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RESUMO

TEIXEIRA, Alessandra da Silva. Adequacio e apresentacdo de parametros de
validacdo intralaboratorial de um ensaio para a quantificacio de Aflatoxinas em
Castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa Bonpl.) através de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia. 2008. p. 57. Dissertagdo de Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos. Instituto de Tecnologia, Departamento de Tecnologia de Alimentos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

As aflatoxinas sdo metabolitos secundarios produzidos por fungos do género Aspergillus,
sobretudo Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus. Sao conhecidos, atualmente, 17
compostos similares designados pelo termo aflatoxinas, porém, os principais tipos de
interesse médico-sanitario sdo identificados como AFB;, AFB,, AFG; ¢ AFG,. Devido ao
potencial risco a saude humana, os niveis de aflatoxinas sdo monitorados em muitos
paises. Mais de 50 paises ja estabeleceram niveis maximos de contaminag¢ao em alimentos
e ragdes animais. Portanto, para o controle e monitoramento eficientes dos alimentos
susceptiveis a contaminagdo sao necessarias técnicas analiticas com sensibilidade,
especificidade, rapidez, facilidade de uso, exatiddo e precisdo. No presente trabalho foi
realizada a adequagdo de um ensaio analitico constituido por uma extragdo baseada no
método preconizado por RODRIGUEZ AMAYA e VALENTE SOARES (1989), seguida
de quantificacdo por CLAE, para a determinacao das aflatoxinas AFB;, AFB,, AFG; e
AFG,, em amostras de castanha-do-brasil fortificadas. As amostras foram contaminadas
com 5,3 pgllg' de AFGy; 6,9 pglRg' de AFB;; 4,8 uglikg' de AFG; e 5,0 pglg' de
AFB,. Foram determinados os seguintes parametros de validacdo encontrados para o
ensaio desenvolvido: Seletividade, Recuperagdo, Linearidade da Curva de Calibragao,
Limite de Detec¢do, Limite de Quantificagdo, Efeito de Matriz, Robustez e Precisao,
através do Desvio Padrao Relativo (DPR). Realizou-se também a comparag¢ao de métodos
de extracdo e de quantificacdo das aflatoxinas AFB,, AFB,, AFG; e AFG; usando
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE). Foi feita andlise de variancia de Tukey a 5% de significancia entre os 4 métodos
testados e calculada a recuperagdo dos mesmos. Os valores de recuperagdo para AFGy,
AFB,, AFG, e AFB, foram de 101,89; 100,25; 86,63 e 93,42%, respectivamente. A
metodologia constituida por extracdo pelo método modificado baseado no método
preconizado por RODRIGUEZ AMAYA e VALENTE SOARES (1989), seguida de
quantificagdo por CLAE, foi aquela que mostrou melhores resultados de recuperagao,
revelando-se estatisticamente melhor que as demais metodologias testadas. A curva de
calibracdo apresentou coeficientes de correlacdo variando entre 00,9936 ¢ 0,9997,
confirmando a sua linearidade, o Limite de Deteccdo determinado foi de 0,263; 0,345;
0,241 € 0,254g/[Rg" de amostra para AFB,, AFB,, AFG, ¢ AFG,, respectivamente.

Palavras-chave: aflatoxinas, castanha-do-brasil, cromatografia liquida de alta eficiéncia,
validagao, toxicologia, controle de qualidade.
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ABSTRACT

TEIXEIRA, Alessandra da Silva. Adequacy and presentation of parameters of
intralaboratorial validation of an assay for the Aflatoxin in brazil nut through the
High Performance Liquid Chromatography. 2008. p. 57. Dissertation, Master in
Science and Technology for Food. Instituto de Tecnologia, Departamento de Tecnologia
de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

The aflatoxins are secondary metabolitos produced by fungi of the Aspergillus sort, over
all for Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus and in lesser amount for Aspergillus
nomius. They are known, currently, 17 similar composites assigned by the term
aflatoxins, however, the main types of interest doctor-bathroom are identified as AFBI,
AFB2, AFG1l and AFG2. Had to the potential risk to the health human being, the
aflatoxin levels are monitored in many countries. More than 50 countries already had
established maximum levels of contamination in foods and animal rations. However, for
the efficient control and monitoramento of susceptiveis foods to the contamination they
are necessary analytical techniques with sensitivity, specificity, rapidity, easiness of use,
exactness and precision. In the present work an analytical assay consisting by an extration
based on the method praised for RODRIGUEZ AMAYA & VALENTE SOARES (1989)
was developed, followed of quantification for CLAE, for the determination of aflatoxins
AFB,, AFB,, AFG, and AFG,, in samples of chestnut-do-Brazil artificially contaminated.
The samples had been with 5,3 pg/ kg of AFG1, 6,9ug/ kg of AFB1, 4,8ug/ kg of AFG2
e 5,0ug/ kg of AFB2.The following found parameters of validation for the developed
method had been determined: Selectivity, Recovery, Linearity of the Curve of
Calibration, Limit of detention, Limit of Quantification, Effect of Matrix, Robustness and
Precision, through the Shunting line Relative Standard (RSDr). The comparison of
methods of extration and quantification of aflatoxins AFB,, AFB,, AFG, and AFG; using
Thin Layer Chromatography (TLC) and and High performance Liquid Chromatography
(HPLC). Analysis of variance of Tukey was made 5% significance between the 4 tested
methods and calculated the recovery of the same ones. The values of recovery had been
of 101,89; 100,25; 86,63 and 93.42%, respectively for AFG1, AFB1, AFG2 and AFB2.
The methodology consisting of extration for the method modified based in the method
praised for RODRIGUEZ AMAYA & VALENTE SOARES (1989), followed of
quantification for CLAE, was that one that it showed better resulted of recovery, showing
statistical better that the too much tested methodologies. The calibration curve presented
correlation coefficients varying between 0,9936 and 0,9997, confirming its linearity, the
Limit of Detention defined was of 0,263; 0,345; 0,241 and 0,254ug/Kg", respectively.

Keywords: aflatoxins, brazil nuts, high performance liquid chromatography, validation,
toxicologia, quality control.
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1 INTRODUCAO

As micotoxinas constituem-se em um grupo de compostos toxicos
produzidos por fungos que crescem sob condigdes favoraveis em substratos organicos
variados. Cereais e sementes oleaginosas sdo freqiientemente expostos a contaminagdo
fingica e por sua vez por seus metabolitos secunddrios, durante a colheita,
armazenamento e industrializagao.

As aflatoxinas sao metabdlitos secundarios produzidos por fungos do género
Aspergillus, sobretudo Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus. S3o passiveis de
causarem efeitos toxicos em animais ¢ humanos. A exposicao por ingestao de aflatoxinas
pode levar ao desenvolvimento de sérias condigdes clinicas que variam
consideravelmente dependendo da espécie animal, dose, estado nutricional, idade e
género. Sao conhecidos, atualmente, 17 compostos similares designados pelo termo
aflatoxinas, porém, os principais tipos de interesse médico-sanitario sao identificados
como AFB,, AFB,, AFG, ¢ AFG,. A aflatoxina AFB, é a que apresenta maior poder
toxigénico, seguida de AFG,, AFB, ¢ AFG..

Os fungos toxigénicos podem desenvolver-se nos alimentos durante a sua
produgdo, processamento, transporte ou estocagem e, uma vez produzidas, as aflatoxinas
podem ser ingeridas, inaladas ou absorvidas pela pele, causando patologias e morte do
homem ou de animais. Sao altamente mutagénicas, carcinogénicas e teratogénicas. Dentre
as condi¢des favoraveis para a producdo de aflatoxinas, destacam-se a temperatura, a
atividade de agua e o teor de umidade, o pH, a composi¢ao quimica do alimento, a taxa de
oxigenagdo, o periodo de armazenagem, o grau de contaminagdo fingica, as condigdes
fisicas dos graos ou sementes e a interacdo microbiana. Os fungos desenvolvem-se em
produtos cuja atividade de agua varia de 0,65 a 0,90 unidades de aw e teor de umidade
dos graos na faixa de 14 a 22 %. No que se refere a atividade de 4gua, o minimo para o
desenvolvimento dos fungos toxigénicos ¢ de 0,76 unidades de aw. Portanto, quando
possivel, os alimentos devem estar abaixo destas faixas para serem considerados seguros.

Devido ao potencial risco a satde humana, os niveis de aflatoxinas sdo
monitorados em muitos paises. Mais de 50 paises ja estabeleceram niveis méaximos de
contaminagdo em alimentos e ragdes animais. O controle das aflatoxinas ¢ atualmente
realizado através dos processos de controle de qualidade de alimentos e procedimentos
reguladores.

Os produtos mais afetados pelas aflatoxinas sao: amendoim e subprodutos, milho,
farelo de algoddo, castanhas em geral, sementes oleaginosas, feno, sorgo e feijao.

A castanheira-do-brasil (Bertholletia excelsa) ¢ uma das mais importantes arvores
amazodnicas conhecidas e sua exploragdo tem um papel fundamental na organizagio
socio-econdmica de grandes areas extrativistas da floresta. A colheita e o beneficiamento
das sementes constitui importante atividade econdmica das populagdes amazonicas. As
sementes da castanha-do-brasil sdo objeto de intenso comércio, tendo cotagcdo nas bolsas
mundiais sob as designacdes de Brazil nuts ou Para nuts. E exportada para Inglaterra,
Franga, Alemanha, Estados Unidos e Japao.

Embora o produto seja um dos componentes da renda de mais de 15 mil familias
na regido norte do Brasil, a presenca da toxina, além de ser um risco a saide da
populacdo, prejudica o desenvolvimento de alimentos que agregam valor a matéria-prima,
como farinhas de grande valor protéico e 6leos finos. A améndoa, além de ser muito



caldrica, ¢ rica em selénio, um elemento de grande importancia a saude do homem,
quando atua em conjunto com a vitamina E, as células de todo o organismo ficam
protegidas contra danos oxidativos. A castanha-do-brasil possui também calcio, fosforo,
magnésio, potassio, cobre e as vitaminas A, B1, B2 e C, além de proteinas. O consumo do
produto ¢ feito de forma In Natura e através de derivados, como biscoitos, farinha,
pacoca e 6leo.

Uma vez que a presenca do fungo ndo implica necessariamente na presenca de
toxinas, as determinagdes analiticas sdo necessarias para fiscalizagdo, monitoramento e
pesquisa. Porém, para o controle e monitoramento eficientes dos alimentos susceptiveis a
contaminagdo sdo necessarias técnicas analiticas com sensibilidade, especificidade,
rapidez, facilidade de uso, exatiddo e precisdo. A distribuicdo ndo uniforme das
aflatoxinas nos lotes contaminados, baixas concentragcdes em alimentos, matrizes
complexas com muitos interferentes, necessitando de uma fase de limpeza e a natureza
variada das amostras, as quais requerem diferentes procedimentos na extragao, sao alguns
dos fatores que contribuem para a falta de exatidio de resultados analiticos para
micotoxinas, dificultando este tipo de analise. As técnicas mais usadas para a
quantificagdo de micotoxinas sdo as cromatograficas, incluindo Cromatografia em
Camada Delgada (CCD), Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG/MS). A mais simples ¢ a
CCD, porém os outros métodos t€m maior sensibilidade e precisao.

Portanto, a necessidade de decisdes rapidas leva ao desenvolvimento de novos
métodos de triagem e com vistas ao conhecimento de micotoxinas em alimentos, estudos
visando aprimorar a metodologia para sua deteccdo e quantificacdo sdo sem duvida
necessarios.

Desta forma, o presente trabalho teve os seguintes objetivos: (a) Desenvolvimento
de um método analitico para a determinagdo de aflatoxinas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia em castanha-do-brasil; (b) Comparacgdo entre as técnicas de quantificagdo
de aflatoxinas por CCD com quantificagdo visual e CLAE, em amostras de castanha-do-
brasil artificialmente contaminadas; (c) Apresentacdo dos pardmetros de validacao
encontrados para o método desenvolvido: Seletividade, Recuperacao, Linearidade da
Curva de Calibracao, Limite de deteccdo, Limite de Quantificacdo, Efeito de Matriz,
Robustez e Precisao, através do Desvio Padrao Relativo (DPR).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Micotoxinas

As micotoxinas sdo um grupo de metabdlitos secundarios produzidos por alguns
fungos que sdo toxicos para seres humanos e animais, 0s quais nao sao necessarios para o
crescimento e provavelmente possuem a funcao de limitar a competicao, podendo ainda
estar associadas a mudangas na natureza fisica do alimento no sabor, odor e aparéncia
(BOEING, 1999). O termo micotoxinas deriva da palavra grega Mikes, que significa
fungo, e da palavra latina toxicum, que significa veneno (SCUSSEL, 1998).

As toxinas destes fungos podem estar contidas nos esporos e micélios, ou serem
excretadas como exotoxinas no substrato de crescimento (COLE; COX, 1981).

A exposi¢ao humana a micotoxinas pelo consumo de alimentos contaminados €
questdo de saude publica no mundo todo (BRERA et al., 1998). Além do que, sdo
enormes os prejuizos economicos que elas causam em toda a cadeia de producao, desde a
producdo primaria, passando pelos processadores e comerciantes de alimentos. Essas
toxinas sao responsaveis por prejuizos de milhdes de dolares anuais em satide humana,
animal e produtos agricolas (HUSSEIN; BRASEL, 2001). A Organizacdo Mundial para a
Alimentacdo e Agricultura (FAO), estimou entre 5 e 10 % o total de alimentos perdidos
no mundo anualmente por fungos e micotoxinas e que 40% da reducdo na expectativa de
vida em paises pobres esta relacionada com a existéncia de micotoxinas na dieta destas
populacdes (FAO, 2006). Em 1993, a Agéncia Internacional para pesquisa do cancer da
Organiza¢ao Mundial da Satde (WHO — IARC 1993), avaliou o potencial cancerigeno de
algumas micotoxinas, entre elas as aflatoxinas, as ocratoxinas, os tricotecenos, a
zearalenona e as fumonisinas. Nesta avaliacdo, somente as aflatoxinas foram classificadas
como cancerigenos para humanos (grupo 1), enquanto as ocratoxinas ¢ as fumonisinas
foram classificadas como possiveis agentes cancerigenos (grupo 2B). Tricotecenos e
zearalenona, no entanto, ndo estdo classificados como carcindgenos humanos. Dai a
importancia e preocupagdo maior para as aflatoxinas. Algumas micotoxinas sao
importantes em alimentos, entre elas as aflatoxinas, ocratoxina A, zearalenona,
fumonisinas, patulina e verruculogeno.

