sensibilidade obtida no Experimento Il, o que fica evidente quando se compara
os coeficientes angulares das curvas de calibracdo apresentados na Figura 14 com os
apresentados na Figura 15. Uma supressdo de sinal causou diminuicdo da sensibilidade e
diminuigéo do coeficiente angular. As consequéncias de uma menor sensibilidade refletem-se
na dificuldade de recuperacdo para os niveis de menor concentracdo. A curva de calibracdo da
aflatoxina G, apresentou heterogeneidade na variancia dos resultados, fator que pode também
ter contribuido para uma baixa recuperacdo. Ambos o0s experimentos foram realizados
exatamente sob as mesmas condi¢cdes e em dias consecutivos. Os procedimentos de extragéo e
purificacdo foram controlados, realizados pelo mesmo analista e utilizando-se de materiais
(filtros, colunas de purificagdo) do mesmo lote. Foram utilizados os mesmos métodos
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cromatografico, espectrométrico e de quantificacdo, a mesma coluna e mesmos frascos de
solugéo A, solucédo B e solugéo de extracao.

Essa variacdo na sensibilidade foi estudada e avaliada no intuito de contorna-la e de se
conseguir reprodutibilidade.

4.9.1 Fatores que afetam a sensibilidade

Andlises quantitativas por ESI e APCI podem ser substancialmente afetadas pela
ocorréncia de supressdo ou aumento de sinal, causados pela interferéncia de compostos da
matriz, de interferentes provenientes do processo de extracdo, ou outros. Este fenébmeno é
comumente conhecido como efeito matriz e pode afetar significativamente a
reprodutibilidade, linearidade e exatiddo do método levando a erros de quantificagdo
(KRUVE et al., 2010; TRUFELLI et al., 2010). Evidéncias apontam que a interface ESI é
mais suscetivel ao efeito matriz do que a APCI, o que pode ser explicado pela diferenca na
maneira que cada interface produz o analito carregado. Na ESI o analito é ionizado na fase
liquida e transferido a fase gasosa como uma molécula carregada. Na APCI o analito é
transferido a fase gasosa como uma molécula neutra e a ionizacdo ocorre nessa fase, em uma
2% etapa, por ionizacdo quimica (TRUFELLI et al., 2010).

A supressdo de sinal que ocorre na interface ESI pode ser atribuida a componentes da
matriz que co-eluam com as aflatoxinas e que dificultem sua ionizacdo, em uma possivel
competicdo pelas cargas disponiveis ou que dificultem acesso a superficie da goticula onde
ocorre a emissdo para fase gasosa (TRUFELLI et al., 2010). Componentes soltveis da matriz
podem também modificar a densidade e a viscosidade da solugdo, modificando assim o
formato do spray formado. A densidade da solu¢éo, o fluxo do gas de nebulizacdo e a posicédo
do probe (angulo e protuberancia do capilar) combinados determinam o formato do spray a
ser formado e influenciam na captacdo dos ions.

Tais interferentes da matriz podem ficar aderidos ao capilar da fonte apds uma série de
corridas analiticas, deixando a fonte “suja”. Quando isto ocorre, também se observa o efeito
de supressdo de sinal e consequente queda na sensibilidade. A fonte de ionizacdo de um
espectrometro de massas deve ser desmontada para limpeza em intervalos regulares,
dependendo da frequéncia de uso e caracteristicas das analises. Uma alternativa para diminuir
os problemas decorrentes de efeito matriz em uma analises de massas é a diluicdo da amostra
a ser analisada. A diluicdo da concentracdo diminui os interferentes de matriz e reduz a
supressdo de sinal, porém diminui a concentracdo do analito e reduz a sensibilidade do
método. Esta alternativa pode ser Util quando se deseja analisar 0s constituintes de uma
determinada matriz, mas ndo pode ser utilizada quando se deseja analisar contaminantes que
estdo pressentes em concentracdes traco (KRUVE et al., 2009).

Além do efeito matriz, inameros fatores podem causar variacdo na sensibilidade do
ensaio. Alguns compostos sofrem degradacdo ao longo do tempo devido a fatores como luz
ou temperatura, logo, deve-se conhecer e estudar a estabilidade dos padrBes antes de se iniciar
o trabalho. As aflatoxinas sdo conhecidas por serem compostos de dificil degradacéo,
informagdo bastante difundida por inUmeros estudos sobre possiveis formas de eliminagdo de
aflatoxinas em alimentos.

