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Introducao

O milho é um cereal relevante tanto para alimentacao
animal quanto humana. A importancia sécio-econémica
do milho como ingrediente essencial da dieta
evidencia-se pela participacdo em mais de 500
produtos alimenticios. O milho sobressai em relacao a
outros cereais pela sua maior diversidade de
aplicacdes, que vai desde planta forrageira/racéo a
alimento humano. Adicionalmente, a distribuicao
global, baixo custo, elevado nimero de cultivares e as
suas propriedades biolégicas e industriais geram
centenas de derivados. Cerca de 70% da producao
mundial se destina a alimentacdao humana e animal. Do
milho produzido no Brasil, entre 70% a 80% se
destina as industrias de racao, enquanto que o
consumo humano absorve apenas 1,6% do total
produzido. Enfim, o consumo industrial, excetuando o
setor de ragcdes animais, mantém um consumo anual
médio ao redor de 4,5 milhdes de toneladas (BRUM;
LUFT, 2008).

O Brasil foi, em 2007, o terceiro produtor mundial de
milho, com um total de cerca de 51 milhoes de
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toneladas, seguindo os Estados Unidos e a China
(IBGE, 2008). Devido as condicdes climaticas e ao
atual cenario econdmico favoravel, a cultura do milho
estd em expansao nas principais regides produtoras,
sul, sudeste e centro-oeste do Brasil. No entanto, o
milho é um dos cultivos mais predispostos a
contaminacao por fungos produtores de micotoxinas,
que pode ocorrer no campo, antes e apoés a colheita, e
também durante o transporte e armazenamento do
produto. As micotoxinas sdo metabdlitos fungicos
secundarios altamente téxicos e carcinogénicos, que
provocam grandes perdas econémicas na cadeia
produtiva agricola, representando, atualmente, risco
potencial para o agronegdcio brasileiro e para a saude
humana e animal. A crescente preocupacdo com a
inocuidade e a qualidade dos produtos agricolas tem
levado os paises importadores a serem mais exigentes
quanto a seguranca dos alimentos. A presenca desses
contaminantes representa, atualmente, um dos
principais entraves técnicos a comercializacao dos
produtos agricolas no mercado internacional.

As aflatoxinas foram descobertas ha mais de 30 anos
e tém sido tema de muitas pesquisas. Em condicées
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apropriadas, Aspergillus flavus ou A. parasiticus
podem se desenvolver no milho, amendoim, castanha-
do-brasil e muitos outros produtos de base, podendo
produzir as micotoxinas. Essas sdo metabdlitos de
elevado potencial carcinogénico, mutagénico e
teratogénico, que interferem no funcionamento do
sistema de imunidade. Elas ocorrem e exercem seus
efeitos téxicos em quantidades extremamente
pequenas nos alimentos. Por isso, a identificacao e
avaliacao quantitativa geralmente requerem
amostragem especifica, além de métodos de extracao
e deteccao sensiveis e eficientes.

O método aqui proposto, implantado para a matriz
milho, envolve a extracao das aflatoxinas (AFs) — B1,
G1, B2 e G2 - com solvente organico seguida de
purificacao através de colunas de purificacao
Mycosep® e derivatizacdo com acido trifluoroacético
(WILSON; ROMER, 1991). A quantificacao é feita por
padronizacao externa em sistema de cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia
- CLAE/DF.

Metodologia Desenvolvida
Anélise das aflatoxinas
PREPARO DA AMOSTRA

As amostras foram trituradas em processador de
alimentos até homogeneizacdao completa do produto.

EXTRACAO

Foram pesadas cerca de 25g da amostra em
recipiente de vidraria prépria do homogeneizador/
dispersor de alta rotacdo Omni Mixer®, onde se
adicionou 100mL da mistura acetonitrila (grau HPLC):
agua 84:16 (v/v). A mistura foi agitada por 3 minutos
a 800rpm e depois filtrada em papel quantitativo de
filtracao rapida.

