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(DON) em Trigo
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Resumo — O Desoxinivalenol (DON) é uma micotoxina produzida por
algumas espécies de fungos do género Fusarium. Estes fungos infectam
geralmente milho, trigo, aveia, cevada, arroz e outros grdos no campo ou
durante o armazenamento em todo o mundo. Também conhecido como
vomitoxina, o DON afeta a salude humana e animal, causando desde
nauseas agudas a hemorragia, além de mostrar efeitos imunossupressores
em baixas concentragdes. O objetivo deste trabalho foi implantar e validar um
método para analise de DON em trigo por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas por captura de ions. O tempo de retengdo do DON
foi de 5,9 minutos, a transicao de quantificagcdo foi de 297249 m/z e a de
confirmacao foi de 297231 m/z. Os valores de recuperagao estdo dentro da
faixa aceitavel para concentragdes acima de 10 ug.kg(70 a 110%), segundo
0 Manual de Garantia da Qualidade Analitica do MAPA. O método implantado
e validado para a andlise de DON em trigo mostrou-se seletivo, exato e
preciso dentro da faixa de trabalho avaliada, 50 a 1800 pg.kg™, com limites
de deteccao e quantificagdo muito inferiores ao limite maximo tolerado (LMT)
para o DON em trigo, sendo adequado para atender a legislacao brasileira
vigente, e outras mais rigorosas.

Termos para indexacéao: fibra alimentar, goma carragena, goma arabica,
vida util.
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Method of Analysis of Deoxynivalenol (DON)
in Wheat

Abstract — Deoxynivalenol (DON) is a mycotoxin produced by some fungi
species of the Fusarium genus. Fusarium generally infects corn, wheat, oats,
barley, rice and other grains in the field or during storage around the world.
Also known as vomitoxin, DON affects human and animal health, causing
from acute nausea to hemorrhage, and shows immunosuppressive effects at
low concentrations. The objective of this work was to implement and validate
a method for DON analysis in wheat by liquid chromatography coupled to
ion-trap mass spectrometry. The DON retention time was 5.9 minutes, the
quantification transition was 297-249 m/z and the confirmatory transition was
297-231 m/z. Recovery values are within the range acceptable for concentra-
tions above 10 pg.kg™ (70 to 110%) according to Analytical Quality Assurance
Manual from the Brazilian Ministry of Agriculture. The implanted and validated
method for DON analysis in wheat was selective, accurate and precise within
the working range evaluated, from 50 to 1800 ug.kg™, with limits of detection
and quantification much lower than the LMT established for DON in wheat,
being adequate to meet current Brazilian legislation, and more stringent ones.

Index terms: mycotoxins, liquid chromatography, ion trap mass spectrometry
(LC-IT-MS/MS).



Método de Analise de Desoxinivalenol (DON) em Trigo 7

Introducao

O Desoxinivalenol (DON) faz parte de um grupo de micotoxinas classificado
como tricotecenos tipo B, que tm em comum um sistema de anéis tetraciclicos
sesquiterpenoides 12, 13-epoxitricotec-9-eno (Figura 1) e sdo produzidas
por algumas espécies de fungos do género Fusarium, principalmente por
Fusarium graminearum. Estes fungos infectam geralmente milho, trigo, aveia,
cevada, arroz e outros grdos no campo ou durante o armazenamento em
todo o mundo (Z6liner e Mayer-Helm, 2006).

O DON afeta a saude humana e
animal, causando nauseas agudas,
vomitos, diarreia, dor abdominal,
dor de cabeca, tontura e febre,
podendo causar hemorragia e
recusa a alimentagdo. Também inibe
a sintese de proteinas e a funcao
mitocondrial, além de mostrar efeitos
imunossupressores em baixas
concentracoes, sendo  também
conhecido como vomitoxina devido
aos seus fortes efeitos eméticos apds
o consumo (Dall’Asta et al., 2004).
Esta micotoxina € uma substancia
muito soliuvel em agua e sua
propriedade fisico-quimica mais importante é a capacidade de resistir a altas
temperaturas, sendo este um dos riscos da sua ocorréncia em alimentos
(Sobrova et al., 2010).

Figura 1. Estrutura quimica do
Desoxinivalenol.