O detector MCP pode também sofrer desgaste. Cada vez que ocorre queda de energia
deve-se zerar a voltagem do MCP e fazer uma ventilagdo gradativa dos setores de vacuo para
gue se possa desacelerar lentamente as ventoinhas das bombas turbo (uma entrada de ar stbita
causaria uma alta forca de atrito podendo danifica-las). Para recolocar o equipamento em

45



operacdo, deve-se reestabelecer o vacuo até uma pressdo da ordem de 107 psi, processo que
pode demorar até 24hs, e somente recondicionar o detector ao se certificar de que toda a
umidade foi retirada do interior do TOF. Resquicios de umidade podem danificar o detector
diminuindo a sensibilidade do aparelho. Quando isso acontece o detector precisa trabalhar
com uma voltagem maior para compensar essa perda de sinal.

4.9.2 Analise de dados experimentais quanto a oscilacao da sensibilidade

Na primeira vez que se notou uma variagdo na sensibilidade comparou-se a
intensidade do sinal das aflatoxinas em solvente em trés datas, escolhendo-se 2 pontos de
concentracdo e tracando-se uma reta referente a cada data (Figura 20). Comparando-se 0s
dados do dia 1 com os do dia 2 pode ser notada diminuigédo da intensidade do sinal dos pontos
de concentracdo mais diluidos da curva. As duas analises foram realizadas com padrfes de
aflatoxinas em solvente, sob as mesmas condi¢Bes: mesma fase mével, temperatura, método
cromatografico, método espectrométrico e método de quantificacéo.
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Figura 20. Variacdo, em intervalo de 2 dias, na sensibilidade do método de anélise de
aflatoxinas B, B,, G; e G, em solvente.

Uma série de testes foram realizados para tentar elucidar qual seria o ponto critico da
analise que estaria resultando nesta diferenca de sensibilidade. Primeiramente, o desempenho
do detector foi conferido através do teste de ganho. Neste teste a voltagem do detector é
aumentada de 1500 a 2000 eV de 1 em 1 minuto durante uma infusdo de solucdo de
calibracdo e o perfil do cromatograma é observado. A voltagem ideal de uso do detector é
aquela que corresponde a aproximadamente 70% da intensidade maxima de sinal obtida.
Verificou-se que a resposta do detector ap6s o dia 2 (Figura 21B) apresentava 0 mesmo perfil
guando comparada a antes do dia 1 (Figura 21A). A voltagem de 1650V estabelecida para o
método mantinha-se adequada indicando que a variagdo na sensibilidade ndo era decorrente
do desgaste do detector.
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Figura 21. Testes de ganho do detector realizados antes (A) e depois (B) da constatacdo de
variacdo na sensibilidade de resposta as aflatoxinas.
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Paralelamente ao presente trabalho, foram realizados diversos ensaios qualitativos no
Synapt, utilizando-se extratos ndo apenas de amendoim como também de variadas matrizes
alimenticias, contendo analitos diversos em diferentes concentracfes. Levantou-se a suspeita
de que interferentes destas matrizes pudessem estar aderidos a fonte, deixando esta “suja”. O
vacuo foi quebrado e a fonte desmontada para que se pudesse realizar sua limpeza completa.

Apo6s limpeza da fonte, realizou-se novo experimento (Experimento I11) que consistiu
em preparar-se 2 duas curvas de calibracdo, em dias consecutivos, injeta-las e compara-las. O
Synapt ndo foi utilizado para outras analises entre as injecdes destas curvas. Ambas foram
preparadas em matriz, com 5 pontos de concentracdo. O preparo de cada curva envolveu as
etapas de extracdo, purificacdo do extrato, fortificacdo do extrato purificado, secagem sob
fluxo de nitrogénio e ressuspensdo em fase movel. Ao montar-se o grafico das curvas,
observou-se que a intensidade do sinal de cada ponto de concentragédo variou de um dia para o
outro (Figura 22). Essa variacdo foi mais percebida nas aflatoxinas B; e G;.
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Figura 22. Variacdo, no intervalo de um dia, da intensidade do sinal da aflatoxina B; em
amendoim, apds realizacdo de limpeza completa da fonte.

O Synapt néo foi utilizado para outros ensaios, assegurando que a fonte ndo continha
interferentes provindos de outras analises. Restaram as hipbteses de falha instrumental ou erro
durante as etapas de extracdo e purificacdo do extrato.