Doencas em humanos e animais resultantes do consumo de micotoxinas sao
chamadas de micotoxicoses. Os surtos de micotoxicoses sdo normalmente sazonais,
devido a condi¢des climaticas particulares que favorecem o crescimento de fungos
potencialmente produtores e/ou a producao de toxinas. A umidade e a temperatura sao
dois fatores criticos. Fatores geograficos, susceptibilidade da variedade e condigdes de
armazenamento também interferem na produgao de micotoxinas, sendo que varias toxinas
podem ser produzidas simultaneamente (BULLERMAN et al.,, 1984; VALENTE
SOARES, 1987). As interagdes entre micotoxinas apresentam pelo menos um efeito
toxico aditivo sendo sinergistico (CHAMBERLAIN et al., 1993; MILLER; WILSON,
1994).

Os sinais e sintomas das micotoxicoses vao desde lesdes de pele, sintomas de
hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, neurotoxicidade, hematotoxicidade ou
genitotoxicidade, podendo chegar & morte. As micotoxinas podem ainda apresentar
efeitos mutagénicos, teratogé€nicos, carcinogénicos ou imunossupressores (COLE; COX,
1981; JECFA, 1995, 1998, 2001).



O desenvolvimento de fungos ndo implica na presenca de micotoxinas no
substrato e mesmo dentro de um género potencialmente toxigénico, nem todas as espécies
produzem toxinas (CHELKOWSKI; LEW, 1992; BULLERMAN; TSAI 1994; CASTRO
et al., 1995). Também ¢ importante esclarecer que a presenca do fungo no alimento nao
implica, obrigatoriamente, em produ¢do de micotoxina, assim como a toxina pode estar
presente no alimento mesmo na auséncia do fungo. Tanto para o crescimento do fungo
quanto para a produ¢do da toxina sdo necessarias condigdes especiais que favorecam seu
desenvolvimento e, por conseguinte, a producao da toxina (PEREIRA et al., 2002).

Cerca de 25% do suprimento alimentar mundial ¢ contaminado por micotoxinas.
Entre os fatores ambientais que determinam a contaminagdo destacam-se o excesso de
umidade no campo e no armazenamento, temperaturas extremas, estiagem, praticas de
colheita e infestagao por insetos (www.setor1.com.br, 2008).

A possivel existéncia de micotoxinas nos alimentos tem sido objeto, desde sua
descoberta, de uma intensa investigagdo com o intuito de detecta-las e prevenir sua
ocorréncia. No Brasil se verifica um aumento significativo na pesquisa de micotoxinas na
ultima década. O numero de artigos de pesquisa sobre micotoxinas (128 artigos)
publicados por pesquisadores brasileiros entre 1991 a 2000 superou a soma de artigos (85
artigos) publicados nas trés décadas anteriores (1961-1990), sendo que 30% das
publicacdes foram sobre a ocorréncia de micotoxinas em alimentos e ragdes
(RODRIGUEZ-AMAYA; SABINO, 2002).

2.2 Aflatoxinas

As aflatoxinas s3o um grupo de micotoxinas estruturalmente semelhantes que
contaminam graos, leite e seus produtos. Podem ser produzidas por trés espécies de
Aspergillus, A. flavus, A. parasiticus e eventualmente, 4. nomius. O A. flavus produz
apenas aflatoxinas do grupo B, enquanto as outras duas espécies produzem aflatoxinas
dos grupos B e G (CREPPY, 2002; BAPTISTA et al., 2002). Duas outras substancias
denominadas M1 e M2 sdo detectadas no leite, urina e fezes de mamiferos, resultantes do
metabolismo das B1 e B2 (FONSECA, 2006).

A aflatoxina B, ¢ considerada atualmente como a mais toxica e com maior poder
carcinogénico dentre as micotoxinas (IARC, 1997), além de ser também a mais
freqiientemente encontrada em alimentos. A sua toxicidade pode ser aguda para o figado,
e alguns dos efeitos nocivos da exposicdo as aflatoxinas podem ser a
hepatocarcinogénese, teratogénese, mutagénese, imunossupressao, efeito anticoagulante,
anemia e diminuicao da fertilidade.(BUTLER, 1974).

Os efeitos da intoxicagdo aguda por aflatoxinas caracterizam-se por danos
hepaticos, tais como ascite, degeneracao hepatica, proliferacao do ducto biliar e necrose
hepatica causados em varias espécies animais (CULLEN; NEWBERNE, 1994). Estima-se
que cerca de 35% dos casos de cancer humano estejam diretamente relacionados a dieta, e
a presenca de aflatoxinas em alimentos ¢ considerada um fator importante na producdo de
cancer hepatico, principalmente em paises tropicais (DOLL; PETO, 1981; CALDAS et
al., 2002).

As aflatoxinas formam o grupo de toxinas fingicas mais estudadas até hoje, sendo
sua importancia originaria dos anos 60 quando uma grande mortalidade de perus na
Inglaterra, denominada “doenga X dos perus” foi relacionada com o farelo de amendoim
contaminado importado do Brasil.

Através de estudo de prevaléncia concluiu-se que a contaminagao de graos por
fungos aflatoxigénicos como A. flavus é predominante sobre o A. parasiticus € sua
produgdo ¢ favorecida por temperaturas entre 23-26°C e umidade relativa do ar acima de



75%, sendo que a umidade relativa do ar acima de 85% e temperatura em torno de 27° C
favorece o crescimento e a producao de aflatoxinas. (PEREIRA et al., 2002).

As aflatoxinas tém ponto de fusdo alto, sdo estaveis ao calor sendo decompostas a
temperatura de cerca de 220 °C (SCUSSEL, 1984).

2.2.1 Natureza quimica

As aflatoxinas sdo bisfuranocumarinas derivadas de um decacetideo, pela via
biosintética dos policetideos, no qual a unidade C2 ¢ perdida durante a formacdo dos
an¢is bisfuranos (SMITH; MOSS, 1985).

Estes compostos heterociclicos sdo caracterizados como aflatoxinas AFB,, AFB,,
AFG,, AFG; e sdo distintos cromatograficamente por suas fluorescéncias azuis (B de
“Blue”) para aflatoxinas AFB, e AFB, e verdes (G de “Green”) para aflatoxinas AFG; e
AFG, quando observados sob luz ultravioleta a 365 nm. A Figura 1 apresenta as
estruturas quimicas das aflatoxinas AFB;, AFB,, AFM,, AFM,, AFG,, AFG..

Figura 1 - Estruturas quimicas das aflatoxinas AFB,, AFB,, AFM,, AFM, AFG, ¢ AFG,
Fonte: BROGERAS, 2006.

A série G das aflatoxinas difere quimicamente da série B pela presenca de um anel
3-lactona, no lugar do anel ciclopentanona. Uma dupla ligacdo 8, 9 ¢ encontrada na forma
de um éter vinil no anel terminal furano nas aflatoxinas AFB; e AFG,, mas ndo em AFB,
e AFG,. Essas variagdes que diferem as aflatoxinas estruturalmente estdo associadas
também a suas atividades, sendo as aflatoxinas B; e G; carcinogénicas e
consideravelmente mais toxicas que B, e G, (JAIMEZ et al., 2000).



A aflatoxina M; é um biotransformado da aflatoxina B;, formada através do
processo de hidroxilag¢do, produzindo assim um derivado hidrossolavel, o que possibilita
a sua excrecdo por fluidos corporais. E considerado um potente hepatocarcinogénico e sua
contaminagdo em leite para consumo humano tem recebido grande importancia em satde
publica.

2.2.2 Mecanismos de toxicidade da aflatoxina AFB1

A absorg¢do das aflatoxinas ocorre no trato gastro-intestinal e sua biotransformagao
ocorre primariamente no figado (OGIDO, 2003). A biotransformagdo da AFBI,
particularmente, tem sido estudada com maior interesse, uma vez que guarda estreita
relagdo com seus mecanismos de acao toxica.

Existe atualmente consenso entre grande numero de especialistas, de que a AFBI
¢, na verdade, um pro-carcinogénico, o qual requer ativacado metabolica para manifestar
seus efeitos toxicos (OLIVEIRA; GERMANO, 1997; OGIDO, 2003).

2.2.3 Carcinogenicidade para a espécie humana

Os efeitos que as aflatoxinas podem causar dependem da dose e da freqiiéncia
com que sdo ingeridas e podem ser agudos (letais ou nao) ou subagudos.

O efeito agudo ¢ de manifestagdo e percepgao rapidas, podendo levar o animal a
morte, porque causa alteragdes irreversiveis, e ¢ resultante da ingestdo de doses
geralmente elevadas. O efeito subagudo ¢ o resultado da ingestdo de doses ndo elevadas
que provoca disturbios e alteragdes nos o6rgaos do homem e dos animais, especialmente
no figado. Ambos os casos dependem da espécie animal (umas sdo mais susceptiveis que
outras), da idade (os mais jovens sdo mais afetados), do estado nutricional e, também, do
sexo. Sabe-se, também, que ela pode provocar cirrose, necrose do figado, proliferacdo dos
canais biliares, sindrome de Reye (encefalopatia com degeneracao gordurosa do cérebro),
hemorragias nos rins e lesdes sérias na pele, pelo contato direto. Além disso, os produtos
do seu metabolismo, no organismo (principalmente o 2,3 epoxi-aflatoxina), reagem com
DNA e RNA, a nivel celular, interferindo com o sistema imunologico da pessoa ou do
animal. Isto faz com que a resisténcia as doencas diminua.

Além dos problemas ja citados, ja estd comprovada a sua relacdo com a incidéncia
da hepatite B ¢ do "kwashiorkor". O “kwashiokor” ¢ uma afeccao que mata milhdes de
criangas nos paises subdesenvolvidos, e pode ser causado por uma inadequacdo proteico-
calorica da dieta. Todavia, pesquisadores tém apresentado a hipdtese de que o
“kwashiokor” pode ser resultado da intoxica¢do aguda por aflatoxinas. Todos estes
problemas, obviamente, dependem da quantidade e freqiiéncia da ingestao de produtos
com aflatoxina e da idade da pessoa.

KOBACAS et al. (2003) pesquisaram os efeitos da aflatoxina AFB1 no
desenvolvimento do “kwashiokor” em camundongos e concluiram que deve haver
contribuicao da aflatoxina B1 no desenvolvimento do kwashiokor.

Ha, também, o risco do desenvolvimento de cancer primario do figado. A
Organizagao Mundial da Satde ja concluiu que a aflatoxina pode desenvolver cancer
primario no figado do homem. Isto, evidentemente, ndo significa que, ingerindo
aflatoxina, a pessoa fatalmente contraira cancer, mas sim, a ingestao representa um risco.
Em paises da Africa e da Asia, como Mogambique, por exemplo, onde ocorre o consumo
regular de alimentos contaminados com aflatoxina, a incidéncia de cancer no figado ¢ de
aproximadamente, 13 casos por 100.000 habitantes por ano (FONSECA, 2006).



O carcinoma hepatocelular (CHC) é uma das neoplasias malignas mais comuns
em todo o mundo (CARREIRO, 2004), apresentando, porém, uma acentuada variagao
geografica no que concerne & incidéncia, com predominio em alguns paises da Africa,
Asia e ilhas do Pacifico. A incidéncia do CHC ¢ maior nos homens do que nas mulheres,
predominantemente na faixa etaria de 30 - 50 anos.

Aproximadamente 250.000 mortes sao causadas por CHC anualmente na China e
na Africa sub-saarica e sdo atribuidas aos fatores de risco entre os quais as aflatoxinas e o
virus da hepatite B (HUSSEIN; BRASEL, 2001). As diferencas extremas observadas na
incidéncia do CHC entre os diversos paises sugerem o envolvimento de fatores
ambientais em sua etiologia (HARRIS, 1991).

2.2.4 Aflatoxinas em alimentos

A exposi¢do humana a micotoxinas pelo consumo de alimento contaminado ¢
questdo de satde publica no mundo todo. Programas de monitoramento dos niveis de
contaminagdo de alimentos por micotoxinas sao essenciais para estabelecer prioridades
em acdes de vigilancia sanitaria. No Brasil, as aflatoxinas sdo as inicas micotoxinas cujos
niveis maximos em alimentos estdo previstos na legislacao. Este limite ¢ comparavel aos
estabelecidos por outros paises e recomendado pela Organiza¢do Mundial da Saude e pela
Organizagao para Alimentacao e Agricultura (CALDAS et al., 2002).

Niveis elevados de contaminagado tém sido encontrados em amendoim e derivados.
Por ultrapassarem os niveis maximos permitidos pela legislacao brasileira, podem
significar fator de risco para a populacdo que os consome regularmente.

A alta incidéncia de aflatoxinas em amendoim e outros produtos agricolas
encontrada no Brasil se deve principalmente as tradicionais praticas de colheita, secagem
e armazenamento utilizado pelos produtores. A contaminagao por aflatoxinas continua um
problema sério no Brasil principalmente devido as condigdes climaticas (umidade e altas
temperaturas), as praticas de agricultura e as condigdes de estocagem.