PURIFICACAO

Foram transferidos 8mL do filtrado para o tubo de
vidro proprio da coluna Mycosep®. A coluna foi
introduzida no tubo com a solucado. Foram retirados
4mL do eluato e evaporados a secura, sob atmosfera
de nitrogénio, em banho-maria a 40°C. A seguir,
ressuspendeu-se com O0,6mL de acetonitrila e
transferiu-se para frasco onde foram adicionados
1,2mL do agente derivatizante.

DERIVATIZA CAO DAS AFLATOXINAS

As aflatoxinas foram convertidas em seus

hemiacetais pela mistura derivatizante - 4gua: acido
trifluoracético: acido acético 7:2:1 (v/v) com
aguecimento a 65°C por 8,5min. A seguir esta solucao
foi analisada no sistema CLAE/DF.

Quantificacao usando o sistema CLAE/DF
CURVA PADRAO

Partindo de uma solucao padrao certificada contendo
as quatro aflatoxinas, foram preparadas cinco
solucdes com concentracdes diferentes das AFs para
os sete pontos da curva. Uma aliquota de O,3mL da
cada solucao foi transferida para os frascos de
derivatizacao onde foram acrescentados 0,6mL do
agente derivatizante, sendo aquecido a 65°C por
8,5min. As concentracdes nas curvas de calibracao
para B1 e G1 variam na faixa de 0,0004 a 0,0203ug/
mL, enquanto que para B2 e G2 situam-se de 0,0002
a 0,0103 pg/mL.

Sistema CLAE/DF

Utilizou-se um sistema cromatografico Waters,
composto de amostrador automatico WAT717, bomba
quaterndria WAT600, degasser, forno de colunas a
40°C e detector de fluorescéncia WAT2475.

PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

Coluna cromatografica - X Terra® RP 18, (4,6 x
150mm; 5um);

Fase mével - fase ternaria composta por acetonitrila,
metanol e dgua ultra-pura com fluxo de 1,2mL/min em
modo gradiente de acordo com o quadro abaixo:

Tempo (min) | % Acetonitrila| % Metanol % Agua
10 10 80
3 25 15 60
8 25 15 60
8,1 10 10 80

Detector de fluorescéncia: & ex- 360nm e é em-
440nm;
Volume de injecdo - 10uL.

ENSAIOS DE RECUPERACAO

Foram conduzidos ensaios de recuperacao em trés
niveis de contaminacao com sete replicatas em cada
nivel. Nestas andlises foram usados os procedimentos
descritos para o modo de preparo e extracao seguidos
da quantificacao pelo sistema CLAE-DF. Os niveis de
contaminacao aplicados estao descritos a seguir:

1) nivel 1: para as aflatoxinas B1 e G1 - 2,0ug/kg e
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para B2 e G2 - 1,0ug/kg;

2) nivel 2: para as aflatoxinas B1 e G1 - 4,0ug/kg e
para B2 e G2 - 2,0ug/kg;

3) nivel 3: para as aflatoxinas B1 e G1 - 8,0ug/kg e
para B2 e G2 - 4,0ug/kg;

Em cada anélise, a concentracdo encontrada para
cada aflatoxina é comparada a quantidade tedrica
adicionada em cada nivel de fortificacao para efeito do
calculo da percentagem de recuperacao.

Avaliacdo do método de anélise proposto

O cromatograma obtido para a anélise da solucao
padrao das quatro aflatoxinas estd mostrado na Fig. 1.
Pode-se observar que os quatro analitos apresentam
uma 6tima resolucao cromatogréafica com as
condicdes cromatograficas aplicadas.
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Fig.1: Cromatograma da solucao padrao de aflatoxinas
usando as condicdes descritas para o sistema CLAE-
DF

A validacao de um procedimento analitico tem como
objetivo a comprovacao de que o método a ser
utilizado é apropriado a finalidade para o qual foi
desenvolvido. Os pardmetros considerados neste
trabalho incluem a linearidade (coeficiente de
correlacdo), a taxa de recuperacao e os limites de
quantificacao e de deteccao.

