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Introdugao

O amendoim é um grao importante para a alimentagéo
humana, tanto no consumo in natura, quanto em
alimentos processados. No entanto, € um dos cultivos
predispostos a contaminacgéo por aflatoxinas, que
pode ocorrer no campo e também durante o transporte
e armazenamento do produto (SUASSUNA, 2006). As
aflatoxinas s&o metabdlitos secundarios de fungos,
que provocam grandes perdas econdmicas na cadeia
produtiva agricola, representando, atualmente, risco
potencial para o agronegdcio brasileiro e para a

saude humana e animal. Dentre as micotoxinas, as
aflatoxinas recebem maior atengao, devido a sua
caracteristica marcadamente hepatocarcinogénica

e altamente toxigénica, quando comparada a outros
contaminantes (SCUSSEL, 1998). Diversos estudos
da International Agency for Research on Cancer
confirmaram a carcinogenicidade das aflatoxinas em
estudos realizados com animais (INTERNATIONAL
AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2002).

A demanda por analise de micotoxinas em alimentos
€ crescente, uma vez que a maioria dos paises
estabeleceu limites legais com o objetivo de
restringir a ingestdo dessas toxinas. Entretanto,

0 monitoramento de micotoxinas nos produtos
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agropecuarios depende da disponibilidade de métodos
analiticos sensiveis, eficientes e rapidos. A detecgao
de baixos niveis de micotoxinas em produtos agricolas
torna-se cada vez mais importante.

Varios métodos tém sido publicados com relagéo

a quantificagdo das micotoxinas por Cromatografia
Liquida. Estes variam, principalmente, quanto aos
tipos de solventes utilizados para extragdo e como
fase mével, colunas para a separagédo cromatografica
e limpeza da amostra e detectores, dependendo do
tipo de amostra e toxina a ser analisada (SCUSSEL,
1998). O objetivo deste trabalho foi comparar duas
colunas cromatograficas de diferentes tamanhos

de particula de fase estacionaria na detecgao de
aflatoxinas B1, G1, B2 e G2 em amendoim. Tais
colunas apresentavam diferentes tamanhos de
particula e especificidade de uso, sendo uma para
uso exclusivo em Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE, em inglés: High Performance
Liquid Cromatography - HPLC) e outra com particulas
tipo core shell, capazes de suportar as variagdes

de pressao proprias das duas técnicas: CLAE e
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE, em
inglés: Ultra Performance Liquid Cromatography -
UPLC).
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Material e métodos

Amostras de 25g de amendoim in natura
naturalmente contaminadas por aflatoxinas
(conforme analise prévia realizada no
Laboratorio de Micotoxinas da ESALQ/
USP, que disponibilizou a amostra) foram
extraidas com 100 mL de acetonitrila:agua
(84:16 v/v) em agitador Marconi® por

30 minutos. Apés filtragao, os extratos
foram purificados em coluna Mycosep®.

A detecgéo foi realizada em HPLC 140,00
acoplado ao detector de fluorescéncia em 120,00
comprimento de onda 364 nm de excitacdo 100,00

e 440 nm de emiss&o. Para aumentar a 80,00 |
fluorescéncia das aflatoxinas, foi realizada 60,00 |
derivatizagcao pds-coluna, utilizando-se uma

célula eletroquimica denominada Kobra 40,004
cell®. A quantificacéo foi realizada por 20,00 4
padronizagao externa, com base em curvas 0,00 |

de calibragao de 8 pontos, construidas de

modo independente para cada coluna. As

seguintes colunas cromatograficas foram 30,00
utilizadas para a separacgao das aflatoxinas:

25,00
Coluna A: C*®, 250 mm x 4,6 mm; 5,0 y
(XBridge® da Waters);

20,00

mV

Coluna B: C'® 100 mm x 4,6 mm; 2,4 u (BDS
Hypersil da Thermo Scientific). 15,00

As condicdes cromatograficas comuns para 10,00
ambas as colunas testadas foram: fase
movel composta de acetonitrila, metanol e
agua ultra-pura 15:20:65 (v/v/v) eluindo em
modo isocratico. As colunas foram mantidas
em forno a 40°C. Os parametros que
variaram para as duas colunas foram:

5,00

a) coluna A: fluxo de 0,8 mL/min, volume de
injecdo 40 uL e tempo de corrida de 25 min;

b) coluna B: fluxo de 1,1 mL/min, volume de
injecdo 5 uL e tempo de corrida de 10 min.

Resultados e discussao

cromatografica compativel obtida por meio de ambas as
colunas. A partir do calculo da resolugéo, considerando-
se os picos de G1 e B2, obtiveram-se os valores 1,04 e
1,11 para as colunas de 10 e 25 cm, respectivamente,
comprovando que foi mantida a qualidade da separagao
dos picos.
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Figura 1. Cromatogramas de analise de aflatoxinas B1, B2,
G1 e G2 em amendoim por CLAE em diferentes colunas (A
=50peB=24y).

Considerando-se a quantificagdo das aflatoxinas em
amostras de amendoim naturalmente contaminadas, os
niveis de aflatoxinas totais foram muito proximos, de 16,74
e 16,42 ug/kg para as analises realizadas pelas colunas A e
B, respectivamente (Tabela 1)

Tabela 1. Niveis de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 (expressos
em pg/kg) em amendoim analisado por meio das colunas A
e B.

Com base na comparagao dos
cromatogramas (Figura 1) obtidos a partir

(A)

(B)

das analises pelas colunas A e B, pode-
se observar que o tempo de retengao dos

quatro picos diminuiu em média 10 minutos.

A diminuicao do tempo de corrida, de 25
minutos na coluna A para 10 minutos na

coluna B, resultou na redugéo de 55% do

volume de fase maével utilizada para cada
corrida. Pode-se verificar ainda a qualidade

Aflatoxinas Coluna A (ug/kg)* Coluna B (pg/kg)*
B1 12,70 12,29
B2 1,86 1,88
G1 1,14 1,30
G2 1,03 0,95
TOTAIS 16,74 16,42

*média das duplicatas.
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A transigao da técnica de HPLC para UPLC é uma
tendéncia na area analitica e na quimica verde.
Conforme os resultados obtidos nesse trabalho, o uso
de colunas de particulas menores que 3 y (tipo core
shell), destinadas a ambas as técnicas, resultou em
economia de tempo e de reagentes, o que significa
otimizacao do trabalho do analista e reducao de custos
e de uso de recursos ambientais para a producao de
insumos, além de diminuir o descarte de residuos
gerados na analise.
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