Condi¢oes de alta umidade e temperatura aumentam a probabilidade de
desenvolvimento do Aspergillus e producao de aflatoxinas, situagdo agravada no periodo
chuvoso. A biodeterioragdo de sementes e graos, no campo e durante o armazenamento,
limita o acondicionamento seguro e o valor nutricional desses alimentos.

Os fungos e insetos sdo provavelmente os mais importantes organismos que
provocam deterioracdo. Eles podem afetar cor, odor, sabor, valor nutricional, bem como
produzir micotoxinas, como as aflatoxinas (SABINO, 1996).

A presenca de aflatoxinas em alimentos tem sido reportada no mundo todo,
principalmente em amendoim, nozes, milho, frutas secas, temperos, figo, cacau, arroz e
algodao (JECFA, 1998).

2.2.5 Legislacao sobre aflatoxinas

Desde a descoberta das aflatoxinas, em 1960, diversos paises adotaram limites de
tolerancia para essas toxinas em produtos destinados ao consumo humano. O Brasil, com
base nos conhecimentos entdo disponiveis, estabeleceu, em 1977, o limite de 30pgRg™”
para a soma das fracdes B1 e G1 em qualquer tipo de alimento, porém, a Portaria n° 183
de 1996 do Ministério da Agricultura e do Abastecimento estabelece um limite de
20pgkg" para Aflatoxinas AFB; + AFB,+ AFG+ AFG , e, um limite maximo de
50pgRg” para ragdo animal. (BRASIL, 1977, 1996).

A tabela 1 apresenta os limites maximos para aflatoxinas permitidos em alimentos
para consumo humano em varios paises.



Tabela 1 - Niveis maximos permitidos para aflatoxinas em alimentos para
consumo humano.

PAIS NIVEL MAXIMO ALIMENTO FONTE
(gkg™)
Unido Européia 2 (B1); 4 (total) Cereais e produtos processados 3)
Australia 5 (total) Todos os alimentos
Brasil 20 (total) Amendoim e derivados de milho (1)
india 30 (total) Todos os alimentos
Japdo 10 (total) Todos os alimentos
Singapura 0 Todos os alimentos
Africa do Sul 5(B1) Todos os alimentos
10 (total)
Suécia 5 (Total) Todos os alimentos
Estados Unidos 20 (total) Todos os alimentos 2)
Alemanha 2 (B 1); 4 (Total) Todos os alimentos
0,05 (Total) Alimentos infantis

Fonte: FONSECA (2006)

(1) Resolugao RDC n® 274, da ANVISA, de 15 de outubro de 2002.

Portaria n®.183 de 21 de margo de 1996 Ministério da Agricultura
(2) FAO: WORLDWIDE REGULATIONS FOR MYCOTOXINS 1995
(3) Directiva n.° 2005/9/CE de 28 de Janeiro de 2003.

Desconhece-se, contudo, se estes valores ainda representam ou ndo risco
significativo para o desenvolvimento do cancer hepatico. Pelas sérias implica¢des para a
saide humana e animal que a presenca de micotoxinas em graos e outros géneros
alimenticios possuem, muitos paises ja elaboraram leis estipulando as quantidades
maximas de micotoxinas permissiveis em alimentos e ragdes (FONSECA, 2006).

2.3 Castanha-do-brasil

Planta nativa da Amazonia, a castanheira estd entre as mais altas da regido,
podendo atingir facilmente 50 metros. A maioria das arvores tem uma idade estimada
entre 800 e 1.200 anos. O ourigo, que pesa aproximadamente um quilo e pode conter de
15 a 24 sementes, ¢ como se chama o fruto da castanha (www.folhadoamapa.com.br,
2005).

A castanheira (Bertholletia excelsa H.B.K) ¢ conhecida também como castanha-
do-brasil e castanha-do-Para e Brazil nut ou Para nut. Na 3* Convenc¢ao mundial de Frutos
Secos ocorrida 1992 em Manaus, com a participagdo de mais de 300 empresarios,
convencionou-se chama-la de castanha-da-amazonia (LOCATELLI, 2006).



A castanha-do-brasil ¢ considerada uma das maiores riquezas na regido dos
castanhais amazonicos, ¢ cada vez mais valorizada no mercado por seu alto valor
nutritivo e sua relagdo com a conservagdo ambiental; ¢ a inica semente comercializada
internacionalmente que tem que ser coletada na floresta. Tem sua origem na regiao
amazoOnica brasileira - basicamente no Para, mas encontra-se também nos Estados de
Rondonia, Acre, Amazonas e norte de Goias e Mato Grosso. Mas, também ¢é encontrada
na Amazonia peruana e boliviana. Sua améndoa, além de ser muito caldrica, € rica em
selénio, um metal de grande importancia a satde do homem. Quando ele atua em
conjunto com a vitamina E, as células de todo o organismo ficam protegidas contra danos
oxidativos. A castanha-do-brasil possui também célcio, fosforo, magnésio, potassio, cobre
e as vitaminas A, B1, B2 e C, além de proteinas. O consumo do produto ¢ feito de forma
In Natura e através de derivados, como biscoitos, farinha, pacoca e O6leo
(www.folhadoamapa.com.br, 2005).

Altamente nutritiva, a castanha tem tanto valor protéico e calorias que ¢
considerada por muitos como uma carne vegetal. Possui de 12 a 17% de proteinas nas
castanhas e 46% de proteinas na farinha sem gordura, enquanto a carne de gado tem de 17
a 22% de proteinas. A proteina da castanha ¢ quase equivalente a do leite da vaca,
contendo aminoacidos completos. A proteina contida em apenas duas améndoas equivale
a de um ovo de galinha

A castanheira apresenta varias aplicagdes: a) "ourigos" como combustivel ou na
confeccao de objetos, mas o maior valor é a améndoa, alimento rico em proteinas, lipidios
e vitaminas podendo ser consumida ou usada para extracao de 6leo; b) do residuo da
extracdo do 6leo obtém-se torta ou farelo usada como misturas em farinhas ou ragdes; c)
"leite" de castanha, que ¢ de grande valor na culinaria regional; ¢) madeira com boas
propriedades, sendo indicada para reflorestamento e empregada tanto na construcao civil
como naval.

O beneficiamento pode ou ndo ser feito. As castanhas com casca podem ser
vendidas desidratadas ou semi desidratadas ou ainda a granel (sem beneficiamento). As
castanhas sem casca (améndoas) sdo obtidas quebrando-se manualmente e podem ser
vendidas com ou sem pelicula. O armazenamento e¢ a conservagdo da castanha-do-para
constituem o0s problemas mais importantes para sua comercializagdo. Quando os
"ourigos" amadurecem (de dezembro a marco), eles despencam do alto da castanheira,
devendo ser apanhados no chado. Por seu peso e pela altura das castanheiras, esses frutos,
muitas vezes, alcancam o chao com tal for¢a e velocidade que, dependendo do tipo de
terreno, afundam no solo (LOCATELLI, 2006).

2.3.1 Importancia econdomica

A améndoa da castanha-do-brasil vem ocupando, desde 1911, um lugar de
destaque na pauta das exportagdes de produtos da Floresta Amazonica. Apos a decadéncia
da borracha, a castanha-do-Brasil passou a constituir o principal produto extrativo para
exportacdo da Regido Norte do Brasil, na categoria de produtos basicos. A castanheira-
do-Brasil ¢ uma das mais importantes arvores amazonicas conhecidas e sua exploragdo
tem um papel fundamental na organizagao sdcio-econdmica de grandes areas extrativistas
da floresta. A colheita, que ocorre de janeiro a julho, e o beneficiamento das sementes
constituem importante atividade econdmica das populacdes amazonicas. Em alguns
paises da Amazonia central, como a Bolivia, a améndoa da castanheira ¢ a matéria-prima
principal para as industrias de beneficiamento, representando em até 70% da economia
total das regides produtoras (Folha do Amapa, 2005).



2.3.2 Realidade da producio hoje

No ambito das exportagdes, a améndoa de castanha-do-brasil sofreu uma retragao
significativa. O balanco comparativo ente 2000 e 2001 registrou uma queda nas
exportagoes brasileiras de castanha com casca, que chegou perto de 60% (FARIA, 2002).

Uma das explicagdes para a crise provocada pela queda das exportagdes de
castanha-do-brasil nos estados da Amazonia foi o ingresso da Bolivia no mercado
internacional em 1996, e a alta incidéncia de aflatoxinas registrada nas castanhas desse
pais e também do Brasil. Até 1990 a maior parte da produgdo da Bolivia era
comercializada pelo Acre e chegava a Belém, onde era beneficiada, industrializada e
exportada. A importagdo de castanha pela Bolivia se deu principalmente, devido aos
subsidios financiados pelo Banco Mundial e a baixa tributagdo, provocando maior oferta
do produto com precos inferiores aos praticados pelo mercado, provocando uma retragao
do exportador brasileiro, que preferiu aguardar o fim do estoque boliviano para poder
vender seus produtos.

A crise ainda pode ser justificada pelas barreiras nado-tarifarias impostas pela
Comunidade Européia que, desde 1998, reduziu o limite maximo de aflatoxinas totais
para 4ug/kg em castanha-do-brasil e rejeitou lotes contaminados vindos do Brasil. Além
disso, o mercado interno absorve apenas 10% da produgdo de castanha-do-brasil, devido
abaixa qualidade do produto que chega nas redes de supermercados e também pelo
desconhecimento do valor nutritivo e protéico da castanha (VILHENA, 2004).

A maioria dos paises desenvolvidos nao autoriza importagdes de produtos com
quantidades acima dos limites especificados. Por isso, as micotoxinas t€ém também
implicagdes para o comércio internacional.

No Brasil, as aflatoxinas sdo as Unicas micotoxinas cujos niveis maximos em
alimentos estdo previstos na legislacdo. O Ministério da Satde, através da Resolugdo
RDC n. 274, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), de 15 de outubro
de 2002, estabelece o limite de 20pg/ kg para aflatoxinas totais em amendoim, pasta de
amendoim e milho, e 0,5 e 5,0ug/ L para aflatoxina M, no leite fluido e em po
respectivamente (BRASIL, 2002). Este limite ¢ comparavel aos estabelecidos por outros
paises e recomendado pela Organizagdo Mundial da Satde e pela Organizagdo para
Alimentacdo e Agricultura (FONSECA, 2004).

2.4 Amostragem

O objetivo da amostragem ¢é obter por¢ao representativa do lote de graos, com o
intuito de indicar sua natureza, qualidade e tipo. Essa amostra devera ter caracteristicas
similares, em todos os aspectos, as médias do lote do qual foi retirada, pois a quantidade
de graos a ser analisada ¢, em geral, muito pequena em relacao ao tamanho do lote que se
supoe representar (CASEMG, 2005).

A contaminagdo de produtos agricolas com micotoxinas ndo esta presente de
maneira uniforme no mesmo lote. Por esta razdo existe variagdo na determinacdo de
micotoxinas de amostras do mesmo lote, fato este que dificulta a concentracdo atual
destas em um mesmo lote (PIEDADE et al. 2002). Pelo fato das particulas contaminadas
ndo serem distribuidas de maneira uniforme por todo o lote, as amostras devem ser
resultado de um aciimulo de varias pequenas por¢des tomadas de diferentes locais por
todo o lote.

O procedimento para teste de micotoxinas geralmente consiste de 4 passos
conforme preconizado por WHITAKER, SLATE e JOHANSON (2005): colheita da
amostra, moagem, sub-amostragem da amostra moida e analise.
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Para determinag@o das aflatoxinas nos alimentos ¢ de suma importancia a correta
colheita da amostra do substrato a ser examinado (MALLMAN; SANTURIO ¢ WENTZ,
1994). As amostras deverdo ser tomadas aleatoriamente da quantidade total do substrato,
isto €, apos sub-amostragem de todo o lote de graos ou ragdes estas sao misturadas e
retirada uma amostra para analise (FONSECA, 1991).

2.5 Métodos de Analise de Micotoxinas em Alimentos

Viarios métodos tém sido usados para andlise de aflatoxinas, mas a andlise
individual de micotoxinas € um trabalho dificil, pois ¢ comum uma toxina estar presente
em concentracdes minimas em uma matriz organica complexa. (SKOOG; HOLLER;
NIEMAN, 2002).

As metodologias analiticas para a determina¢do de micotoxinas em alimentos
geralmente sdo compostas pelas etapas de extragdo, limpeza, separagdo, deteccao,
quantificagdo e confirmacgdo (SCOTT, 1991). As etapas vao diferir dependendo dos
equipamentos, reagentes disponiveis e dos requerimentos analiticos (sensibilidade,
exatiddo, precisdo, tempo de analise e custo).

O desempenho dos métodos analiticos também pode ser influenciado pela matriz
do alimento, ou seja, pela composi¢do quimica do alimento. Portanto, um grande nimero
de métodos para triagem, inspe¢ao e controle de micotoxinas em alimentos tem sido
proposto. Métodos para determinagdo de aflatoxinas, esterigmatocistina, fumonisinas,
patulina, ocratoxina A, tricotecenos e zearalenona (AOAC, 1997) em alguns tipos de
alimentos ja foram validados interlaboratorialmente em estudos colaborativos promovidos
por organizacdes como AOAC International (Association of Official Analytical
Chemists), AOCS (American Oil Chemists’Society), AACC (American Association of
Cereal Chemists) e IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry).

Tabela 2 - Aflatoxinas — Caracteristicas fisico-quimicas.

Micotoxina Formula Molecular Peso Molecular (glthol”) A Max. (nm)

Aflatoxina B, C7H 1206 312,06 Absor¢ao 223, 265, 362
(etanol)
Emissao 425

Aflatoxina B, C7H1406 314,08 Absor¢do 220, 265, 363
(etanol)
Emissdo 425

Aflatoxina G, C7H 207 328,06 Absor¢ao 243, 257, 264
(etanol)
Emissdo 450

Aflatoxina B, C7H140; 330,07 Absor¢do 217, 245, 265
(etanol)
Emissao 450

Fontes: COLE; COX (1981), SCOTT (1993).
Como as micotoxinas sdao um grupo de substancias que apresentam certa
variabilidade nas caracteristicas fisico-quimicas (Tabela 2), o desenvolvimento de

métodos para a determinagdo simultdnea tem sido um desafio para os analistas.