Embora a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer (IARC)
tenha classificado o DON no grupo 3 como “Nao é classificavel quanto a
carcinogenicidade para os seres humanos” (IARC, 1993), muitos paises ja
estabeleceram limites maximo tolerados (LMT) para esta micotoxina. No
Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabeleceu que
o LMT de DON em graos de trigo e farinha de trigo integral seria de 1500
Mg.kg™? a partir de janeiro de 2014, diminuindo para 1000 ug.kg™" a partir de
janeiro de 2016, enquanto para a farinha de trigo refinada os niveis seriam
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de 1250 ug.kg" a partir de 2014, e de 750 ug.kg™"' a partir de 2016 (Agéncia,
2011). Estes ultimos prazos foram prorrogados até 1° de janeiro de 2017
para adequacgéo dos produtores e da industria (Agéncia, 2013). Porém em
fevereiro de 2017, a ANVISA alterou a resolugdo de 2011 e estabeleceu o
limite de 3000 pg.kg' para o DON em graos de trigo e milho para posterior
processamento (Agéncia, 2017).

Apesar de varias técnicas de determinagdo rapidas como a cromatografia
em camada delgada (CCD), o ensaio de imunoabsorg¢édo enzimatica (ELISA), a
cromatografia em fase gasosa (CG) e a cromatografia liquida (CL) apresentarem
bons resultados, recentemente a cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas (CL-EM) tem provado ser a ferramenta analitica mais adequada para
a deteccao e quantificacao deste analito (Krska et al., 2005).

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um método para analise de DON
em trigo com detecc¢ao e quantificagdo por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas por captura de ions.

Material e Métodos

Preparo do Padrao

Para o preparo da solugdo de DON, foram adicionados 5 mL de acetonitrila
ao frasco contendo 5 mg do padréo seco de DON. Foram retirados 0,2 mL
desta solugao e levados ao volume de 10 mL com acetonitrila. Apds leitura
em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 219 nm, foi calculada a
concentragao da solugdo igual a 17,79 ug.mL". A partir desta solugéo, foi
preparada uma solucdo de trabalho com concentracdo igual a 1 ug.mL™.

Método de Extracao

Cinco gramas (5g) da amostra de trigo finamente moida foram pesados
em tubo de centrifuga de 50 mL, adicionou-se 20 mL da solugéo de extragcao
acetonitrila:agua (84:16 v/v) e agitou-se em vortex por 30 s e em agitador
mecanico por 1 h. Em seguida, centrifugou-se a 5000 rpm por 5 min a
temperatura ambiente. Foram retirados 2 mL do sobrenadante para frasco
de vidro ambar e evaporados a secura sob nitrogénio. Adicionou-se 1 mL
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da fase moével, agitou-se em vortex por 30 s e transferiu-se para o vial do
cromatografo Shimadzu LC 20A°.

Condi¢oes Cromatograficas e Parametros
do Espectrometro de Massas

A escolha da fase mével foi feita de acordo com dados da literatura e
da solubilidade do DON (Sifuentes dos Santos et al., 2011). A fase mével
A foi composta de metanol: agua: solugdo aquosa de formiato de aménio
5 mM (11:9:80, v/v/v) e a fase B foi metanol. Utilizou-se a vazao de 0,5
mL.min"' com 95% da fase movel A. Foi utilizada a coluna X Terra® RP18 (5
pum, 4,6x150 mm), com temperatura do forno de 40 °C. O espectrémetro de
Massas AmaZon X® foi operado com fonte de ionizagao por eletronebulizagédo
(ESI) em modo positivo. Através da infusdo da solugao de trabalho de DON
com concentragao igual a 1 pg.mL™" foram estabelecidas as transi¢cdes de
quantificagdo e confirmagao.

Validagao do Método

Para a validagdo do método foram avaliados os seguintes parametros:
seletividade, linearidade, efeito de matriz, exatiddo (recuperagéo), precisao
(repetitividade) e os limites de deteccdo e quantificagdo, de acordo com
o Manual de Garantia da Qualidade Analitica do MAPA (Brasil, 2011). Os
calculos foram feitos pelos softwares HyStar® e Microsot Excel®.

Seletividade: Para esta avaliagdo foram injetadas no sistema Shimadzu-
Amazon X®, seis replicatas do extrato de uma amostra de trigo isenta de DON.

Linearidade: A linearidade do método foi avaliada através de curva
analitica com sete pontos. A curva analitica foi preparada a partir de diluicdes
da solugéo de trabalho em fase mével, de modo a se obter as seguintes
concentragdes: 0, 50, 100, 200, 300, 600 e 900 ng.mL'. Cada ponto da curva
foi injetado em sextuplicata no sistema cromatografico. Foram calculados o
desvio padrao e a variancia para cada nivel de concentragdo e aplicado o
teste de Cochran para a avaliagdo da homogeneidade das variancias.