Para averiguar a possibilidade de falha instrumental, foram injetadas novas curvas em
outro sistema UPLC Acquity® e QToF Synapt® e comparadas suas sensibilidades. Os
métodos cromatografico e espectrométrico foram repetidos e apresentaram reprodutibilidade
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dos tempos de retencdo e dos perfis de ionizacdo e fragmentacdo. A ocorréncia de variacdo na
sensibilidade se repetiu (Figura 23) indicando que o problema néo era especifico do primeiro
Acquity® Synapt® utilizado. As curvas de calibragdo injetadas neste segundo Acquity®
Synapt® foram preparadas em padréo diluido em solvente acetonitrila:agua 30:70 (v/v) em um
intervalo de 7 dias. Uma vez que esta variacdo ocorreu mesmo nhas curvas preparadas em
solvente, concluiu-se que esta diferengca ndo foi proveniente de erro durante as etapas de
extracéo.
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Figura 23. Variacdo da sensibilidade da analise de aflatoxinas em solvente com o intervalo de
7 dias, em segundo espectrdmetro de massas de mesma marca (UPLC Acquity® e QToF
Synapt®).

A Figura 24 mostra curvas de calibragdo das 4 aflatoxinas, construidas em extrato
purificado fortificado com padrdo, injetadas em trés dias consecutivos. Em comparacdo ao
dia 1, a sensibilidade sobe no dia 2 e volta a cair no dia 3, excluindo definitivamente as
hipbteses de degradacdo do padréo e de desgaste do detector.
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Figura 24. Variacdo da sensibilidade da analise de aflatoxinas em matriz ao longo de 3 dias
consecutivos, em segundo espectrdmetro de massas de mesma marca (UPLC Acquity® e
QToF Synapt®).

Verificou-se entdo questdes relativas ao método de quantificacdo. Ao se montar o
método, estipula-se a m/z do composto desejado e escolhe-se uma janela de erro de massa
para esse composto. Todos 0s ions cuja m/z esteja compreendida dentro desta janela de erro
serdo contados na quantificacdo. Se houver falha na calibracdo do TOF ou no uso do
lockspray ao longo das injecdes, perde-se a precisdo das m/z dos compostos. Desta maneira, a
janela de erro de massa precisa ser aumentada para que todos os ions sejam incluidos na
quantificacdo. Criou-se entdo um novo método de quantificacdo com uma janela de erro de
massa de 0,2 Da (200 mDa), dez vezes maior do que a usada anteriormente (0,02 Da = 20
mDa), porém, ndo foi observada diferenca nas curvas de calibracdo (Figura 25), exceto pelo
aumento do coeficiente de variacdo de cada ponto de concentracao.
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Figura 25. Curvas de calibragédo de aflatoxinas em matriz (mesmas curvas exibidas na Figura
19) obtidas modificando-se método de quantificacdo, aumentando-se janela de erro para
0,2Da.

Outro ponto considerado foi que a quantificacdo é feita através da contagem de
moléculas ionizadas positivamente (protonadas) e o balanco entre moléculas protonadas e
sodiadas € influenciado pela concentragdo do sal formiato de aménio adicionado na fase
movel. Este sal € insolGvel em acetonitrila e, para adiciona-lo a este solvente, foi preparada
uma solucdo aquosa concentrada. Levantou-se a hipétese de que esta instabilidade de
dissolucdo pudesse estar causando uma variacdo na propor¢do entre moléculas protonadas e
sodiadas e, desse modo, influenciando na quantificacdo dos padrbes. Os espectros das
aflatoxinas foram analisados e, ao se comparar a razao entre moléculas protonadas (313m/z) e
sodiadas (335m/z) da aflatoxina B; nos dias 2 e 3, constatou-se que a razdo permanecia a
mesma (Figura 26). A razdo entre moléculas protonadas/sodiadas também permanecia igual
para as outras aflatoxinas.
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Figura 26. Cromatogramas com a contagem de ions e espectros mostrando a relagdo entre
moléculas protonadas/sodiadas (m/z 313/335) da aflatoxina B; (20ug/kg) nos dias 2 e 3.