2.5.1 Extracao
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A eficiéncia na extracdo da micotoxina depende do bom contato interno entre o
solvente e a amostra. Muitas micotoxinas sdo facilmente soliveis em varios solventes
organicos, mas poucas sao soluveis em agua. A extracdo ¢ freqlientemente aumentada
pela agua, que no caso de cereais, por exemplo, “dilata e amolece” as células, facilitando
a penetragdo ¢ a extragao pelos solventes organicos (SABINO, 1996).

As aflatoxinas sdo soliveis em solventes levemente polares e insoliveis em
solventes completamente apolares, normalmente sdo extraidas usando-se uma mistura,
sob agitacdo de solventes organicos entre os quais metanol, acetonitrila, acetato de etila,
acetona, cloroformio e diclorometano sob agitacdo. Dentre estes os mais aceitos como
solventes extratores sdo, em geral o cloroformio e o diclorometano, excecdo feita aos
métodos imunoquimicos, que nao sao sensiveis aos solventes clorados (BETINA, 1985;
SCOTT, 1991; JAIMEZ, 2000).

O objetivo desta etapa ¢ a separagdo da micotoxina de interesse dos demais
componentes da amostra através da sua solubilizacdo com um solvente adequado. A
escolha do solvente extrator dependera também do tipo de matriz e do sistema de limpeza
a ser utilizado posteriormente (VAN EGMOND, 1996).

2.5.2 Limpeza

Na etapa de extragdo vdrias substincias presentes na matriz sdo co-extraidas,
portanto posteriormente ¢ necessaria uma etapa de limpeza para remog¢ao dos possiveis
interferentes. Os principais procedimentos para limpeza sdo a particao liquido-liquido, a
precipitacdo com adicao de sais metalicos, o uso de colunas de extracdo em fase solida e
as colunas de imunoafinidade (BETINA, 1985; GILBERT, 1993; SCOTT, 1995). Quando
os imunoensaios sao utilizados para a determina¢ao da micotoxina geralmente esta etapa
ndo ¢ necessaria, porém quando sdo empregados métodos fisico-quimicos, o0s
procedimentos sao extensivos (SCOTT, 1993).

A limpeza do extrato para andlise de aflatoxinas AFB;, AFB,, AFG, ¢ AFG,,
ocratoxina A e zearalenona pode incluir colunas de silica e/ou parti¢cdes utilizando
combinagdes de solventes, com ou sem desengorduramento prévio. Amostras ricas em
lipidios exigem normalmente a retirada dos mesmos. Isso pode ser feito antes, durante ou
apoOs a extracdo para evitar a formagdo de emulsdo. Hidrocarbonetos alifaticos como o
hexano ou o isoctano sdao solventes adequados para tal (BETINA, 1985; VALENTE
SOARES, 1987; SCOTT, 1991; SABINO, 19956).

2.5.3 Deteccao e quantificacio

As técnicas mais utilizadas para separagdo de micotoxinas sdo basicamente
cromatograficas (camada delgada, liquida de alta eficiéncia e gasosa) e imunoensaios.
Destas, a cromatografia em camada delgada ¢ a mais simples, mas como para todas as
outras técnicas fisico-quimicas, as etapas de amostragem, extracdo e limpeza sao
fundamentais, tendo grande participacdo na exatiddo e precisdo dos resultados
(WHITAKER et al., 1998).

No caso da andlise de micotoxinas, essencialmente podemos empregar métodos de
triagem ou métodos quantitativos. Os métodos de triagem foram desenvolvidos devido a
necessidade de rapidez de resultados, amostras negativas podem ser liberadas,
eliminando-se os procedimentos de andlise quantitativa e de confirmagao da micotoxina.

Os métodos de triagem ndo quantitativos, com o objetivo apenas de indicar
preliminarmente a presen¢a de micotoxinas tém sido realizados com minicolunas,
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Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e ensaios imunologicos. As minicolunas e
ensaios imunologicos tém a desvantagem de enfocar uma Unica toxina de cada vez. As
minicolunas exploram a fluorescéncia nativa de algumas toxinas e sdo utilizadas
principalmente para aflatoxinas, apesar do emprego de minicolunas também para
ocratoxina A e zearalenona. O limite de deteccdo fica entre 10-15 ng/g, porém depende
também do tratamento da amostra pré-coluna (HOLADAY, 1981). A cromatografia em
camada delgada tem sido freqlientemente empregada em métodos de triagem e também na
separagdo para a quantificacdo de micotoxinas e varios procedimentos t€m sido propostos
para analises multi-toxinas (VALENTE-SOARES; RODRIGUEZ-AMAYA, 1989). Os
ensaios imunolégicos sdo de simples aplicagdo, extremamente rapidos e especificos,
porém alguns detectam a micotoxina indiretamente e sdo mais propensos a erros (SCOTT,
1995; WHITAKER et al., 1994). Entre os métodos imunolédgicos utilizados na dosagem
de aflatoxinas os mais comuns sdo o ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
aprovado como método oficial da AOAC (Assotiation of Official Analitical Chemist's)
para triagem de aflatoxinas (SCOTT, 1991), RIA (radio-imuno-assay) e IAC
(immunoaffinity chromatography). As duas técnicas RIA e ELISA, sdo baseadas na
competicdo de ligacdo entre a toxina ndo marcada proveniente da amostra e a toxina
marcada sobre os locais especificos do anticorpo; a imunoafinidade ¢ uma técnica
cromatografica baseada diretamente na ligagdo antigeno (toxina) com o anticorpo fixado
numa coluna (FREMY e CHU, 1989).

Esses ensaios utilizam anticorpos especificos para isolar e/ou detectar micotoxinas
nos alimentos. A base destes métodos € a interacdo entre antigenos (micotoxinas) e
anticorpos especificos, produzidos num organismo animal, geralmente o coelho, pelos
linfocitos B (BERGERE, 1991). Segundo SCOTT (1991), este método tem sido posto em
causa devido a possiveis interferéncias de outros componentes da amostra e variabilidade
devida as condigdes do teste. Outro problema possivel ¢ a especificidade e seletividade
desse método (AMADO, 1999). De fato, muitas micotoxinas tém estruturas quimicas
estreitamente afins e por isso, existe a possibilidade de poderem ocorrer reagdes cruzadas
entre os anticorpos produzidos para uma determinada aflatoxina, contra outras toxinas
que podem aparecer ao mesmo tempo, dentro do mesmo grupo (LINO et al.,1998). Em
alguns dos equipamentos comerciais para aflatoxinas, pode acontecer que o anticorpo
mostre uma certa reatividade cruzada com outras aflatoxinas. Daqui que o resultado
considerado positivo possa ndo dar informagao seletiva no que se refere a concentracao
das aflatoxinas separadas. VAN PETEGHEM (1992) refere que o ELISA pode conduzir a
resultados falso-positivos, devido quer a sua sensibilidade para com os compostos
interferentes da matriz quer, por vezes, a "deficiente" especificidade dos anticorpos.

A cromatografia em camada delgada ¢ a mais simples e mais economica das
técnicas cromatograficas quando se pretende separacdo rapida e identificacdo visual.
Tradicionalmente ¢ um método de analise qualitativa, mas pode ser utilizada como um
método quantitativo de andlise, utilizando-se a técnica visual de UV, que consiste em
determinar a area e intensidade da mancha e a fluorescéncia, para substancias que
apresentarem estas caracteristicas (COLLINS; BRAGA; BONATO, 1995).

Um parametro freqiientemente usado em cromatografia ¢ o "indice de reten¢do"
de um composto (Rf). Na cromatografia de camada fina, o Rf ¢ funcao do tipo de suporte
(fase fixa) empregado e do eluente. Ele ¢ definido como a razdo entre a distancia
percorrida pela mancha do componente e a distancia percorrida pelo eluente.

Portanto:

Rf = d./d,

Onde:
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d, = distancia percorrida pelo componentes da mistura.
d, = distancia percorrida pelo eluente.

Quando as condi¢gdes de medida forem completamente especificadas, o valor de
Rf ¢ constante para qualquer composto dado e correspondente a uma propriedade fisica.
Este valor deve apenas ser tomado como guia, ja que existem varios compostos com o
mesmo Rf.

Sob uma série de condi¢des estabelecidas para a cromatografia de camada
delgada, um determinado composto percorrerd sempre uma distincia fixa relativa a
distancia percorrida pelo solvente. Estas condi¢des sdo:

1- sistema de solvente utilizado;

2- adsorvente usado;

3- espessura da camada de adsorvente;

4- quantidade relativa de material (FONSECA, 2008).

Para a determinagdo quantitativa de micotoxinas, a cromatografia em camada
delgada tem sido muito utilizada (CROSBY, 1984), mas estd sendo superada pela
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detec¢do por ultravioleta ou
fluorescéncia, a cromatografia gasosa com deteccdo por captura de elétrons, ionizacao de
chama ou espectrometria de massas (EM) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detecgdo por espectrometria de massas que facilitam a confirmagdo de resultados
analiticos (GILBERT, 1993).

2.5.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Entre os métodos de andlise, a cromatografia ocupa um lugar de destaque devido a
sua facilidade em efetuar a separacgdo, identificacdo e quantificacdo das espécies, por si
mesma ou em conjunto com outras técnicas instrumentais de anélise, como, por exemplo,
a espectrometria de massas (COLLINS; BRAGA; BONATO, 1995).

A cromatografia ¢ um método fisico-quimico de separacgdo. Ela estd fundamentada
na migracao diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a diferentes
interagdes entre duas fases imisciveis, a fase movel e a fase estaciondria. A grande
variedade de combinacdes entre fases moveis estaciondrias torna-a uma técnica
extremamente versatil e de grande aplicagdo. A principal caracteristica da CLAE ¢ a
utilizagdo de fases estaciondrias com microparticulas (10, 5 ou 3J) esféricas, de
preferéncia. Estas fases, por serem muito menos permeaveis, tornaram necessaria a
utilizagdo de bombas para a eluicdo da fase movel. A utilizacdo destas novas fases
estacionarias, associada ao desenvolvimento de instrumentacao, levou esta técnica a uma
melhor performance em termos de resolugdo, quantificacdo e deteccdo em um menor
tempo de analise (CASS e DEGANI, 2001).

Varias pesquisas tém avaliado a fase normal da CLAE para andlise de aflatoxinas,
porém, outras investigacdes tém usado a fase reversa da CLAE que produz maior
reprodutibilidade nas separacdes por que o sistema de solventes ndo ¢ afetado por
mudangas ambientais (BEEBE, 1978).

Uma pesquisa sobre o uso de um sistema automatico utilizando limpeza em
colunas de imunoafinidade e CLAE/fluorescéncia para a analise de aflatoxina Bl e
fumonisina B1 confirmou a reprodutibilidade da técnica (JORDAN et al., 1994).

DETECTOR DE FLUORESCENCIA X DETECTORES POR
ABSOBANCIA NO ULTRAVIOLETA E NO VISIVEL (UV)
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A espectroscopia de fluorescéncia ¢ um método de detec¢do dos mais sensiveis
da atualidade, especifico para compostos que fluorescem. (COLLINS; BRAGA;
BONATO, 1995).0 funcionamento desse tipo de detector se da através da emissdo de
energia fluorescente por um soluto que foi excitado por radiacdo UV. Baseando-se no
fato de que, quando uma molécula absorve luz e um elétron ¢ promovido a um estado de
maior energia,m existe uma séric de caminhos pelos quais esta energia pode ser
disssipada. Normalmente, esta energia ¢ perdida por sua transferéncia as moléculas
vizinhas. Entretanto, algumas moléculas podem perder apenas parte da energia indo ao
mais baixo nivel vibracional do estado excitado. A energia restante pode ser perdida pela
emissdo de um foton, sendo este processo denominado de fluorescéncia. E um detector
seletivo, para moléculas que fluorescem, ou seja, sistemas aromaticos policiclicos ou que
contenham duplas ligagcdes conjugadas multiplas. Devido ao seu principio de operagao
(emissdo de luz), ¢ muito mais sensivel e seletivo que o UV (absor¢do) (CASS e
DEGANI, 2001). Em boas condigdes ¢ possivel detectar quantidades da ordem de
picogramas (10"* g), o que é comparavel aos detectores por captura de elétrons em
Cromatografia Gasosa. Uma alta intensidade de fluorescéncia ¢ esperada de compostos
que sejam conjugados simetricamente ou que ndo podem produzir estruturas fortemente
ionicas. A fase moével empregada nos detectores de fluorescéncia deve ser
cuidadosamente selecionada, pois a intensidade de emissdo depende do meio em que se
encontra a amostra. Isto dificulta algumas de suas aplicagdes, tais como analise
quantitativa e eluicao por gradiente, nas quais deve-se selecionar os componentes da fase
moével para ndo atrapalhar a fluorescéncia (COLLINS; BRAGA; BONATO, 1995).
Podem ser feitas reacdes de derivagdo pré ou pods-coluna, para que o analito se torne
fluorescente (CASS e DEGANI, 2001).

