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Introdugao

As micotoxinas sdo metabdlitos fungicos secundarios
altamente téxicos e carcinogénicos, que provocam
grandes perdas econémicas na cadeia produtiva agricola
e representam risco atual e potencial para o agronegécio
brasileiro e para a saude humana e animal. A crescente
preocupagao 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 destes contaminantes nos
alimentos representa, atualmente, um dos principais
entraves técnicos a comercializagéo dos produtos
agricolas no mercado internacional.

Entre as micotoxinas de maior ocorréncia nos
alimentos estdo as aflatoxinas (AFs), que s&o assim
designadas por serem produzidas principalmente por
fungos da espécie Aspergillus flavus. As aflatoxinas,
cujas estruturas quimicas séo mostradas na Figura 1,
ocorrem e exercem seus efeitos toxicos mesmo em
quantidades extremamente pequenas nos alimentos.
Por isso mesmo, a sua identificagdo e sua avaliagao
quantitativa geralmente requerem amostragem
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especifica e métodos de extragcéo e detecgao sensiveis
e eficientes. Estas micotoxinas estédo entre as mais
estudadas por apresentarem efeitos imunossupressores,
carcinogénicos, mutagénicos e teratogénicos, quando
comparados com outras micotoxinas (IARC WORKING
GROUP ON THE EVALUATION OF CARCINOGENIC
RISKS TO HUMANS, 2002).

Figura 1. Estruturas das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2.
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Os sintomas de intoxicagéo por aflatoxinas em varias
espécies de animais, incluindo mamiferos, séo
hipolipidemia, hipocolesterolemia e hipocarotenemia,
associados com esteatose hepatica e perda de peso.
Podem provocar cirrose, necrose do figado, proliferagao
dos canais biliares, sindrome de Reye (encefalopatia com
degeneragéo gordurosa do cérebro), hemorragia nos rins
e lesbes sérias na pele pelo contato direto. Além disso, os
produtos do seu metabolismo interferem com o sistema
imunoldgico tanto de humanos como de outros animais.
O tipo e intensidade do efeito toxico dependem de varios
fatores como espécie animal, idade, sexo e estado
nutricional (HUSSEIN & BRASEL, 2001).

Sendo assim, a avaliacdo das aflatoxinas e do risco
quimico associado a presenca destes contaminantes nos
alimentos é de extrema importancia. No Brasil, somente
a partir de 2011 passamos a ter legislagédo com os limites
maximos toleraveis de micotoxinas para a maioria dos
alimentos (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2011).

Em nosso estudo, foram avaliados e validados métodos
para trés produtos: a castanha-do-brasil, que envolve

uma cadeia produtiva de milhares de pessoas na regido
norte do pais; o milho, que é um item importante da dieta
da populagao brasileira e constitui um dos componentes
basicos principais das ragdes animais; e 0 amendoim, que
€ uma importante fonte de 6leo e de proteina de alto valor
nutricional, usado tanto para fins alimentares como em
diversas aplicagbes na industria quimica, farmacéutica,
cosmeética, entre outras.

Os graos de amendoim podem estar contaminados

por aflatoxinas que sao produzidas quando as plantas
sao submetidas a estresse hidrico ou ainda quando os
graos sdo armazenados em condi¢gdes inadequadas de
temperatura e umidade. A contaminagado do amendoim
por micotoxinas é decorrente de falhas no controle da
umidade e temperatura em todas as fases e etapas da
cadeia produtiva, propiciando condi¢des favoraveis para
o desenvolvimento dos fungos toxigénicos. As aflatoxinas
séo, portanto, o principal perigo identificado na cadeia
produtiva do amendoim.

A castanha-do-brasil € um dos principais produtos

da regiao norte do pais, cuja produgao esta voltada
principalmente para a exportagdo. E um produto
oriundo das areas Umidas da regiao amazénica, sendo
suscetivel a contaminagao por fungos cosmopolitas,
como Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus,
produtores de aflatoxinas. A obtencdo da castanha-do-
brasil € uma atividade exclusivamente extrativista, o que
contribui bastante para a contaminagao deste produto
em fungéo do tempo de coleta, manuseio, transporte e
armazenamento (PACHECO & SCUSSEL, 2006).

