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Introducao

O milho € um dos mais importantes
cereais cultivados no Brasil. Este
produto €& um dos componentes
principais das ragdes animais e também
constitui um item importante da dieta
da populagao brasileira, de norte a sul
do pais. Iguarias como o bolo de fuba,
canjica, curau, mungunza, pamonha e
pipoca séo alguns exemplos de pratos
tipicos muito consumidos tanto nos lares
como em festas em todo o pais, nos
quais o ingrediente indispensavel é o
milho. As ultimas estimativas das safras
do gréo, divulgadas em maio pelo IBGE,
totalizaram 84,5 milhdes de toneladas
(IBGE, 2018).

O amplo consumo de milho implica na
necessidade de se produzir um alimento
seguro. O maior problema enfrentado

por esta cultura é a presenga de toxinas
fungicas, o que reduz severamente
a sua qualidade. As micotoxinas
sdo metabdlitos fungicos produzidos
principalmente por espécies dos géneros
Aspergillus,  Penicillium,  Fusarium,
Claviceps e Alternaria, e sua ocorréncia
esta associada a problemas de saude
em humanos e outros animais, que sao
causados pela ingestdo de alimentos
contaminados (Andrade et al., 2017).
Estas micotoxinas tém uma distribuicao
mundial, o que indica a necessidade de
um controle severo sobre sua presenca
nos alimentos.

Os limites destes metabdlitos
téxicos em alimentos e ragbes sao
regulamentados pelas diferentes
legislagbes. Segundo o “Sistema de
Alerta Rapido para Alimentos e Ragdes
(RASFF, Rapid Alert System for Food



and Feed)’ da Unido Europeia, as
micotoxinas integram a categoria
de perigo com o maior numero de
notificagdbes na alimentagdo (RASFF,
2018). Os produtos agricolas brasileiros
vém enfrentando barreiras técnicas no
exterior por apresentarem toxinas acima
dos limites estabelecidos. Para sanar
esta situagdo, deve-se comecar por
um controle da qualidade adequado e
eficaz. Este controle demanda analises
do tipo multianalito para quantificar os
principais metabdlitos fungicos do milho.

O desenvolvimento e o}
aperfeicoamento de métodos analiticos
para a determinagdo de micotoxinas
em alimentos devem ser constantes,
a fim de adequa-los as exigéncias das
analises de rotina, e principalmente para
atender aos restritivos limites maximos
tolerados (LMT) nas regulamentagdes
para controle destas toxinas (Sartori,
2015).

O objetivo deste trabalho foi
desenvolver um método multianalito
para a determinagdo simultanea de
treze micotoxinas (Figura 1): aflatoxinas
B, (AFB,), B, (AFB,), G, (AFG,) e G,
(AFG,), fumonisinas B, (FB,) e B, (FB,),
ocratoxina A (OTA), nivalenol (NIV),
desoxinivalenol (DON), zearalenona
(ZEA), toxina T-2 (T-2), toxina HT-2
(HT-2) e esterigmatocistina (STC) em
milho, por cromatografia liquida de
ultraeficiéncia acoplada a espectrometria
de massas sequencial (CLUE-EM/EM).

Analise
multimicotoxinas
(13 analitos)

Preparo das Amostras: as amostras
de graos de milho, provenientes dos
campos experimentais da Embrapa
Milho e Sorgo, foram moidas em moinhos
de facas (em quantidade minima
de aproximadamente de 200 g) até
obtengdo de um material homogéneo.
Apo6s a moagem foram armazenadas em
frascos de vidro no freezera -23 °C até o
momento da analise.

Extracdo das micotoxinas: foram
pesados 5 g da amostra de milho,
finamente moida, em tubo de centrifuga
de 50 mL e adicionados 20 mL da
solugéo de extragéo (acetonitrila: agua
(84:16 v/v)). Em seguida, agitou-se em
vortex por 30 s e em agitador mecanico
por 1 h. Centrifugou-se a 5000 rpm por 5
min a temperatura ambiente (25 °C). Foi
transferido 1 mL do sobrenadante para
frasco de vidro ambar e evaporado sob
nitrogénio. Adicionou-se em seguida 1
mL da fase movel A, agitou-se em vortex
por 30 s, filtrou-se em membrana PTFE
0,22 ym e transferiu-se para o vial do
sistema Acquity UPLC®.