Nos detectores espectrofotométricos (UV - detectores por absorbincia no
ultravioleta e no visivel) o seu funcionamento baseia-se na absorbancia de luz por parte
da amostra ao passar através dela qualquer radiacdo eletromagnética; normalmente isto
ocorre no ultravioleta até o infravermelho, em um dado comprimento de onda. Existem
dois tipos de detectores de luz ultravioleta: o de comprimento de onda varidvel
(espectrofotometros), que nao so6 ¢ de aplicagdo mais variada e sensivel, mas também ¢
mais caro, € o chamado fotométrico que funciona com um ou dois comprimentos de onda
fixos. Este Gltimo ¢ sensivel, econdmico e mais que suficiente para se conseguir bons
resultados com todos os compostos que absorvem luz no comprimento de onda em que
ele funciona. Este tipo de detector ¢ normalmente insensivel a variacdes de vazdo e
temperatura. A maioria dos detectores de comprimento de onda fixo, oferecidos no
mercado, operam em um comprimento de onda de 254 nm e um de 280 nm, resultado da
absorbancia de luz em 254 nm e da emissdo de luz em 280 nm por uma substincia
fosforescente. Em 6timas condi¢des, pode-se atingir sensibilidades de até 0,001 unidades
de absorbancia e, se 0 composto absorve intensamente na faixa de UV, ¢ possivel detectar
quantidades de amostras da ordem de nanogramas (10° g) (COLLINS; BRAGA;
BONATO, 1995).

2.5.5 Confirmacao

A etapa final da determinacdo de micotoxinas ¢ a confirmagdo. A confirmacao da
identidade pode ser realizada com derivagdes quimicas, espectrometria de massas ou
infravermelho. Outras técnicas como o uso de colunas de imunoafinidade na limpeza ou
deteccdo por fluorescéncia ja sdo consideradas confirmatérias (DE RUIG et al., 1989;
SCOTT, 1991; VALENTE SOARES, 2001).
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A separagdo cromatografica em fase reversa e tratamento pré-coluna com acido
trifluoroacético ou derivagao pos-coluna com iodo tem sido utilizadas para aumentar a
fluorescéncia de aflatoxinas em fases moveis aquosas (PESTKA, 1988; JAIMEZ, 2000).
Enquanto na cromatografia em fase normal a fase estaciondria ¢ mais polar que a fase
moével, no modo reverso a fase mdvel ¢ mais polar que a fase estacionaria. A
cromatografia em fase reversa ¢ a mais utilizada em HPLC, uma vez que permite a
separacdao de uma grande variedade de solutos e o uso de fases moveis aquosas. A fase
moével mais comumente utilizada ¢ uma mistura de acetonitrila/agua, sendo a acetonitrila,
quando necessario, substituida por metanol ou tetrahidrofurano (THF). O uso de apenas
esses trés solventes deve-se a pequena quantidade de solventes organicos misciveis com
agua (CASS e DEGANI, 2001). As aflatoxinas AFB; e AFG, dio origem as estruturas
AFB», e AFGa,, quando derivatizadas com o acido trifluoracético, conforme demonstrado
na figura 2.

o o~CH.
B2a G2a

Figura 2- Estruturas quimicas das aflatoxinas AFB; e AFG, derivatizadas.
Fonte: BROGERAS, 2006.

2.6 Ocorréncia das Aflatoxinas em Alimentos

No Brasil, as aflatoxinas tém sido relatadas principalmente em amendoim
(OLIVEIRA et al., 1991; COLACO et al., 1994; ARAUJO et al., 1994; MARTINS-
MACIEL et al., 1996), mas varios trabalhos descrevem também contaminacdo de milho
no Sudeste do Brasil (SABINO et al., 1989; VALENTE-SOARES; RODRIGUEZ-
AMAYA, 1989; VALENTE-SOARES; FURLANI, 1992; GLORIA et al., 1997). A
contaminagdo de milho por aflatoxinas tem sido descrita principalmente para milho em
graos e com baixa freqiiéncia.

Entretanto, alguns estudos indicam uma maior incidéncia, HENNIGEN e DICK
(1995) relataram que 35% das amostras de milho analisadas apresentaram contaminagdo
por aflatoxinas no Estado do Rio Grande do Sul. Contaminagdo por aflatoxinas foi
encontrada em 60 das 110 amostras de milho recém-colhido analisadas (54,5%) por
MACHINSKI JR et al. (2001) no Estado de Sao Paulo, com concentragdes de aflatoxina
B1 variando de 6 a 1600 pglkg'. CORREA et al. (2000) encontraram 56% das 600
amostras de milho provenientes do Parand, Goids, Mato Grosso do Sul, da Argentina e do
Paraguai contaminadas com aflatoxinas. Em outro estudo, 98% das 264 amostras de
milho em grdo de varios estados brasileiros estavam contaminadas por aflatoxinas
(AMORIM et al., 2000). Alta freqiiéncia de contaminagdo (60% das amostras) também
foi encontrada por CALDAS et al. (2002), apesar do nimero limitado de amostras
analisadas (5 amostras).

PIEDADE et al. (2002) pesquisaram a distribuicio em fragdes de milho
segregadas visualmente por defeitos e concluiram que a fracdo de graos nao sadios
contribuiu com 84% da contaminagdo estimada das amostras e que a separagdo dos graos
nao sadios podera favorecer uma reducao na contaminagao dos lotes de milho.

16



GLORIA et al. (2004) analisaram a distribuicdo da contaminacdo com aflatoxinas
em amostras de milho entre quatro fracdes. As fracdes que continham graos ardidos,
mofados, queimados e brotados continham niveis mais altos de aflatoxinas.

Um estudo colaborativo foi realizado por AOAC / IUPAC em 1994 para avaliar a
eficacia de uma coluna para a determinagdo de aflatoxinas. A amostra ¢ extraida com
acetonitrila-agua (9 + 1), o extrato ¢ filtrado, e o filtrado ¢ passada através da coluna. As
aflatoxinas da fase eluida sdo determinadas por cromatografia liquida de fase reversa apds
derivatizagdo com acido trifluoracético. Amostras de milho, améndoas, castanhas-do-
brasil, amendoim, nozes e pistachios com total aflatoxinas em 5, 10, 20, e 30 nglg"' foram
enviadas a 12 colaboradores nos Estados Unidos, Dinamarca, Franga, Japao e Suica. Onze
colaboradores concluiram o estudo. A recuperacdo do total de aflatoxinas em cada nivel
de contaminagdo para as varias amostras (excluindo as castanhas-do-brasil em 5 nglg"),
foram 93, 97, 95, e 95%, para AFG,, AFB,, AFG, ¢ AFB,, respectivamente, o Desvio
Padrdo Relativo (DPR) variou de 6,0 a 23,2%. O uso de coluna multifuncional associado
a cromatografia liquida foi, entdo, adotado como método oficial para determinagdo de
aflatoxinas em milho, améndoas, castanhas-do-brasil, amendoim, nozes e pistachios,
como uma primeira a¢ao da AOAC International.

FURLANI e SOARES (1996) analisaram 100 amostras de frutos de casca rija em
relagdo as aflatoxinas AFB,, AFB,, AFG,, AFG,, ocratoxina A, zearalenona ¢ com o
objetivo de verificar a situagdo deste tipo de produtos oferecidos aos consumidores na
cidade de Campinas, Estado de S3ao Paulo. As amostras foram adquiridas embaladas
industrialmente e também em lojas de varejo nos anos de 1991 e 1995. Em 1991, as
amostras (56) foram compostas de castanhas-de-caju (11), avelas (4), e pecans (12) e em
1995, as amostras foram compostas de castanhas-de-caju (17), améndoas (10), nozes de
macadamia (3), castanhas-do-brasil (9), nozes (3), avelas (4), pecans (2) e pistachios (6).
A andlise multitoxina em cromatografia de camada delgada foi o método empregado para
a detec¢ao simultanea das micotoxinas. A ocratoxina A, zearalenona e esterigmatocistina
ndo foram detectados nas amostras. Aflatoxinas foram encontradas em duas amostras,
uma de castanha-de-caju com niveis de 10 nglg"' de aflatoxina AFB', e 15 nglg"' de
aflatoxina AFG', e outra de castanha-do-brasil com 26 nglg" de aflatoxina AFB'.

MALLMANN et al (1998) em um trabalho que preconiza uma purifica¢do
automatizada, seguida de derivatizacdo com acido trifluoracético (TFA) e quantificagdo
por CLAE utilizando detetor de fluorescéncia para aflatoxinas em nozes, castanhas e
frutos secos encontraram tempos de eluicdo para as aflatoxinas AFG,, AFB;, AFG; e
AFB; de 5, 7, 12 e 17 minutos, além de limites de quantificacdo (LQ) de 0,7; 0,4 ; 1,3 e
0,4 pgRg' de amostra e valores de recuperagdo de 101,2; 93,2; 58,9 e 63,2%,
respectivamente. MALLMANN et a/ (1998) também obtiveram uma curva de calibragdo
com coeficientes de correlacao variando entre 0,9940 e 0,9991.

FREIRE et al (2000) determinaram a populagdo fingica presente em amostras de
castanha-do-Brasil, o acompanhamento foi realizado desde o campo até o
armazenamento. Foram determinadas também a presen¢a de aflatoxinas nas amostras e
sua concentracdo. A. flavus foi a espécie dominante seguida por 4. niger. P. citrinum ¢ P.
glabrum foram os Unicos Penicilliuns isolados. As aflatoxinas foram extraidas em fase
solida e quantificadas por CCD. Foram detectadas as aflatoxinas AFB; e AFB, em
concentragdes de 27,1 e 2,1 pglkg’, respectivamente.

A metodologia oficial da AOAC (AOAC 994.08 - 2005) para quantificacdo de
aflatoxinas em castanha-do-brasil, que ¢ determinada por extragdo em fase solida e
quantificagdo por CLAE, indica valores de recuperagdo de 82,0; 117,0; 125,0 e 90,5% e
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precisao (RSDr) de 13,0; 9,0; 16,0 e 10%, respectivamente para, AFG;, AFB;, AFG; e
AFB,.

XAVIER e SCUSSEL (2008) desenvolveram uma metodologia através de LC-
MS/MS para determinagdo simultanea das aflatoxinas AFB;, AFB,, AFG, ¢ AFG; em
castanha-do-brasil. A separagdo das toxinas foi realizada em uma coluna C8, utilizando-se
como fase movel agua: metanol (25 mM acetato de amonio) em modo gradiente, com um
tempo total de execugdo de 5,0 min. A toxina foi extraida com acetonitrila: agua (80: 20)
e nao foi necessario nenhum clean-up para as amostras. Os valores de LD e LQ
encontrados para AFB;, AFB,, AFG, e AFG, foram de 0,04; 0,045; 0,050 ¢ 0,06 pgRg", e
0,08; 0,09; 0,10 0,12 pglg™, respectivamente. A recuperagio variou entre 92 ¢ 100%. As
amostras apresentaram nivel de contaminagdo variando entre 1,2 e 11,5 pgRg™.

2.7 Validagao

A necessidade de se mostrar a qualidade de medi¢cdes quimicas, através de sua
comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, est4d sendo cada vez mais reconhecida e
exigida. Dados analiticos ndo confidveis podem conduzir a decisdes desastrosas e
prejuizos financeiros irreparaveis. Para garantir que um novo método analitico gere
informagdes confidveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliagdao
denominada validagdo. A validagdo de um método ¢ um processo continuo que comeca
no planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu
desenvolvimento e transferéncia. Um processo de validagdo bem definido e documentado
oferece as agéncias reguladoras evidéncias objetivas de que os métodos e sistemas sao
adequados para o uso desejado. No Brasil, ha duas agéncias credenciadoras para verificar
a competéncia de laboratorios de ensaios, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) e o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade
Industrial). Estes o6rgdos disponibilizam guias para o procedimento de validacdo de
métodos analiticos, respectivamente, a Resolugdo ANVISA RE no 899, de 29/ 05/2003 e
0 documento INMETRO DOQ-CGCRE-008 (Revisao 02), de junho/2007 (RIBANI et al.,
2004).

2.7.1 Parametros analiticos para validacio de métodos

Os parametros analiticos normalmente encontrados para validacdo de métodos de
separagdo sdo: seletividade; linearidade e faixa de aplicagdo; precisao; exatidao; limite de
deteccdo; limite de quantificagdo e robustez. Estes termos sdo conhecidos como
parametros de desempenho analitico (SWARTZ; KRULL, 1998), caracteristicas de
desempenho (THOMPSON et al., 2002, INMETRO, 2007) e, algumas vezes, como
figuras analiticas de mérito (SWARTZ; KRULL, 1998).

A) Seletividade

A seletividade de um método instrumental de separacdo ¢ a capacidade de avaliar,
de forma inequivoca, as substancias em exame na presenca de componentes que podem
interferir com a sua determinagdo em uma amostra complexa. A seletividade avalia o grau
de interferéncia de espécies como outro ingrediente ativo, excipientes, impurezas €
produtos de degradacdo, bem como outros compostos de propriedades similares que
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possam estar, porventura, presentes. A seletividade garante que o pico de resposta seja
exclusivamente do composto de Interesse (VESSMAN et al., 2001). Se a seletividade nao
for assegurada, a linearidade, a exatidao e a precisdo estardo seriamente comprometidas
(RIBANI et al., 2004).

A seletividade pode ser obtida de varias maneiras. Uma forma de se avaliar a
seletividade ¢ comparando a matriz isenta da substancia de interesse € a matriz adicionada
com esta substancia (padrao), sendo que, nesse caso, nenhum interferente deve eluir no
tempo de retencao da substancia de interesse, que deve estar bem separada dos demais
compostos presentes na amostra (CODEX, 1995; ICH, 1995; SWARTZ; KRULL, 1998).

O método de adigdo padrao também pode ser aplicado para os estudos de
seletividade (JENKE, 1998), porém este método ¢ utilizado quando ndo ¢ possivel obter a
matriz isenta da substancia de interesse. Neste caso ¢ feita uma curva analitica com adicao
da substancia de interesse na amostra e comparada com uma curva analitica sem a
presenga da matriz. Comparam-se entao as duas curvas analiticas e caso elas sejam
paralelas, pode-se dizer que ndo ha interferéncia da matriz na determinacgdo da substancia
de interesse, portanto o método ¢ seletivo.