O milho é um dos cultivos mais predispostos
a contaminacgao por fungos toxigénicos e, por
consequéncia, por micotoxinas, que pode ocorrer no

campo, antes e ap0s a colheita, e também durante o
transporte e armazenamento do produto. No Brasil, as
condigdes climaticas sdo adequadas para a ocorréncia
de uma ampla gama de fungos toxigénicos e de
contaminagdes por micotoxinas (MAZIEIRO & BERSOT,
2010). Cabe ressaltar que o milho € um dos cereais que
compdem a base da dieta animal e a contaminacéo

por micotoxinas pode provocar alteragdes patoldgicas
nos animais, com implicagdes no seu desempenho
zootécnico.

Considerando o risco associado a presencga de aflatoxinas
em diferentes cadeias produtivas, torna-se necessario

0 monitoramento constante destes contaminantes

nos produtos agricolas. Para isso, sdo necessarios
métodos analiticos rapidos, com alta precisao, exatidao,
seletividade e sensibilidade, além de uniformidade, com
métodos oficiais que tenham abrangéncia internacional.

Dentro desse contexto, o método proposto neste trabalho,
implantado para as matrizes castanha-do-brasil, milho

e amendoim, envolve a extracao das aflatoxinas com
solvente organico, seguida de purificagéo através de
colunas de imunoafinidade ou de alumina, quantificagéo
por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
derivatizagao pds-coluna com o derivatizador Kobra-
Cell® (STROKA et al., 2000) e detecgdo por fluorescéncia
(CLAE/ Kobra-Cell®/DFL). A quantificagdo das aflatoxinas
¢ feita por padronizagio externa.

Método de Analise de Aflatoxinas em
Castanha-do-brasil, Milho e Amendoim

Preparo das Amostras

Castanha-do-brasil: as castanhas foram retiradas da
casca e trituradas em processador de alimentos com igual
massa de agua ultrapura, formando uma pasta;

Milho: as amostras foram trituradas em moinho de facas
ou processador de alimentos até homogeneizagéo e
obtengéao da farinha.

Amendoim: os graos de amendoim foram retirados
da casca e triturados em processador de alimentos até
homogeneizagéo do produto com a obtengéo de uma
farinha.

Extragado
Amostras de castanha-do-brasil

Cerca de 100 g da pasta de castanha foram pesados em
recipiente de vidro préprio do homogeneizador/dispersor
de alta rotacdo Omni Mixer®, onde foram adicionados 5
g de cloreto de sodio, 200 mL de metanol (grau HPLC)
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e 100 mL de hexano (grau HPLC). A mistura foi agitada
por 3 minutos a 800 rpm e depois filtrada em papel de
filtro rapido seguido de filtragdo em membrana de PTFE
utilizando sistema de véacuo.

Amostras de milho e amendoim

Cerca de 25 g de amostra da farinha (milho ou
amendoim) foram pesados em recipiente de vidro proprio
do homogeneizador/dispersor de alta rotagdo Omni
Mixer®, onde foram adicionados 100 mL de solugdo de
acetonitrila (grau HPLC) / agua ultrapura (84:16 v/v).

A mistura foi agitada por 3 minutos a 800 rpm e depois
filtrada em papel de filtro rapido.

Purificagao
Amostras de castanha-do-brasil

10 mL do filtrado foram transferidos para erlenmeyer onde
foram adicionados 60 mL de tamp&o PBS. A solugao foi
passada pela coluna de imunoafinidade AFLAPREP P07
da R-Biopharm, instalada no Manifold, usando fluxo de 2
mL/min. Em seguida, a coluna foi lavada com 15 mL de
agua deionizada e seca com ar; foram adicionados 2 mL
de metanol na coluna, e, apdés 2 min de permanéncia,
eluiram-se as aflatoxinas com fluxo de 2 mL/min usando
o sistema de vacuo; esta solugéo contendo as AFs foi
entdo evaporada sob fluxo de nitrogénio, em banho-maria
a 40°C, e ressuspensa em 3 mL de MeOH (grau HPLC) :
H,O ultrapura (2:3).

Amostras de milho e amendoim

5 mL do filtrado (extrato) foram transferidos para o tubo
de vidro proprio da coluna Mycosep® 224 da Romerlabs.
A coluna foi introduzida no tubo com a solugao forgando
a filtragdo do extrato. Foram retirados 2 mL do eluato;
esta solugdo contendo as AFs foi evaporada sob fluxo de
nitrogénio, em banho-maria a 40°C, e ressuspensa em 3
mL de MeOH (grau HPLC) : H,O ultrapura (2:3).