A analise dos dados exibidos nas figuras 23, 24, 25 e 26 excluiram as hipéteses
questionadas até entdo. A figura 23 demostra que ocorreu variacdo da sensibilidade para
injecBes de aflatoxina em solvente num intervalo de 7 dias, porém entre estes dias trabalhou-
se com injecOes de aflatoxinas em matriz. Levantou-se finalmente uma dltima hipétese: de
que residuos de matriz provenientes da propria analise em questdo tenham se acumulado na
fonte, causando supressdo idnica durante as analises posteriores. Este problema ja foi relatado
anteriormente pelos autores Kilcoyne e Fux (2010), em uma anélise de toxinas de moluscos
onde comparou-se 0 desempenho de um QgQ com o desempenho de um QToF (ambos da
Micromass®) utilizando-se fonte de ionizacdo eletrospray. No referido trabalho, durante a
analise da toxina azaspiracid (AZA1) no QqQ, notou-se que a inje¢do do padrdo depois da
injecdo de um ndmero de extratos de molusco levou a uma resposta menor do que quando
injetada ap6s uma curva de calibracdo em solvente. O fenbmeno foi ilustrado na Figura 27,
gue mostra a resposta de 3 injecBes consecutivas de padrdo apoOs terem sido realizadas
injecOes de extratos. As 2 primeiras injegdes foram igualmente afetadas pelo efeito matriz de
supressdo de sinal, enquanto a terceira injecdo levou a uma resposta significativamente maior.
O grau de supressdo de sinal variou com os extratos das diferentes espécies de moluscos, 0
que pode ser explicado por diferencas na composicdo destas matrizes (por exemplo, teor de
lipideos). Os autores concluiram que a supressdo estava associada a interferentes sendo
arrastados e oriundos de injecGes prévias. Estes autores concluiram ainda que diferentes
instrumentos de massas podem produzir resultados diferentes devido a interferéncias de
matriz.
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Figura 27. Gréficos de intensidade de resposta a 3 inje¢des consecutivas de padrdo AZA1l
apos terem sido injetados 5 extratos de 5 diferentes espécies de moluscos (adaptado de
Kilcoyne e Fux, 2010).

No presente método de aflatoxinas em matriz, dentro de uma mesma corrida, 0S
coeficientes de variacdo das replicatas permaneceram abaixo de 15% (Anexos A e B) ao
longo de toda a injecdo, exceto para a aflatoxina G,, e a linearidade da curva se manteve.
Observou-se diferenca significativa de sinal em injecdes realizadas em dias posteriores. Entre
esses dias, a fonte foi resfriada e o Synapt colocado em stand by. Sugere-se que o
resfriamento contribua para que os interferentes da matriz tornem-se aderidos a fonte. O
aumento de sensibilidade visto no dia 2 da Figura 24 poderia ser explicado por um periodo
maior de condicionamento do método cromatografico, no qual a fase movel foi deixada
correndo por horas além do periodo padronizado para estabilizacdo da pressdo da coluna, até
que as amostras ficassem prontas. Essas horas passando fase movel teriam realizado uma
“lavagem” da fonte, o que talvez seja uma solucao para os problemas de sensibilidade.

4.9.3 Parametros analiticos ndo calculados

A exatiddao de um método (concordancia entre o resultado de um ensaio e o valor de
referéncia aceito como convencionalmente verdadeiro) pode ser expressa em funcdo da
recuperacdo e da precisao.

A precisédo representa a dispersao de resultados entre ensaios independentes, repetidos
de uma mesma amostra, sob condi¢Ges definidas (INMETRO, 2007), e pode ser também
chamada de reprodutibilidade. A precisao intermediaria representa a dispersao de resultados
dentro de um mesmo ensaio e pode ser também chamada de repetitividade. E expressa através
do desvio-padrdo e o coeficiente de variacdo das medidas (desvio padrdo relativo), de acordo
com a equacéo:

52



DP
=——-10(
DPR CMD
onde:
DPR = desvio padrao relativo;
DP = desvio padrao;
CMD = concentracdo média determinada.

O método cromatogréafico desenvolvido foi aplicado em dois aparelhos UPLC Acquity
QToF Synapt e os cromatogramas obtidos apresentaram repetibilidade e reprodutibilidade dos
tempos de retencdo. Porém, nos dois aparelhos ocorreu oscilagdo da sensibilidade, o que
impossibilitou o calculo da repetibilidade e reprodutibilidade das areas dos picos
cromatograficos. Sem determinar a precisao, a exatidao tampouco pode ser calculada.