B) Linearidade e faixa de aplicaciao

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em exame, dentro de uma
determinada faixa de aplicagdo (ICH, 1995; SWARTZ; KRULL, 1998). Pode ser
expressa, muitas vezes, como uma equacao de reta chamada de curva analitica (BARROS
NETO et al., 2002). Embora somente dois pontos definam uma reta, na pratica as linhas
devem ser definidas por no minimo cinco pontos que ndo incluam o ponto zero na curva,
devido aos possiveis erros associados (THOMPSON et al., 2002).

Matematicamente, a estimativa dos coeficientes de uma curva analitica a partir de
um conjunto de medi¢des experimentais pode ser efetuada usando o método matematico
conhecido como regressdo linear (CUSTODIO et al, 1997). Além dos coeficientes de
regressao a ¢ b, também ¢ possivel calcular, a partir dos pontos experimentais, o
coeficiente de correlacdo r (CHUI ef al, 2001). Este parametro permite uma estimativa da
qualidade da curva obtida, pois quanto mais proximo de 1,0, menor a dispersao do
conjunto de pontos experimentais ¢ menor a incerteza dos coeficientes de regressao
estimados. Para verificar se a equagdo de regressao ¢ estatisticamente significativa podem
ser efetuados os testes de ajuste do modelo linear, validade da regressdo, sua eficiéncia e
sua eficiéncia maxima (CHUI et al., 2001; BARROS NETO et al., 2001). Um coeficiente
de correlagdo maior que 0,999 ¢ considerado como evidéncia de um ajuste ideal dos
dados para a linha de regressao (SHABIR, 2003; JENKE, 1998; GREEN, 1996). A
ANVISA (2003) recomenda um coeficiente de correlacao igual a 0,99 e o INMETRO
(2007) um valor acima de 0,90.

Em qualquer técnica instrumental, a relacdo linear simples, descrita pela equagao
y =ax + b, s6 ¢ valida em um determinado intervalo de massa ou concentragao da espécie
medida. Este intervalo de massas ou concentragdes, no qual se pode construir uma curva
analitica linear, ¢ a faixa linear dinamica (AUGUSTO et al., 2006).

Para residuos, o GARP (Associagdo Grupo de Analistas de Residuos de
Pesticidas) (GARP, 1999) recomenda uma faixa de concentragdo com valores variando
entre a metade e o quintuplo da concentracdo do limite de quantificacdo. A TUPAC
especifica que os pontos da curva analitica devem ser igualmente espacados sobre a faixa
de concentracdo de interesse e que esta faixa compreenda 0 — 150% ou 50 — 150% do
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valor esperado, dependendo de qual destas duas opgdes for mais adequada (THOMPSON
et al., 2002).

As diretrizes da ICH (International Conference on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use) (1995) e da ANVISA
(2003) especificam um minimo de cinco niveis de concentra¢do, juntamente com certos
minimos de variacdo especificados. O GARP também sugere cinco concentragdes que
devem ser injetadas em ordem crescente de concentracdo, no minimo trés vezes cada,
com estimativa do desvio padrdo relativo (DPR) entre as injecdes inferior a 5%. A
ITUPAC recomenda seis ou mais niveis de concentragdo (THOMPSON et al., 2002).

C) Precisao

Representa a dispersdo de resultados entre ensaios independentes, repetidos de
uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condigdes definidas
(INMETRO, 2007) Na pratica, em validacdo de métodos, o numero de determinagdes ¢é
geralmente pequeno e o que se calcula ¢ a estimativa do desvio padrao absoluto (s).

Outra expressdo da precisao ¢ através da estimativa do desvio padrdo relativo
(RSD), também conhecido como coeficiente de variagao (CV). Em métodos de analise de
tracos ou impurezas, sao aceitos RSD de até 20%, dependendo da complexidade da
amostra (HUBER, 1998).

D) Repetitividade

A repetitividade representa a concordancia entre os resultados de medicdes
sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condigoes de medigao,
chamadas condi¢des de repetitividade: mesmo procedimento; mesmo analista; mesmo
instrumento usado sob as mesmas condi¢des; mesmo local; repeticdes em um curto
intervalo de tempo. O termo repetitividade ¢ adotado pelo Vocabulario Internacional de
Metrologia (2000), sendo utilizado pelo INMETRO. Por outro lado, a ANVISA utiliza o
mesmo conceito para o termo repetibilidade. A repetitividade envolve varias medi¢des da
mesma amostra, em diferentes preparacdes e pode ser expressa através da estimativa do
desvio padrao relativo (DPR) (INMETRO, 2007).

Para a repetitividade, o INMETRO (2007) recomenda sete ou mais repetigdes para
o célculo da estimativa do desvio padrao. A ICH (1995) e ANVISA (2003) sugerem que a
repetitividade seja verificada a partir de um minimo de nove determinagdes cobrindo o
limite especificado do procedimento (ex.: trés niveis, trés repeticdes cada um), ou a partir
de um minimo de seis determinacdes a uma concentragao similar ao valor esperado.

E) Ensaios de recuperacio

A recuperacao (ou fator de recuperagdo), R, ¢ definida como a propor¢do da
quantidade da substancia de interesse, presente ou adicionada na por¢do analitica do
material teste, que ¢ extraida e passivel de ser quantificada (THOMPSON et al., 1999).

A informagao de recuperagao pode ser estimada de CRM (em que a quantidade de
substdncia ¢ previamente conhecida), quando disponiveis (CUADROS- RODRIGUEZ et
al, 2001).
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F) Limite de Deteccio (LD)

O limite de detec¢ao (LD) representa a menor concentracdo da substancia em
exame que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando um
determinado procedimento experimental (ICH, 1995; INMETRO, 2007).

Complementando este conceito, na visdio da EURACHEM (1998), o LD refere-se
a “menor concentragdo de um analito em uma amostra, que pode ser detectada por um
procedimento analitico ao qual se associa um nivel de confianga especificado, mas ndo
necessariamente quantificado”.

De forma mais ampla, o LD pode, alternativamente, ser calculado por método
visual, permitindo a distin¢ao entre ruido e sinal analitico pela visualizagdo da menor
concentracdo detectavel; método relacdo sinal-ruido, pela comparagdo entre a medigdo
dos sinais de amostras em baixas concentragdes conhecidas do composto de interesse na
matriz ¢ um branco e método baseado em parametros da curva analitica, cujo valor do
limite de detecgdo ¢ calculado pelo produto do fator 3,3 pelo quociente entre o desvio
padrao da resposta cromatografica e o coeficiente angular da curva analitica (LIMA e
FROTA, 2007).

Essa formula ¢ baseada em uma distribuicao normal
centrada em 90% (curva de gauss), com 5% dos dados com -1,645 desvio padrdo e os
outros 5% com +1,645 desvio padrdo (sdo as pontas da curva de gauss). Os 3,3 que
constam da féomula sdo resultado de 2 x 1,645 (MARQUES, 2005).

G)_Limite de Quantificacao (LQ)

O limite de quantificacao (LQ) representa a menor concentracao da substancia em
exame que pode ser medida, utilizando um determinado procedimento experimental
(ICH, 1995; INMETRO, 2007). O LD ¢ estabelecido pela confirmacao de que o método
apresenta exatiddo, precisdo e linearidade adequados quando aplicados a amostras
contendo quantidades de substancias dentro do intervalo especificado (ANVISA, 2003).

H) Robustez

De acordo com o INMETRO (2007), a robustez de um método mede a
sensibilidade que este apresenta face a pequenas variagdoes. Diz-se que um método ¢
robusto quando ele ndo ¢ afetado por uma modificagdo pequena e deliberada em seus
parametros. A robustez de um método cromatografico ¢ avaliada, por exemplo, pela
variagdo de parametros como a concentragdo do solvente organico, pH e for¢a ionica da
fase movel em CLAE, programagdo da temperatura, natureza do gas de arraste em GC,
bem como o tempo de extragdo, agitacdao, etc. As mudangas introduzidas refletem as
alteragcdes que podem ocorrer quando um método ¢ transferido para outros laboratérios,
analistas ou equipamentos (HEYDEN, 1994).

Para determinar a robustez de um método, o INMETRO recomenda o teste de
Youden (INMETRO, 2007). Trata-se de um teste que permite nao so avaliar a robustez do
método, como também ordenar a influéncia de cada uma das varia¢des nos resultados
finais, indicando qual o tipo de influéncia de cada uma dessas variagdes. Por este teste sao
realizados oito ensaios com uma combinagdo fatorial dos efeitos e verifica-se qual o
efeito ou combinagao de efeitos que apresentam variagoes.
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Se estas mudangas estiverem dentro dos limites de exatiddo, precisdo e
seletividade aceitaveis, entdo o método possui robustez e tais variacdes podem ser
incorporadas ao procedimento.

I) Efeito de Matriz

O efeito da resposta cromatografica acentuada e induzida pela matriz ou efeito da
matriz ¢ um fator avaliado de grande magnitude neste parametro ja que pode afetar
acentuadamente as concentracdes da amostra. Ele pode causar um aumento ou diminui¢ao
da resposta do detector de um analito presente no extrato da amostra comparado ao
mesmo analito em solvente organico (HAJSLOVA et al., 1998; BRUCE et al., 1998;
ZROSTLIKOVA et al, 2001, THOMPSON et al., 2002; SANCO, 2006; INMETRO,
2007).

THOMPSON et al. (2002) indicam a necessidade de avaliar se os coeficientes
angulares das curvas analiticas obtidas para o solvente e para matriz sdo
significativamente diferentes através do teste t (Student). Para esse caso indica-se avaliar
primeiramente se as varidncias residuais das duas curvas sdo significativamente
diferentes, através do teste F para em seguida aplicar o teste t mais apropriado
(SNEDECOR; COCHRAN, 1989; BRUCE et al., 1998; INMETRO, 2007).

2.7.2 Estabilidade dos padroes e das amostras

Para gerar resultados confidveis e reprodutiveis, as amostras, os padroes e
reagentes usados devem ser estaveis por um periodo razoavel (por ex. um dia, uma
semana, um més, dependendo da necessidade) (SHABIR, 2003). A estabilidade das
amostras e padrdes ¢ importante em termos de temperatura e tempo. Se uma solugao nao
for estavel em temperaturas ambientes, a diminuicdo da temperatura pode aumentar a
estabilidade das amostras e padroes. Com relagao ao tempo, estabilidade de dias ou meses
¢ mais desejavel, entretanto em alguns casos, as solugdes precisam ser preparadas cada
vez que forem realizadas as analises (SNYDER et al, 1997).

3 MATERIAL E METODOS
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Localizacdo dos Experimentos

As analises foram realizadas nos Laboratorios de Micotoxinas e de Cromatografia
Liquida do Centro Nacional de Pesquisa de Tecnologia Agroindustrial de Alimentos-
CTAA, da Embrapa Agroindustria de Alimentos situada em Guaratiba -Rio de Janeiro /
RIJ.

3.1 Material
3.1.1 Amostras

As amostras de castanha-do-brasil verde (ndo beneficiadas) foram provenientes de
um castanhal comercial em Tomé-Acu, Para, safra de 2007.

Preparou-se uma amostragem de aproximadamente 9,6 kg da castanha-do-brasil in
natura.

3.1.2 Reagentes e Padroes

Para a realizacao dos experimentos foram necessarios os seguintes materiais:

v' Agua destilada e purificada pelo sistema Milli-Q Plus (Millipore, EUA).

v" Padrdes de aflatoxinas AFB;, AFB,, AFG; € AFG, da marca Sigma Chemical
Company (EUA), lotes 120K14020, 58H4054, 79H3608 e 58H4088,
respectivamente.

Coluna: X-Terra da Waters, 150 x 4,6 mm, particulas de 5 um —RP18
Pré-coluna Shim-pack G-ODS 5 mm x 4,6 x 25 mm

Metanol grau analitico

Cloroférmio grau analitico

Acetonitrila grau analitico

Acetato de etila grau analitico

Acido acético

Acetona grau analitico

Acido trifluoracético (TFA)

Tolueno grau analitico

Cloreto de Potassio

Sulfato de cobre

Gas nitrogénio

Celite

Papel de filtro qualitativo

Placas de cromatografia de silica gel 60G (0,25 mm de espessura) da Merck
(Alemanha).

NN N N N N N N N N N N NR NN

3.2 Métodos
3.2.1 Preparo das amostras

A partir da amostragem de 9,6 kg de castanha-do-brasil e apos o descascamento
em prensa, chegou-se a:

v' 3388,4 g de cascas
v 2990,8 g de améndoas
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v 3000,0 g de castanha integral ( améndoa + casca)

A moagem das amostras foi realizada em moinho de facas e martelos da marca
TREU S.A. com poténcia de 7,5 cV, sendo usada para as améndoas uma peneira de 3,15
mm e para as cascas € a castanha integral uma peneira de 2,00 mm.

Em seguida, foi realizada a uniformiza¢do das amostras com agua destilada em
liquidificador industrial, verificando-se a quantidade de agua adicionada e a textura da
massa formada, segundo metodologias preconizadas por FRANCA et al (2006) e BANKS
et al (2007), chegando-se as seguintes proporgoes:

v Améndoa : gua destilada — (1 : 0,8)

v' Castanha integral : 4gua destilada — (1 : 0,8)

v' Casca : agua destilada — (1 :1,1)

As amostras foram acondicionadas em frascos de vidro e armazenadas em freezer
até o momento das analises.

3.2.2 Padrao de aflatoxinas

Preparo das solucoes padroes de aflatoxinas.

O preparo dos padrdes foi realizado conforme preconiza a AOAC (2000) e MAPA
(1999). Foram retiradas aliquotas de 250 L de cada frasco de padrdo de aflatoxinas. As
aliquotas foram levadas a secura e cada padrio foi re-suspendido com 8 mL de
tolueno:acetonitrila (9:1), formando a solugao-estoque. As solugdes foram acondicionadas
em freezer hermeticamente fechadas.