Quantificagao usando o Sistema Clae/
Kobra-Cell®/DFL

Curva Analitica

Partindo de uma solugéo padrao certificada contendo

as quatro aflatoxinas, foram preparadas solugdes com
concentragoes diferentes das AFs para os sete pontos da
curva.

As concentragdes das curvas analiticas para B1 e G1
variaram na faixa de 0,0004 a 0,030 ug/mL, enquanto que
para B2 e G2 a faixa foi de 0,0002 a 0,015 ug/mL.

no Sistema Cromatografico CLAE/ Kobra-Cell®/DFL

Sistema CLAE/ Kobra-Cell®/DFL

As aflatoxinas foram analisadas em um sistema
cromatografico fabricado pela Waters, composto

de injetor automatico WAT717, bomba quaternaria
WAT®600, desgaseificador online, forno de colunas
mantido a 40 °C e detector de fluorescéncia WAT2475.
O derivatizador poés-coluna Kobra-Cell® da R-Biopharm
foi colocado entre a saida da coluna e a entrada do
detector de fluorescéncia.

Parametros Cromatograficos

Coluna cromatografica: X-Terra® RP18 (Waters), 5 um,
(4,6 x 150 mm);

Fase movel: fase ternaria composta por acetonitrila/
metanol/agua ultra-pura na proporgao (15:20:65 v/v)
contendo 198 g/L de KBr e 585 L da solugdo de HNO,
4 M;

Fluxo: 0,8 mL/min em modo isocratico;

Detector de fluorescéncia: excitagdo - 360 nm e
emissao - 440 nm;

Volume de injegdo: 40 L.

Ensaios de Recuperagao

Foram conduzidos ensaios de recuperagéo em trés
niveis de contaminagéo, utilizando a solugao padrao
com o mix das quatro aflatoxinas, conforme descrito a
seguir, com sete replicatas em cada nivel. As amostras
de castanha-do-brasil, de milho e de amendoim usadas
nestes ensaios estavam isentas de micotoxinas, e
foram utilizados os mesmos procedimentos de preparo
de amostra, extragéo, purificagao e quantificagéo
empregados para as amostras pelo sistema CLAE/
Kobra-Cell®/DFL. Os niveis de contaminagéo aplicados
estéo descritos a seguir:

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

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

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

Em cada analise, a concentragao encontrada para
cada aflatoxina foi comparada a quantidade tedrica
adicionada em cada nivel de fortificagéo para efeito do
calculo da porcentagem de recuperacgao.
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Avaliagao do Método de Analise

O cromatograma obtido para a andlise das quatro
aflatoxinas utilizando-se o derivatizador pds-coluna
Kobra-Cell® estd mostrado na Figura 2. A ordem de
eluicdo observada é AFG2, AFG1, AFB2 e por ultimo
a AFB1. Convém ressaltar que a eluigao é diferente
daquela observada no método onde se fazia a pré-

derivatizagao por acido trifluoroacético off-line (ANJOS et
al., 2009; BORGUINI et al., 2009).

A validagao de um procedimento analitico tem
como objetivo a comprovacéo de que o método a
ser utilizado é apropriado a finalidade para a qual

foi desenvolvido, fornecendo resultados confiaveis,
precisos e reprodutiveis. Os parametros considerados
neste trabalho incluem a linearidade (coeficiente de

correlagéo), a porcentagem de recuperagao e os limites
de quantificagcao e de deteccao.

A linearidade do método, avaliada para uma determinada
faixa de trabalho que corresponde ao intervalo de
concentragdes do analito usadas na composi¢ao da
curva de calibragdo, deve apresentar coeficiente de
correlagéo (R?) maior que 0,9. As curvas analiticas
obtidas para as aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, com

seus respectivos coeficientes de correlagéo (R?), se
encontram na Figura 3.
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Figura 2. Cromatograma da solugéo padréo de aflatoxinas
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Figura 3. Curvas analiticas das aflatoxinas B1, B2, G1 e
G2 obtidas no sistema CLAE/Kobra-Cell®/DFL.

usando sistema cromatografico CLAE/Kobra-Cell®/DFL

Os valores obtidos de R? para as quatro aflatoxinas foram
maiores que 0,996, o que demonstra que o método
proposto apresenta boa linearidade das curvas obtidas
para a faixa de concentragdes avaliada.