Condicoes Cromatograficas e
Parametros do Espectrometro de
Massas: a fase movel A foi composta de
solugdo aquosa de acido férmico 0,1 %
e a fase B de acetonitrila com 0,1 % de
acido férmico. Utilizou-se a vazao de 0,4
mL.min"' em modo gradiente: 0 - 3 min
(10 % B); 3- 10 min (70 % B); 10,1 - 12
min (90 % B); 12,1 - 15 min (10 % B).
Foi utilizada a coluna Waters Acquity
BEH® C18 (100 mm x 2.1 D.I., 1,7 ym),
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Figura 1. Estruturas quimicas das 13 micotoxinas avaliadas neste estudo: aflatoxinas: B,
(AFB,), B, (AFB,), G, (AFG,) e G, (AFG,), fumonisinas B, (FB,) e B, (FB,), ocratoxina A (OTA),
nivalenol (NIV), desoxinivalenol (DON), zearalenona (ZEA), toxina T-2 (T-2), toxina HT-2 (HT-2)
e esterigmatocistina (STC).



com temperatura do forno de 35 °C.
O espectrédmetro de massas Quattro
Premier XE® (Waters Corp., Ma, USA)
foi operado com fonte de ionizagao
por eletronebulizagdo (ESI) em modo
positivo. Atravésdainfusdodassolugdes
de trabalho das treze micotoxinas com
concentragdo aproximada de 1 pg.mL
foram estabelecidas as transi¢cdes de
quantificacao e confirmacgao.

Padroes analiticos utilizados:
os padroes certificados Biopure de
micotoxinas foram fornecidos pela
Romer Labs (Viena, Austria). Foram
preparadas solugbes individuais de
trabalho para cada uma das treze
micotoxinas, com concentragdo igual a
1 pg.mL". A partir destas, foi preparada
uma solugdo (Mix) contendo as treze
micotoxinas com concentracao variando
de 0,1 a 1,6 yg.mL" para o preparo da
curva analitica.

Validagao do método

Para a validacao do método foram
avaliados os seguintes parametros:
seletividade, linearidade, efeito de
matriz, exatidao (recuperagéo), precisao
(repetitividade) e os limites de deteccao
e quantificagdo. Os calculos foram feitos
pelos softwares Masslynx® e Microsot
Excel®.

Comprovacao da
eficiéncia do método

A primeira etapa de qualquer
analise utilizando a espectrometria de
massas € ajustar os paradmetros do EM
para cada um dos analitos que sera
estudado. Na Tabela 1 encontram-se as
respectivas transigcbes de quantificacao

e confirmacao obtidas a partir da
infusdo das solugbes de trabalho com
concentragdo aproximada de 1 yg.mL™".

Tabela 1. Transicdes de quantificacédo e
confirmagao das treze micotoxinas.

AFB, 313 241 313 & 285
AFB, 315 %259 315 & 285
AFG, 329 & 243 329 ® 283
AFG, 331 ® 245 331 & 257
FB, 722 %3335 722 & 352
FB, 706 » 3355 706 ® 317,6
NIV 313 %295 313 & 175
DON 297 & 249 297 % 231
T2 467 ® 305 467 ® 245

HT-2 425 = 263 425 & 105
OTA 404 = 239 406 = 241
ZEA 319 » 185 319 = 187
STC 325 = 281 325 = 253

A seletividade foi avaliada
pela analise de amostra isenta de
contaminagao. O método proposto neste
estudo demonstrou ser seletivo para as
treze micotoxinas na matriz milho, pois
ndo foram encontrados interferentes
com mesma relacdo massa/carga (m/z)
dos ions de interesse (Tabela 1), nos
respectivos tempos de retencdo das
micotoxinas.