Preparo das solucdes padroes de contaminacio de aflatoxinas (Pool).

As solugdes padroes de contaminagdo foram preparadas conforme AOAC (2000)
e MAPA (1999) com concentragdes que se assemelhem aquelas esperadas nas amostras a
serem analisadas (B;= 0,15 pghL"'; B,= 0,05 pghL”'; Gi= 0,10 pghhL'; G,= 0,05
gL ™).

Determinacio da concentracio das solucoes padroes de aflatoxinas.

A determinagdo da concentra¢do dos padrdes foi realizada conforme preconiza a
AOAC (2000) e MAPA (1999). A metodologia baseia-se na medida da absorbancia dos
padrdes de aflatoxinas contra uma solugdo de Dicromato de Potdssio em
espectrofotometro utilizando comprimento de onda de 350 nm.

3.2.3 Metodologia desenvolvida

Extracao das Aflatoxinas

Adicionou-se 25 g de amostra em blender contaminando-a com o volume do
padrao de aflatoxinas adequado, a mesma foi extraida com 7,5 mL de solucao de KCl 4%
e 67,5 mL de metanol, a mistura foi misturada no blender em velocidade 4, por 5 minutos,
adicionou-se 75 mL de CuSO4 10% e 7,5 g de celite. Apos filtracdo em papel de filtro
qualitativo, foi retirada uma aliquota de 50 mL, este extrato foi levado para um funil de
separacdo, previamente adicionado de 50 mL de 4gua destilada, onde foi particionado
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duas vezes com 10 mL de diclorometano. O extrato foi levado a secura em banho-maria a
40 °C sob atmosfera de nitrogénio e armazenado em geladeira até o momento da analise.

Derivatizacio das Amostras

Ressuspendeu-se a amostra com 600 pL de acetonitrila e adicionou-se 1,2 mL do
agente derivatizante (35 mL de Agua Milli-Q: 5 mL de Acido Acético Glacial : 10 mL
Acido trifluoracetico), segundo AOAC (2005). O meio reacional foi mantido a 65 °C por
9 min. As amostras derivatizadas foram analisadas no sistema de cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia (CLAE-DFL).

Curva de Calibracao

A solucao-mae da mistura das quatro aflatoxinas (POOL) que deu origem aos 6
pontos da curva de calibragdo, foi preparada com os padrdes individuais da Sigma-
Aldrich, segundo AOAC (2000). A concentracao dos padrdes da curva de calibragao
variou de 0,002 pglthL'a 0,16 pghhL'aproximadamente. Foram injetadas trés curvas de
calibracao.

Derivatizacao dos Padroes

Adicionou-se 300 pL de cada pool da curva de calibracdo dos padroes de
aflatoxinas a um frasco de derivatizagdo e adicionou-se 600 puL do agente derivatizante ao
mesmo. Apods esse ponto, a metodologia foi a mesma utilizada na derivatizacdo das
amostras.

Analise cromatografica

Utilizando o sistema CLAE-DFL, foram injetados 10 uL tanto dos padrdes quanto
das amostras. A analise cromatografica ocorreu no modo isocratico, tendo como fase
Movel: 1,5 metanol: 1,5 acetonitrila: 6,0 dgua Milli-Q, coluna: X-Terra da Waters,
150x4,6mm, particulas de 5 pum —RPI18, Detetor: Waters W2475 — Fluorescéncia
Excitacdo: 360 nm, Emissdo: 440 nm, Bomba: Shimatzu LC-10AD, Injetor Automatico:
Waters W717.

3.2.4 Metodologia segundo Valente Soares e Rodriguez-Amaya (1989)

Extracao das Aflatoxinas

Aflatoxinas AFB,, AFB,, AFG, e AFG, foram determinadas segundo o método de
VALENTE SOARES; RODRIGUEZ-AMAYA (1989) por cromatografia em camada
delgada, sendo previamente contaminadas com o volume do padrio de aflatoxinas
adequado. Cinqlienta gramas de amostra adicionadas de 270 mL de metanol e 30 mL de
solucdo de cloreto de potassio 4% foram homogeneizadas em liquidificador por 5 minutos
em velocidade 4. Apds filtragdo em papel de filtro qualitativo, a 150 mL do filtrado foram
adicionados 150 mL de solucdo clarificante (sulfato de cobre 10%) e 15 g de celite. Apos
5 min., a mistura foi novamente filtrada em papel de filtro qualitativo e 100 mL do
filtrado (extrato clarificado) foram transferidos para um funil de separagdo, previamente
adicionado de 150 mL de 4gua destilada e seqiliencialmente foram realizadas 2 parti¢cdes
com 50 mL de hexano, agitando manualmente por 1 minuto. Recolheu-sea fragao aquosa
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(inferior) e descartou-se a hexanica (superior). Realizou-se 2 particdes com 10 mL de
cloroformio, agitando em shaker por 5 minutos. Recolheu-se a camada cloroférmica
(inferior) de cada particdo e evaporou-se a secura em banho a 40 °C em atmosfera de
nitrogénio. O residuo foi ressuspendido em 300 PL de solugdo tolueno:acetonitrila (9:1)
com agitagdo em vortex por 30 segundos.

Identificacio e Quantificacio das Aflatoxinas

Cortou-se uma placa de silica gel ao meio (10 x 20 cm), realizando-se as
marcacgoes na placa. A mesma foi ativada em estufa a 80 °C por 1 hora.

Aplicou-se 5 uL e 10 pL do extrato purificado e volumes de 1 pL a 9 pL da
solugdo-padrao trabalho de aflatoxinas AFB;, AFB., AFG, e AFG,, nos respectivos
pontos da placa.

Eluiu-se a placa em cuba nao-saturada com solugdo de éter: metanol: agua (96: 3:
1 v/v), sem ultrapassar o limite da corrida (Corrida da placa “deitada”), aguardou-se a
placa secar na capela por alguns minutos, protegida de umidade, luz fluorescente e solar.

Eluiu-se a placa em cuba ndo-saturada com solug@o de cloroférmio: acetona (90:
10 v/v), sem ultrapassar o limita da corrida (Corrida da placa “em pé”).

Repetiu-se a corrida anterior para o outro lado “em pé” da placa ainda ndo-eluido.

Levou-se a placa ao cromatovisor-camara de ultravioleta, a leitura foi realizada
em 365nm, identificando-se as aflatoxinas AFB;, AFB,, AFG, e AFG, e confirmando-se
visualmente pela presenca de plots com fluorescéncia na cor azul (blue) e verde (green)
similares a dos padrdes aplicados como referéncia.

A quantifica¢do de aflatoxinas foi determinada pela intensidade de fluorescéncia
quando comparada com diferentes quantidades de padrdes aplicados na placa.

3.2.5 Comparacio entre os métodos

Foram preparadas amostras, em dois niveis de concentracdo com quatro
replicatas segundo a metodologia preconizada por VALENTE SOARES ¢ RODRIGUEZ-
AMAYA (1989) e segundo a metodologia desenvolvida neste trabalho. As amostras
depois de extraidas foram analisadas tanto por CCD quanto por CLAE-DFL. Dessa
forma, podemos nomear 4 metodologias de analise:

Codificacdo da Metodologia Método de Extracio Método de Quantificacao
Metodologia 1 Metodologia Desenvolvida CCD
Metodologia 2 Metodologia preconizada por CCD

RODRIGUEZ AMAYA ¢
VALENTE SOARES
Metodologia 3 Metodologia Desenvolvida CLAE
Metodologia 4 Metodologia preconizada por CLAE

RODRIGUEZ AMAYA ¢
VALENTE SOARES

Dessa forma, pode-se observar que para cada nivel de concentragdo estudado,
foram utilizados os seguintes procedimentos:
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Sub-arostra de 25g Sub-arnostra de 25g

[ Extragio pela metodologia deserrvobada ‘ [ S e J

RODRIGUEZ AWAY & ¢ VALENTE SOARES

‘ Chuantificag#o por CLAE }— —[ Cantificag o por CCD 1 {Quanh’ﬁcag:%u por CLAE J——t CQuantificagdn por CCT J

Figura 3 — Metodologias de preparo e quantificagdo das amostras.

Os resultados fornecidos pelas duas metodologias de extragdo e pelos dois
métodos de quantificagdo testados foram comparados através da recuperacao e da andlise
de variancia (ANOVA).

3.2.6 Determinacio dos parametros de validacio para metodologia desenvolvida.
Linearidade

A linearidade foi avaliada em seis niveis de concentragdo com trés replicatas nas
faixas de 0,625 a 33,752 pglg' para AFB;; 0,376 a 25,073 pglg’ para AFB,; 0,396 a
28,809 pglRg' para AFG; e 0,362 a 24,5314 uglkg’ para AFG, a partir das solugdes
padrio intermediéarias de aflatoxina AFB; de 31,25 pghL"; AFB, de 4,18 pghL™"; AFG;
de 6,38 pghhL'e AFG, de 5,84 pglhL'e calculada a partir da equagdo da regressio
linear, determinada pela ferramenta analise de dados do programa Excel.. Foi utilizado o
coeficiente de correlagdo linear (r*) como indicador da reta como modelo matematico. A
homocedasticidade foi verificada através do Teste de Cochran, que compara as variancias
obtidas para cada ponto da curva de calibragdo comparando um valor de C calculado com
o valor de C tabelado. Se, C calculado < C tabelado, pode-se dizer que as variancias sao
estatisticamente equivalentes e que pode-se determinar a curva de calibragdo através da
regressdo linear.

Recuperacio

Os estudos de recuperacao foram realizados apos fortificacdo de amostras brancas
com solugdes padrao de aflatoxinas AFB;, AFB,, AFG, e AFG, em tolueno: acetonitrila
(9:1 v/v) em dois niveis de concentragdo com quatro replicatas.

A recuperagao foi calculada pela relacao entre a quantidade de toxina quantificada
e a adicionada no inicio do procedimento analitico executado de forma completa.

Limite de deteccido (LLD)
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O limite de detecgao foi determinado visualmente e, dessa forma, foi considerado
como sendo a menor concentragdo de cada aflatoxina que o método distingue, com
seguranga, como sendo a resposta. A partir da solugdo padrao de menor concentragdo da
curva de calibragdo de cada aflatoxina foram realizadas quatro dilui¢cdes, que foram
derivatizadas e analisadas cromatograficamente. A analise dos cromatogramas deu
origem ao LD, que foi determinado pela visualizacdo da menor concentracdo visivel
(detectavel) para cada aflatoxina.

Foram preparadas quatro solu¢des nas concentragdes das aflatoxinas consideradas
como sendo os LDs e injetadas para a confirmagao através dos picos visualizados.

Limite de quantificacdo (LLQ)

O limite de quantificagdo representa a menor concentragdo do analito que pode ser
determinado com um nivel aceitdvel de exatiddo e precisdo. O LQ foi determinado a
partir do LD, preparando-se quatro solu¢des de concentragao trés vezes o valor do LD e
injetando-as no sistema cromatografico. Os picos de todas as aflatoxinas foram
visualizados.

Seletividade

A seletividade foi avaliada em seis niveis de concentragdo com trés replicatas.
Foram determinados os tempos de retengdo médios para cada uma das aflatoxinas e
comparados visualmente os cromatogramas tipicos da curva padrio e da amostra

contaminada para verificar se houve variagdo nos tempos de retencao.

Precisiao ou Desvio Padrio Relativo (RSDr)

A precisdo foi avaliada em seis niveis de concentragdo com trés replicatas. Foi
calculado o desvio padrao relativo (RSDr) para cada nivel de concentragao.

Efeito de Matriz

O efeito de matriz foi avaliado em seis niveis de concentracao com trés replicatas
de duas formas: curvas somente com o solvente e curvas da matriz com o solvente. A
linearidade das duas curvas foi calculada a partir da equacdo da regressdo linear,
determinada pela ferramenta andlise de dados do programa Excel, comparando-se o
coeficiente de correlagdo linear (r*) de cada uma das curvas. Foram realizadas também a
comparagdo visual dos cromatogramas obtidos, a verificagdo da homocedasticidade das
duas curvas pelo teste F e a comparagao entre as inclinagdes das curvas pelo teste T.

Robustez

Para avaliagio da robustez do método foram realizadas modificagdes nos
seguintes parametros: massa de amostra, velocidade de rotagdao do blender, volume de
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metanol e sulfato de cobre adicionados na extra¢do, tempo de agitacdo no blender,
volume de diclorometano e tempo de agitagcdo utilizados na particdo, sendo utilizado o
teste de Youden para ordenar a influéncia de cada uma das variagdes nos resultados
finais, segundo mostra o quadro 1. Foi utilizado somente um nivel de contaminagao.
Foram calculados a média e o desvio padrio.

Quadro 1- Ordenagao das modificacdes realizadas para ensaio de robustez.

Ensaio 1 2 3 4 5 6 7 8
Massa (g) 25 25 25 25 50 50 50 50
Velocidade 4 4 6 6 4 4 6 6
Blender

Volume 67,5 70 67,5 70 67,5 70 67,5 70
metanol (mL)

Tempo de 5 5 6 6 6 6 5 5
Agitacdo

Blender (min)

Volume de 75 80 75 80 80 75 80 75
CuSO4 10%

(mL)

Volume de 2x10 1x20 1x20 2x10 1x20 2x10 2x10 1x20
Diclorometano

(mL)

Tempo de 5 3 3 5 3 5 5 3
Agitacdo

Parti¢do (min)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Ensaios Preliminares

Foram realizadas analises de aflatoxinas nas amostras de casca, améndoa e
castanha integral, para que se pudesse determinar de que forma a matriz seria mais bem
analisada, cada matriz foi analisada em duplicata ¢ média dos resultados obtidos para
cada aflatoxina pode ser observada no Quadro 2:

Quadro 2. Resultados médios obtidos da analise em quadruplicata de aflatoxinas em
casca, améndoa e castanha-do-brasil integral (ugig™).