Outro parametro importante na validagdo de um método é
a percentagem de recuperacao. Este valor corresponde a
razéo entre a quantidade do analito adicionada a amostra
e quantificada pelo método analitico e a quantidade
tedrica adicionada a matriz antes do procedimento. Os
valores médios de recuperagao obtidos para as quatro
aflatoxinas analisadas pelo presente método nas matrizes
castanha-do-brasil, milho e amendoim se encontram,
respectivamente, nas Tabelas 1, 2 e 3. Os coeficientes de
variagao obtidos para as sete replicatas em cada ensaio
foram inferiores a 20%. Os resultados de recuperagéo
encontrados estdo de acordo com as recomendagdes

da Unido Europeia (METHOD..., 2012) onde a faixa de
aceitacéo é de 70 a 120%.
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Tabela 1. Porcentagens (%) de recuperagao de aflatoxinas
em castanha-do-brasil para trés niveis de contaminagao; os

valores apresentados representam a média de sete replicatas

Aflatoxina Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Média

B1 97 96 98 97
B2 97 92 97 95
G1 95 99 97 97
G2 98 87 82 89

no Sistema Cromatografico CLAE/ Kobra-Cell®/DFL | 5

Tabela 4. Limites de deteccao e de quantificagéo
das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 do método em
estudo

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

Tabela 2. Porcentagens (%) de recuperagéo de aflatoxinas
em milho para trés niveis de contaminagao; os valores
apresentados representam a média de sete replicatas

Aflatoxina  Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Média

B1 83 95 92 90
B2 99 82 100 94
G1 96 92 101 96
G2 99 87 89 92

Tabela 3. Porcentagens (%) de recuperacéo de aflatoxinas
em amendoim para trés niveis de contaminagao; os valores
apresentados representam a média de sete replicatas

Aflatoxina  Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3  Média
B1 87 96 92 92
B2 95 92 102 96
G1 98 95 98 97
G2 102 93 89 95

Limites de Detecgcao e de Quantificagao

Os limites de deteccao (LD) e de quantificagdo (LQ) séo as
menores concentragdes do analito que se pode detectar
e quantificar, respectivamente, com precisao e exatidao.

Quando se utilizou o sistema CLAE/Kobra-Cell®/DFL, o célculo

dos limites de deteccao e de quantificagao foi feito utilizando
a relacdo sinal/ruido, onde é aceita a razéo 3:1 e 10:1 para o
LD e LQ, respectivamente. Para se estabelecer estes limites
foi usada a menor concentragdo de cada uma das quatro
aflatoxinas, capaz de fornecer um pico que tenha trés ou
dez vezes a amplitude do sinal de ruido. Os ensaios foram

feitos em triplicata para cada concentracao testada, sendo os

resultados obtidos apresentados na Tabela 4.

Consideragoes Finais

O método proposto para analise de aflatoxinas,
empregando a analise por CLAE/Kobra-Cell®/DFL,
demonstrou ser adequado para todas as matrizes
estudadas — castanha-do-brasil, milho e amendoim
— considerando os parametros de desempenho
avaliados. O tempo de execugédo do método foi
melhorado usando-se procedimentos de extragao e
purificagdo especificos.

O uso de um detector seletivo e sensivel como o
detector de fluorescéncia permitiu a obtencao de
cromatogramas onde a presenca de interferentes nao
prejudica a quantificagdo dos analitos nas amostras.
A seletividade do método foi assegurada tanto
pelo uso de colunas de imunoafinidade, como pela
utilizagdo dos comprimentos de onda de emisséo e
de absor¢ao no detector de fluorescéncia especificos
para as aflatoxinas. Observou-se comportamento
linear das quatro curvas analiticas na faixa de
trabalho do método para as quatro aflatoxinas,
refletido nos valores de R?; os limites de detecgao
e de quantificagédo obtidos atendem aos requisitos
de qualidade recomendados pela Unidao Europeia.
Os ensaios de recuperagao das quatro aflatoxinas
estao dentro da faixa aceitavel (70 a 120%) com LQ
situados na faixa de 0,08 a 0,13 ug/kg indicando
que este método é adequado para a quantificagéo
de concentragdes baixas destas micotoxinas em
amostras de castanha-do-brasil, milho e amendoim.
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