O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentracdo da substancia em
exame que pode ser medida, havendo a confirmagdo de que o método apresenta exatiddo,
precisdo e linearidade adequados quando aplicado a amostras contendo quantidades de
substancias dentro do intervalo especificado (ANVISA, 2003). Uma vez que a exatidao do
método ndo foi estabelecida, ndo foi possivel determinar o limite de quantificacéo.
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5 CONCLUSAO

Os requisitos para uma analise quantitativa foram parcialmente alcancados, no entanto,
desenvolveu-se uma andlise rapida, econdémica e que apresentou excelentes resultados
qualitativos.

Foram obtidas curvas de calibracdo com boa linearidade entre os valores de 1,6 a 12,0
Hg/kg (AFB; e AFG;) e 0,396 a 2,97 pg/kg (AFB, e AFG),), faixas estas capazes de abranger
os limites maximos permitidos de aflatoxinas estabelecidos nas legislagcbes do Brasil e da
Unido Européia. Entretanto, ndo foi possivel fixar a sensibilidade do método, que embora
tenha se apresentado alta em determinados ensaios, oscilou e diminuiu em outros. Nos dias
que a sensibilidade se apresentou menor, nao alcancou-se os valores de recuperacdo aceitaveis
nas concentracdes menores da faixa de trabalho o que limitou o trabalho de quantificagéo.

A utilizacdo do QToF, um espectrometro de massas de alta resolucdo, permitiu a
analise qualitativa inequivoca das aflatoxinas Bj, B, G; e G, em amendoim. O método
desenvolvido permitiu identificar de 3 a 7 fragmentos para cada aflatoxina, adquiridos com
erro menor do que 0,02 Da, valor muito menor do que o obtido com triplo-quadrupdlos, e
com intensidade relativa superior a 10% do pico base, requisito estabelecido pela Comission
Decision 2002/657/EC para analises de massa no modo varredura total. Com a analise
desenvolvida detectou-se tracos de aflatoxinas em 2 amostras de amendoim adquiridas em
feira livre do Rio de Janeiro.

Utilizando-se a cromatografia liquida de ultra eficiéncia elaborou-se um método
cromatografico com uma corrida de 5 minutos e tempos de retencdo dos analitos entre 2,6 e
3,0 minutos, resultando em uma analise rapida. O tamanho reduzido das colunas empregadas
demandou baixo gasto de solventes quando comparado a uma analise por cromatografia
liqguida de alta eficiéncia. Além de rapida e econdmica, a técnica de UPLC gerou
cromatogramas de alta resolu¢do que cumpriram com os critérios analiticos cromatograficos
estabelecidos pela Unido Européia na Comission Decision 2002/657/EC.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A melhor alternativa para contornar o problema de varia¢do de sensibilidade ocorrido
neste método seria a utilizacdo de padronizacdo interna. Considerando-se que a varia¢do da
sensibilidade n&o foi decorrente de erros do processo de extra¢do, o padréo interno poderia ser
adicionado em pequena concentracdo no extrato ja purificado, o que significaria menor gasto.

Outra possivel alternativa consiste em trabalhar na diminui¢do do efeito matriz. Isto
pode ser conseguido trabalhando-se no método cromatografico para melhorar a separacéo
entre as aflatoxinas e os interferentes de matriz.

O desenvolvimento e utilizacdo de um novo método MSMS pode aumentar a relacao
sinal/ruido e com isso melhorar a sensibilidade do método, entretanto esta medida isolada néo
garante a estabilizacdo da sensibilidade.

O exercicio de um estrito controle suportado por uma legislacdo criteriosa traz a
melhoria da qualidade do abastecimento interno de alimentos, diminuindo as perdas e 0s
impactos socio-econdmicos associados ao consumo de alimentos contaminados. Apesar de o
nimero de amostras analisadas ter sido pequeno, nenhuma apresentou contaminacdo acima
dos limites méximos admissiveis pelas legislacdes brasileira e européia, representando um
indicativo de que as medidas de orientacdo de boas praticas agricolas e 0 acompanhamento
dos niveis de contaminacdo através de técnicas analiticas precisas que vém sendo aplicados
principalmente nos ultimos 10 anos ao longo da cadeia do agronegécio do amendoim, tém se
mostrado efetivas.
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ANEXO A

Tabelas 7, 8, 9 e 10 exibindo valores utilizados para analise de pontos discrepantes (teste de

ANEXOS

Grubbs) e homogeneidade de variancias (teste de Cochran) das curvas de calibragéo utilizadas
nos ensaios de recuperacao (Experimento 1).