A linearidade do método, avaliada para uma
determinada faixa de trabalho, corresponde ao
intervalo de concentracoes do analito usadas na
composicdo da curva de calibracao e deve,
obrigatoriamente, apresentar coeficiente de correlacao
(R?) adequado. A construcao das quatro curvas
analiticas para as aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 por
meio do método de ajuste pelos minimos quadrados,
permite a quantificacdo de cada aflatoxina e deve,
obrigatoriamente, apresentar linearidade. As curvas
obtidas, com seus respectivos coeficientes de
correlacdo (R?), encontram-se na Fig. 2.
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Fig. 2: Curvas de calibracéo das aflatoxinas B1, B2,
G171 e G2 obtidas no sistema CLAE-DF

Os valores obtidos para R? para as quatro aflatoxinas
(0,998) demonstram a linearidade das curvas obtidas.
Assim, a faixa de trabalho do método, que
corresponde ao intervalo de concentracdes de cada
analito usado na composicao da curva de calibracao, é
linear e pode ser usada para quantificacao.

Outro pardmetro importante na validacao de um
método é a percentagem de recuperacao. Este valor
corresponde a razdo entre a quantidade do analito
adicionada a amostra e quantificada pelo método
analitico e a quantidade tedrica adicionada a matriz
antes do procedimento. As médias das recuperacoes
obtidas das sete replicatas para as quatro aflatoxinas
analisadas pelo presente método encontram-se na
Tabela 1.

Os valores encontrados estdo dentro do valor
recomendado pelo regulamento (CE) n°® 401/2006 da
Unigo Européia (COMISSAO DAS COMUNIDADES
EUROPEIAS, 2006): 70 a 110%, para concentracdes
entre 1 a 10ug/kg.

Tabela 1: Taxas de recuperacao das aflatoxinas em
milho para trés niveis de contaminacao.

Aflatoxina Nivel 1 * Nivel 2* Nivel 3 *
Bl 84% 98% 96%
B2 99% 80% 109 %
Gl 91% 98% 105 %
G2 100% 83% 77%

*os valores apresentados representam a média de
sete replicatas

Neste estudo os limites de deteccéao (LD) e
quantificacao (LQ) foram calculados utilizando dados
de regressao da curva de calibracao calculada pela
ferramenta Regresséao disponivel no software Excel
(MS Office).

O erro padrao da curva foi calculado e este valor
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usado para o calculo dos limites de deteccao (LD) e de
quantificacao (LQ), sendo LD =3s/b e LQ=10s/b, onde
s é o desvio (erro padrao) e b é o coeficiente angular
da reta. Os valores calculados destes limites estdo na
Tabela 2.

Tabela 2: Valores de LD e de LQ das aflatoxinas B1,
B2, G1 e G2 para o método em estudo

Aflatoxina LD (ug/kg) LQ (ng/kg)
B1 0,04 0,13
B2 0,02 0,08
G1 0,03 0,10
G2 0,03 0,11

O método proposto para andlise de aflatoxinas
empregando extracao com acetonitrila e posterior
andlise por CLAE-DF demonstrou ser adequado para a
matriz milho, além de ser de execucao relativamente
simples. O uso de um detector seletivo e sensivel
como o detector de fluorescéncia e a aplicacao de um
gradiente de forca da fase mével permitiu a obtencao
de cromatogramas onde a presenca de interferentes
nao prejudicou a quantificacdo dos analitos nas
amostras. Observou-se comportamento linear para as
quatro curvas na faixa de trabalho do método e os
limites de deteccéo (LD) e de quantificacédo (LQ)
obtidos sao apropriados e possibilitam a quantificacao
dessas micotoxinas em baixas concentracdes.
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