Efeito de matriz: Para a avaliagdo do efeito de matriz foram comparados
os resultados de seis replicatas no nivel de concentracdo de 600 ng.mL"
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de DON em fase movel, com os resultados de seis replicatas em extrato de
matriz, no mesmo nivel de concentragdo. A comparagao dos resultados foi
feita através do teste F (Fisher-Snedecor) e do teste t de Student.

Exatidao (recuperagao): A exatiddo do método foi avaliada através do
ensaio de recuperagdo. A recuperagao foi feita através da fortificacdo de
amostra de trigo isento de DON em trés niveis: 325 ug.kg” (0,5%xLMT), 750
pg.kg™? (1,0xLMT) e 1500 ug.kg™ (2x LMT), com seis replicatas para cada
nivel. Foi considerado o LMT de 750 ug.kg™', que deveria ter sido atingido
em 2016. Foram calculados as porcentagens de recuperagdo médias € 0s
coeficientes de variagéo (CV) para cada nivel.

Precisao (repetibilidade): A precisdo do método foi avalida a partir da
analise dos coeficientes de variagédo (CV) obtidos no ensaio de recuperagéo.

Limites de Deteccdo (LD) e Quantificagao (LQ): Os limites de deteccao
(LD) e quantificagcéo (LQ) foram estabelecidos a partir de diluigdes sucessivas
do segundo ponto da curva analitica (50 ng.mL"). O LD foi estabelecido
como a menor concentragdo visualizada no sistema Shimadzu-Amazon X®.
E o LQ como a menor concentragdo quantificada no mesmo sistema. Para
confirmagédo do LQ, foi feita uma fortificagdo em amostra de trigo isenta de
DON em triplicata.

Resultados e Discussao

Condigoes Cromatograficas e Ajustes dos
Parametros do Espectrometro de Massas

Através da infusdo da solugdo de trabalho de DON foi estabelecido o
ion precursor [M + H] + de m/z igual a 297 e as transi¢bes de quantificagéo
(297—-249) e de confirmacao (297->231), com amplitude de 25%. O tempo de
retencdo do DON foi de 5,9 min.

Validagao do Método

Seletividade: Ndo foram encontrados interferentes com mesmo tempo
de retencdo do DON e m/z nos extratos de trigo isentos, demonstrando a
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seletividade do método. A avaliagao da seletividade é necessaria, uma vez
que a eletronebulizagdo (ESI) € um método de ionizagdo muito suave, com
pouca fragmentagdo dos ions moleculares formados, sendo susceptivel
a efeitos de interferentes que porventura estejam presentes no extrato da
amostra. Um dos principais efeitos que pode ocorrer é a supresséao do sinal do
analito provocada pela concorréncia de carga entre eletrdlitos (Paes, 2012).

Linearidade: O valor de C (Cochran) calculado para a curva analitica de
DON foi de 0,2506. O valor critico de C para sete determinagdes (k), com
seis repetigdes (n) e nivel de confianga de 95% (a) é igual a 0,3974. Portanto,
o valor de C calculado foi menor do que o de C critico, demonstrando que
as variancias obtidas para cada concentragdo sdo homogéneas e que a
curva analitica possui um perfil de distribuicido homocedastico, podendo ser
avaliada por regresséo linear utilizando o método dos minimos quadrados
ordinarios (MMQO).

A curva analitica e a equacgao obtida pelo ajuste linear encontram-se
na Figura 2. O coeficiente de correlagéo de Pearson (R multiplo) obtido foi
de 0,9992 e o coeficiente de determinagdo (R?) foi igual a 0,9983. Sabe-
se que quanto mais proximos estes valores forem da unidade, maior sera
a correlagcéo entre a concentracdo do analito e a resposta instrumental. A
equagao da curva encontra-se no grafico.