Tabela 7. Dados da curva de calibracdo da aflatoxina B1 em matriz utilizada no experimento |I.

ug/kg areas média desv pad | coef var | Grubbs |residuo |variancias | Cochran
1,6 1,766 0,068 0,094
1,6 1,797 0,965 0,125
1,6 1,728 | 1,764 0,035 1,960 1,032 0,056| 0,001
4 2,661 0,948 0,367
4 3,609 1,045 0,581
4 3,066 3,112 0,476 15,285 0,097 0,038| 0,226
6 3,846 1,151 0,313
6 4,003 0,492 0,156
6 4,019| 3,956 0,096 2,417 0,659 0,140| 0,009
8 5,143 0,090 0,147
8 4,726 0,952 0,564
8 5,691| 5,187 0,484 9,331 1,042 0,401| 0,234
12 7,105 0,641 0,446
12 7,222 0,511 0,329
12 8,713| 7,680 0,897 11,673 1,152 1,162 | 0,804 0,631

Tabela 8. Dados da curva de calibragio da aflatoxina B2 em matriz utilizada no experimento .

pa/kg areas meédia desv pad | coef var | Grubbs |residuo |variadncias | Cochran
0,396 1,008 0,282 0,079

0,396 0,997 0,829 0,068

0,396 1,036 1,014 0,020 1,984 1,111 0,107 0,000

0,99 1,541 0,524 0,069

0,99 1,551 0,629 0,079

0,99 1,38 1,491 0,096 6,438 1,153 0,092| 0,009

1,485 1,88 0,284 0,044

1,485 1,61 1,111 0,314

1,485 1,985| 1,825 0,193 10,600 0,827 0,061| 0,037

1,98 2,122 0,489 0,255

1,98 2,07 0,662 0,307

1,98 2,615| 2,269 0,301 13,256 1,150 0,238| 0,090

2,97 3,098 0,938 0,184

2,97 3,351 0,115 0,069

2,97 3,71| 3,386 0,308 9,081 1,052 0,428| 0,095 0,408
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Tabela 9. Dados da curva de calibracdo da aflatoxina G1 em matriz utilizada no experimento |.

pa/kg areas média desv pad | coef var | Grubbs |residuo |varidncias | Cochran
1,608 0,878 0,992 0,028

1,608 0,796 1,008 0,110

1,608 0,838| 0,837 0,041 4,897 0,016 0,068| 0,002

4,02 1,947 0,777 0,311

4,02 2,385 1,128 0,127

4,02 2,045| 2,126 0,230 10,814 0,351 0,213| 0,053

6,029 3,822 1,088 0,437

6,029 3,549 0,879 0,164

6,029 3,642| 3,671 0,139 3,781 0,209 0,257| 0,019

8,039 4,645 0,377 0,133

8,039 4,12 1,134 0,392

8,039 4,777 4,514 0,348 7,699 0,757 0,265| 0,121

12,588 6,722 0,291 0,340

12,588 6,26 0,823 0,802

12,588 7,941| 6,974 0,868 12,452 1,113 0,879| 0,754 0,795

Tabela 10. Dados da curva de calibracéo da aflatoxina G2 em matriz utilizada no experimento |I.

ug/kg areas média desv pad | coef var | Grubbs |residuo |variancias | Cochran
0,396 0,212 0,273 0,053

0,396 0,179 0,835 0,086

0,396 0,293| 0,228 0,059 25,728 1,108 0,028| 0,003

0,99 0,56 0,762 0,117

0,99 0,376 1,132 0,067

0,99 0,522| 0,486 0,097 19,987 0,371 0,079| 0,009

1,485 0,66 1,106 0,068

1,485 0,584 0,264 0,008

1,485 0,552| 0,599 0,055 9,266 0,841 0,040| 0,003

1,98 0,595 1,062 0,146

1,98 0,761 0,137 0,020

1,98 0,87| 0,742 0,138 18,663 0,924 0,129| 0,019

2,97 0,999 0,525 0,039

2,97 0,994 0,628 0,044

2,97 1,081| 1,025 0,049 4,767 1,153 0,043| 0,002 0,064
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ANEXO B

Tabelas 11, 12, 13 e 14 exibindo valores utilizados para analise de pontos discrepantes (teste
de Grubbs) e homogeneidade de variancias (teste de Cochran) das curvas de calibracdo
utilizadas nas andlises das 10 amostras adquiridas em feira livie do Rio de Janeiro
(Experimento II).