Apds acomparagao dos resultados de
seis replicatas (no nivel de concentragéo
do LMT) das treze micotoxinas em
fase moével, com os resultados de seis
replicatas em extrato de matriz (no
mesmo nivel de concentragdo) néao
foi observado o efeito de matriz. A
comparacgao se deu através da aplicagao
do teste F (Fisher-Snedecor) e do teste
t de Student. Os valores de F obtidos
foram menores que o F critico para 5
graus de liberdade (n1=n2=6) com nivel
de confianga de 95 % (5,050), enquanto



os valores de t calculados foram menores
do que o t critico (2,2281). Estes valores
se encontram na Tabela 2.

As curvas analiticas obtidas para
a maioria das micotoxinas tiveram um
coeficiente de correlagcao (R) acima de
0,99, com excegao das fumonisinas
e da AFB,, que tiveram um valor de R
diferente, mas ainda assim acima de
0,90, que é o recomendado pelos guias

de validagcdo (INMETRO, 2010), o que
demonstra que a resposta € linear. Os
valores de R obtidos se encontram na
Tabela 2.

Os limites de deteccdo e
quantificagdo obtidos foram inferiores
aos limites maximos tolerados (LMT)
estabelecidos pela legislagéo brasileira
(BRASIL, 2017). Ambos se encontram
na Tabela 2.

Tabela 2. Limites maximos tolerados (LMT), coeficientes de correlagéo (R) das curvas analiticas,
limites de detecgao (LD) e quantificagéo (LQ) e valores de F e t de Student calculados para o

efeito de matriz.

AFB, 20 0,988058
AFB, 20 0,999660
AFG, 20 0,997471
AFG, 20 0,999828
FB, 1500 0,974259
FB, 1500 0,955765
NIV 3000 0,997721
DON 3000 0,999001
T-2 * 0,994366
HT-2 * 0,999002
OTA 20 0,992987
ZEA 40 0,993260
STC * 0,991793

52 10,0 0,363337 0,367014
5,2 10,0 0,400392 0,110370
52 10,0 0,574795 0,011919
5,2 10,0 0,000245 0,679443
160,0 320,0 0,318758 0,007471
160,0 320,0 0,011091 3,06E-11
56,0 112,0 0,316188 0,0000467
56,0 112,0 0,766019 0,673461
56,0 110,0 0,343645 0,076105
56,0 110,0 0,299604 0,041791
2,5 52 4,635E-05  1,480E-05
24,0 50,0 0,031424 2,289E-06
25,0 50,0 0,316188 4,678E-05

*Limite Maximo Tolerado n&o estabelecido. (BRASIL, 2017)



Os valores de recuperagdo para as O método multianalito para a analise

treze micotoxinas, em trés niveis de simultdnea de treze micotoxinas em
fortificagao (0,5, 1,0 € 2,0 x LMT) ficaram milho, de extragédo rapida e simples, se
na faixa de 70 a 120 %, e os coeficientes mostrou seletivo, exato e preciso, dentro

de variacdo (CV) foram inferiores a
20 %. Logo, encontram-se dentro do
recomendado pelos guias de validagao
(BRASIL, 2011; INMETRO, 2010),
com excegdo da AFG,, como pode ser
observado na Tabela 3.

da faixa de trabalho avaliada, com limites
de deteccdo e quantificagdo inferiores
ao limite maximo tolerado (LMT)
estabelecido para cada micotoxina em
milho.

Tabela 3. Valores de recuperagéo (%) e coeficientes de variagéo (CV) obtidos para os trés niveis
de fortificagao.

AFB, 20 117 8,5 98 2,2 99 19,0
AFB, 20 99 1,7 99 9,8 99 14,8
AFG, 20 104 11,9 119 0,9 117 5,7
AFG, 20 21 15,3 28 16,8 28 25,5
FB, 1500 79 8,1 122 8,1 100 3,1
FB, 1500 91 17,4 76 17,3 116 1,7
NIV 3000 100 14,2 122 5,5 112 5,9
DON 3000 79 6,9 81 6,9 80 3,7
T-2 * 105 3,8 122 6,1 114 5,8
HT-2 * 120 11,8 102 11,3 90 11,4
OTA 20 115 7,1 101 11,9 84 11,6
ZEA 40 92 11,9 122 4,3 96 9,4
STC * 114 4,2 106 10,4 122 2,9

*Limite Maximo Tolerado néo estabelecido. (BRASIL, 2017)
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