25000000 -~

Yy =25398x+ 256518
R?=0,9983

20000000

15000000

10000000

5000000

0 T T T T T T T T T ]
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Figura 2. Curva analitica obtida para o DON
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Efeito de matriz: Os resultados obtidos para o teor de DON em fase
movel e em extrato da matriz estdo na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados das replicatas de DON em fase mével e em extrato de matriz

Conc. de DON (ng.mL') Conc. de DON (ng.mL")

seplezie em fase movel em extrato de matriz
1 639,84 711,89
2 569,67 634,83
3 611,54 631,25
4 645,46 571,92
5 683,30 631,33
6 621,36 557,65
Média 628,52 623,15
Desvio padrao 38 68
Variancia 1443 3012
F calculado/F critico 0,439/5,050
t calculado/ t critico 0,850/2,2281

O valor de F tabelado para 5 graus de liberdade (n1=n2=6) com nivel de
confianca de 95% é igual a 5,050. O valor de F calculado (0,439) foi menor
do que o tabelado, portanto as variéncias dos dois grupos sdo homogéneas,
e o teste t de Student tem que ser calculado considerando esta condigdo. O
valor de t calculado (0,850) foi menor do que o tabelado (2,2281), portanto
nao ha diferenca significativa entre a média obtida para as replicatas em fase
movel e a média obtida para as replicatas em extrato de matriz. Ou seja, ndo
ha efeito de matriz e as amostras devem ser quantificadas usando a curva
analitica em solvente (fase movel).

Exatidao e Precisdo: Na Tabela 2 encontram-se os resultados obtidos
para os valores médios de recuperagao nos trés niveis de fortificagéo e seus
respectivos coeficientes de variagao (CV).

Tabela 2. Valores obtidos para a recuperagao e coeficientes de variagao.

Nivel Fortificagao (ug.kg™) % Recuperagao CV (%)
1 325 79 8
2 750 80 14

3 1500 97 10
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Os valores de recuperagdo estdo dentro da faixa aceitavel para
concentragdes acima de 10 pg.kg’, de 70 a 110%, segundo o Manual de
Garantia da Qualidade Analitica do MAPA (Brasil, 2011) e a decisao 657/2002
da Comisséao Europeia (CE, 2002), demonstrando a exatiddo do método. Os
resultados obtidos também estdo compativeis com os dados encontrados na
literatura. Moazami e Jinap (2009) encontram valores (para trés niveis de
fortificagao, 100, 500 e 1000 ug.kg™") que variaram de 40%, usando extragao
com acetonitrila e agua e limpeza com colunas de imunoafinidade, até 102%,
para a mesma extragéo e limpeza com Mycosep, e 55% utilizando os cartuchos
Oasis® para limpeza. Em todos os casos, a deteccao e a quantificagdo foram
feitas por CLAE-DAD. Sifuentes dos Santos et al. (2011) encontraram valores
de 85% (para trés niveis de fortificagdo, 160, 2000 e 4000 ug.kg') usando
extracdo com agua e acetonitrila e deteccdo e quantificacdo por LC/MS.
Bryla et al. (2014) encontram valores de 96% para dois niveis de fortificagéo
(250 e 500 pg.kg™) utilizando extracdo com agua e acetonitrila e deteccéo e
quantificagado por LC-ITMS.

Os valores obtidos para os CVs também estdo dentro do recomendado
para concentragdes acima de 100 pg.kg', menor ou igual a 15%, segundo
as mesmas normas citadas acima, o que demonstra que o método tem
repetibilidade.

Limites de Deteccgao (LD) e quantificagdo (LQ): A menor concentragdo
visualizada no sistema Shimadzu-Amazon X® foi de 10 ng.mL' o que
corresponde a 20 ug.kg™, sendo este o LD do método. A menor quantidade
quantificavel no mesmo sistema foi de 25 ng.mL™", o que corresponde a
50 pg.kg'. A porcentagem de recuperagédo no nivel do LQ foi de 83% com
coeficiente de variagao de 39%. Provavelmente a variagdo esteja alta neste
nivel de concentracdo por estar préxima a faixa de ruido do equipamento.
Portanto o LD do método foi estabelecido como 20 ug.kg™, e o LQ como 50
Mg.kg™'. Estes valores de LD e LQ estdo bem abaixo do valor estabelecido
pela legislagdo atualmente (3000 ug.kg™ para grdos de trigo para posterior
processamento), uma vez que o método foi desenvolvido para atender a
legislagdo que estabelecia o LMT em 1000 ug.kg'. O resultado alcancado
demonstra que o método ja estd adequado para atender a uma legislacéo
mais rigorosa.
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Conclusao

O método implantado e validado para a analise de DON em trigo se
mostrou seletivo, exato e preciso dentro da faixa de trabalho avaliada, 50
a 1800 pg.kg™", com limites de detecgédo e quantificagdo muito inferiores ao
limite maximo tolerado estabelecido para o DON em trigo, sendo adequado
para atender a legislacéo brasileira vigente, bem como outras mais rigorosas.
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