Tabela 11. Dados da curva de calibracédo da aflatoxina B1 em matriz utilizada no experimento |l.

Ppb areas média desv pad | coefvar |Grubbs |residuo |varidncias|Cochran
16| 12,896 0,739| 11,224
1,6 12,987 0,399 11,315
1,6 13,399| 13,094 0,268 2,047 1,138 | 11,727| 0,072
4| 16,385 0,365| 13,357
4| 15,796 0,766 | 12,768
4| 18,582| 16,921 1,468 8,677 1,131| 15,554| 2,156
6| 20,243 1,112| 16,084
6| 21,271 0,287 | 17,112
6| 21,667| 21,060 0,735 3,490 0,825 17,508 | 0,540
8| 28,699 0,256 23,409
8| 25,685 1,103| 20,395
8 30,009 | 28,131 2,217 7,882 0,847 24,719 4,916
10| 36,432 1,069| 30,012
10| 29,492 0,913 | 23,072
10| 32,146| 32,690 3,502 10,712 0,155| 25,726 12,263 0,615

Tabela 12. Dados da curva de calibracéo da aflatoxina B2 em matriz utilizada no experimento II.

Ppb areas média desv pad | coefvar |Grubbs |residuo |varidncias|cochran
0,396 5,799 0,279 4,870

0,396 6,038 1,110 5,109

0,396 5,704| 5,847 0,172 2,943 0,831 4,775| 0,030

0,99 7,344 1,050 5,872

0,99 7,181 0,940 5,709

0,99 7,249| 7,258 0,082 1,128 0,110 5,777| 0,007

1,485 9,317 0,620 7,393

1,485 8,93 1,154 7,006

1,485 9,298 | 9,182 0,218 2,376 0,533 7,374 | 0,048

1,98| 10,246 1,073 7,869

1,98 | 10,939 0,167 8,562

1,98 | 11,352| 10,846 0,559 5,153 0,906 8,975| 0,312

2,475| 14,757 1,124 11,928

2,475 13,173 0,791 10,344

2,475| 13,551| 13,827 0,827 | 5,983 0,334 10,722| 0,684 0,633
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Tabela 13. Dados da curva de calibracédo da aflatoxina G1 em matriz utilizada no experimento Il

Ppb areas média desv pad | coefvar |Grubbs |residuo |varidncias|cochran
1,608 9,015 0,287 8,109

1,608 8,433 1,112 7,527

1,608 9,239| 8,896 0,416 4,677 0,825 8,333| 0,173

4,02 11,134 0,956 8,876

4,02 11,822 0,082 9,564

4,02 12,704 | 11,887 0,787 6,621 1,039 10,446 | 0,619

6,029 | 17,724 0,697 | 14,339

6,029 | 16,256 1,146| 12,871

6,029 17,526| 17,169 0,797 4,640 0,449| 14,141| 0,635

8,039 | 22,922 1,111 18,410

8,039 22,304 0,283 | 17,792

8,039 22,062| 22,429 0,443 1,977 0,828 | 17,550| 0,197

10,049 31,304 1,123| 25,665

10,049 | 26,751 0,794 | 21,112

10,049 | 27,855| 28,637 2,375 8,294 0,329| 22,216| 5,641 0,776

Tabela 14. Dados da curva de calibracéo da aflatoxina G2 em matriz utilizada no experimento II.

Ppb areas Média desv pad | coefvar |Grubbs |residuo |varidncias|cochran
0,396 2,321 1,153 2,056

0,396 2,101 0,523 1,836

0,396 2,087| 2,170 0,131 6,049 0,630 1,822| 0,017

0,99 2,708 0,979 2,265

0,99 3,196 1,020 2,753

0,99 2,937| 2,947 0,244 8,285 0,041 2,494 | 0,060

1,485 4,167 1,154 3,575

1,485 4,261 0,615 3,669

1,485 4,257 | 4,228 0,053 1,257 0,539 3,665| 0,003

1,98 5,497 1,105 4,756

1,98 5,736 0,261 4,995

1,98 5,838 | 5,690 0,175 3,076 0,844 5,097| 0,031

2,475 7,349 1,004 6,460

2,475 6,958 0,996 6,069

2,475 7,151 7,153 0,196 2,733 0,009 6,262 | 0,038 0,401
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