Aflatoxina Casca" Améndoa” Castanha Integral’
AFG, 1,656 £ 0,016 21,457 £ 0,015 0,504 + 0,028
AFB, 1,782 £ 0,023 35,281 £ 0,051 0,486 + 0,037
AFG, n.d. 1,728+ 0,025 n.d.

AFB, n.d 3,330 £ 0,031 nd.

n.d. => nao detectado
a_média de quadriplicata = desvio padrdo

Ao analisar os resultados expostos no Quadro 2, notou-se que a concentragdo das
aflatoxinas AFG, e AFB; obtida para a améndoa (castanha sem casca) foi muito superior
as concentracdes encontradas na casca e na castanha integral (castanha com casca).
Também pode ser observado que somente na améndoa foram detectadas as aflatoxinas
AFG; e AFB,. Ainda abordando este ponto, na castanha integral as concentracdes de
aflatoxinas detectadas foram em menores concentragdes que as detectadas na casca.

Esses resultados experimentais podem estar associados a diferentes combinagdes
de matrizes. Ao separar a améndoa de sua casca sdo obtidas duas matrizes distintas que,
isoladamente, permitem uma melhor avaliacao das aflatoxinas, tanto na améndoa quanto
na casca. Ao se trabalhar com as matrizes combinadas, isto ¢é, analisando a castanha
integral (com casca) o efeito da matriz ¢ potencializado, reduzindo a eficiéncia do método
de analise. De acordo com AOAC (2007), o desempenho dos métodos analiticos também
pode ser influenciado pela matriz do alimento, ou seja, pela composicdo quimica do
alimento.

4.2 Comparacio entre os métodos

Foi realizada a andlise de variancia (ANOVA) entre as diferentes metodologias
propostas, tanto para a extragdo como para a quantificagdo. Os resultados mostraram que
a metodologia constituida por extragdo no método modificado seguida de quantificagdo
por CLAE, foi aquela que mostrou melhores resultados. O fator que influenciou mais
positivamente o resultado foi a forma de quantificagdo, uma vez que quando se compara
somente a forma de extracdo e mantém-se a forma de quantificagdo (CLAE), os
resultados encontrados sdo estatisticamente equivalentes para cada uma das metodologias
de extragdo e quantificagdo de aflatoxinas.
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A concentragdo de aflatoxinas encontradas nas duas metodologias de extragdo e

nas duas metodologias de quantificacio em amostras de castanha-do-brasil encontra-se
detalhada no Quadro 3:

Quadro 3. Valores médios de extracdo e quantificacdo de aflatoxinas em amostras de
castanha-do-brasil, artificialmente contaminadas (ughL™).

Metodologia

Concentragio de Aflatoxinas (UghL™)

Metodologia 1

AFG,
3,073 +0,209%

AFB,
3,804 + 0,522°

AFG,
1,423 £ 0,231F

AFB,
1,145+ 0,176

Metodologia 2 4,881 +1,9024 3,607 £0,991¢ 1,607 +1,136" 1,352 + 0,874°
Metodologia 3 5,400 + 1,105% 6,917 +£0,567° 4,023 +0,795" 4,671 £ 0,444"
Metodologia 4 3,348 +£0,125% 6,707 £0,620° 4,158 + 0,409° 4,248 + 0,544"

a_média de quadriplicata + desvio padrdo
Letras diferentes indicam resultados estatisticamente diferentes entre si com um nivel de significancia de
5%, segundo teste de Tukey.

Os valores de recuperagdo encontrados também foram mais adequados para a
metodologia constituida por extracdo pelo método modificado seguida de quantificagdo
por CLAE. MALLMANN et al (1998) reportaram recuperacdes de 101,2; 93,2; 58,9 e
63,2%, respectivamente para AFG,, AFB;, AFG, ¢ AFB, para aflatoxinas em nozes,
castanhas e frutos secos. Em um estudo colaborativo realizado por AOAC/IUPAC (1994)
foram encontrados valores de recuperacgao de aflatoxinas de 93, 97, 95, e 95% para AFG,,
AFB,, AFG, e AFB; respectivamente em amostras de castanha-do-brasil. A metodologia
oficial da AOAC (AOAC 994.08) para quantificagdo de aflatoxinas em castanha-do-
brasil, indica valores de recuperagao de 82,0; 117,0; 125,0 e 90,5%, respectivamente para,
AFGl, AFBl, AFG2 c AFB2

Nos trés trabalhos citados anteriormente, os dados referem-se a quantificagdo por
CLAE. Agora, quando foi usada uma metodologia para determinag¢do simultanea das
aflatoxinas AFB,;, AFB,, AFG, e AFG, em castanha-do-brasil usando o LC-MS/MS,
XAVIER e SCUSSEL (2008) encontraram recuperagdes variando entre 92 e 100%, para
amostras com um nivel de contaminagéo entre 1,2 ¢ 11,5pgRg™.

A metodologia de extragdo modificada (Quadro 4), apresentou resultados
recuperagdo médios semelhantes a preconizada por RODRIGUEZ AMAYA ¢ VALENTE
SOARES (1989). Entretanto, o seu emprego pode ser justificado por apresentar-se como
um método menos dispendioso, mais rapido e sujeito a menor perda de massa.

Quadro 4. Valores médios de recuperacdao de aflatoxinas em amostras de castanha-do-
brasil, artificialmente contaminadas em nivel de ppb.

Metodologia Recuperacio Média (%) em nivel de ppb.

AFG, AFB; AFG; AFB,
Metodologia 1 57,98 55,13 29,65 22.90
Metodologia 2 63,17 52,28 33,48 27,04
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Metodologia 3 107,89 100,25 86,63 93,42
Metodologia 4 92,09 97,20 83,81 84,96

4.3 Valida¢io da metodologia modificada com quantificacio por CLAE.
4.3.1 Linearidade

Uma seqiiéncia de ajustes e testes estatisticos foi aplicada aos dados experimentais
obtidos. Os dados foram ajustados ao modelo de regressdo linear (y = a + bx). Em
seguida, as curvas de calibracdo foram submetidas ao teste de Cochran para avaliar o
desvio bilateral das variancias a um nivel de significancia de 5%. Este teste destina-se a
avaliar a homogeneidade das variincias, o que permite utilizar a curva de calibragiao
obtida com um limite de confianga aceitavel. Para verificar a eficiéncia do modelo de
regressdo linear proposto foram analisados os graficos de residuo das duas curvas de
calibracao. O residuo foi calculado através da diferenca entre o valor observado e o valor
calculado pela equacdo da reta de regressdo para cada valor de concentragdo de
aflatoxina. Esta andlise corroborou a conclusdo do teste de Cochran, que indicou o
método como homocedastico na faixa de concentragdo estudada. Os valores de Cochran
calculados foram inferiores ao valor de Cochran tabelado, mostrando variancias
homogéneas conforme o aumento da concentragdo. Este resultado indica que ao longo da
faixa de concentracdao estudada o modelo tem um comportamento homocedastico. Como
o teste mostrou que as variancias sdo estatisticamente equivalentes, as curvas de
calibracao podem ser determinadas através de regressao linear.

Quadro 5. Valores de C calculado para o Teste de Cochran.

Aflatoxina AFG, AFB, AFG, AFB,
Curva

1 0,502 0,524 0,640 0,636

2 0,439 0,394 0,697 0,561

3 0,267 0,505 0,661 0,642

C tabelado 0,707

C calculado = Variancia Maior/  Variancias
C tabelado = Valor de Cochran com 5% de significancia

O Quadro 6 apresenta os valores de coeficientes de correlacdo calculados a partir
da equagdo da regressdo linear para as curvas de calibracdo testadas. As curvas de
calibragdo estdo representadas na Figura 3, logo a seguir.

Pode-se observar que a curva de calibragdo apresentou coeficientes de correlagdo
variando entre 0,9936 e 0,9997, concordando com os valores encontrados na literatura , uma
vez que MALLMANN et al (1998) obtiveram uma curva de calibragdo com coeficientes de
correlagdo variando entre 0,9940 e 0,9991. Cabe ressaltar ainda, que a ANVISA (2003)
recomenda um coeficiente de correlagdo igual a 0,99 e o INMETRO (2007) um valor acima
de 0,90. Desta forma, os resultados obtidos estdo de acordo com ambas as resolucdes. Nesse
tipo de andlise também ¢ imprescindivel que a avaliacdo do gréafico de residuos, mantendo-se,
dessa forma, uma visdo critica dos resultados obtidos. Os graficos de residuos encontram-se
no Anexo.

O exame dos graficos de residuos do modelo, mostrados nos Anexos A, B e C
revela que estes se apresentam com uma distribui¢do aleatdria, como ja ¢ esperado para
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um modelo bem ajustado. Observa-se que ndo ocorre a existéncia de uma tendéncia nos
residuos. Isso confirma a adequagao do modelo testado, pois indica que nao ha a presenga
de um efeito das varidveis sobre a resposta experimental, ou seja, no método nao ocorrem
erros sistematicos.

Quadro 6. Coeficientes de correlacdo da curva de calibragao.

Curva Coeficiente de Correlacio (R?)
AFG, AFB,; AFG; AFB,
1 0,9984 0,9989 0,9986 0,9987
2 0,9974 0,9967 0,9969 0,9967
3 0,9949 0,9936 0,9996 0,9997
Média 0,9969 0,9964 0,9984 0,9984

Quadro 7. Concentragdo das aflatoxinas nos seis pontos da curva de calibragao
(HgL").

Aflatoxina AFG, AFB, AFG, AFB,
Ponto da
Curva
P1 0,0024 0,0032 0,0022 0,0024
P2 0,0061 0,0080 0,0056 0,0059
P3 0,0244 0,0320 0,0224 0,0236
P4 0,0488 0,0640 0,0448 0,0471
P5 0,0731 0,0959 0,0671 0,0707
P6 0,1219 0,1599 0,1119 0,1178
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Figura 4. Curvas de calibracdo para determinagao da linearidade.

4.3.2 Limite de deteccdo (LD)

A partir da solugdo padrdo de menor concentragdo da curva de calibragdo de cada
aflatoxina foram realizadas quatro dilui¢cdes, que foram derivatizadas e analisadas

cromatograficamente.
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Quadro 8-.Concentracio das dilui¢des testadas para determinag¢do do LD (pghL™).

Aflatoxina AFG, AFB, AFG, AFB,

Ponto da Curva

PO1 0,00243 0,00319 0,00223 0,002356
7 8 8

P02 0,00182 0,00239 0,00167 0,001767
8 8 9

P03 0,001218 0,001599 0,001119 0,001178

P04 0,00060 0,00079 0,00056 0,000586
9 9 0

O limite de detecgdo foi determinado visualmente, ou seja, realizou-se a analise de
amostras contendo baixas concentracdes conhecidas da espécie de interesse. E, dessa
forma, considerou-se o LD como sendo a menor concentracao que pdde ser detectada
com seguranc¢a, como sendo a resposta, ¢ que foi distinta do sinal analitico do ruido.
Nesse caso, como pode ser observado na Figura 3, o ponto da curva P03, foi determinado
como sendo o LD para o método proposto.

A andlise dos cromatogramas deu origem ao LD, que foi determinado pela
visualizacdo da menor concentragdo visivel (detectavel) para cada aflatoxina, sendo de
0,263; 0,345; 0,241 e 0,254jg/Kg"’ de amostra para AFB,, AFB,, AFG, e AFG,
respectivamente.

Quando se compara esses resultados com aqueles relatados por XAVIER e
SCUSSEL (2008) no desenvolvimento de uma metodologia através de LC-MS/MS para
determinagdo simultanea das aflatoxinas AFB,, AFB,, AFG, ¢ AFG, em castanha-do-
brasil, pode-se observar que o LD ¢ menor quando se utiliza equipamentos mais sensiveis,
uma vez que estes autores encontraram um limite de deteccdo de 0,04; 0,045; 0,050 e
0,06pg/[Rg, respectivamente.
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Os cromatogramas das quatro concentragdes testadas encontram-se a seguir:
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Figura 5. Cromatogramas das quatro concentragdes testadas para determinacdao do LD:
(a) P04, (b) P03, (c) P02 e (d) POL.

4.3.3 Limite de quantificacao (LQ)

O limite de quantificacdo foi estabelecido como sendo 3 vezes o limite de
deteccdo e nas condigdes de trabalho foi de 0,790; 1,036; 0,725 e 0,763ug/[Rg" de
amostra para AFB;, AFB,, AFG, e AFG,, respectivamente.

Observando a literatura, vimos que MALLMANN et al (1998) encontraram de
limites de quantificacdo de 0,4; 0,4; 0,7 ¢ 1,3gRg" de amostra para as aflatoxinas AFB,,
AFB,, AFG, e AFG,, respectivamente, em nozes, castanhas e frutos secos através da
CLAE e que XAVIER e SCUSSEL (2008) encontraram um limite de quantificacdo de
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0,08; 0,09; 0,10 ¢ 0,12ug/Kg", para AFB;, AFB,, AFG, e AFG,, respectivamente, em
amostras com nivel de contaminag¢io variando entre 1,2 e 11,5ug/[Rg™.

Pode-se observar que os resultados aqui encontrados sdo em sua maioria
superiores aqueles relatados por MALLMANN et al (1998), mas ainda suficientes para
monitoracdo da contaminagdo de amostras nos limites de tolerancia determinados pela
Unido Européia.

Mais uma vez, quando se compara esses resultados com aqueles relatados por
XAVIER e SCUSSEL (2008) pode-se observar que o LQ encontrado por esses autores €
ainda bem menor que aquele encontrado no presente estudo, mas isso ocorre devido ao
uso de equipamentos bem mais sensiveis.

4.3.4 Seletividade
Foram determinados os tempos de retengcdo médios para cada uma das aflatoxinas
(Quadro 9) e comparados visualmente os cromatogramas tipicos da curva padrao e da

amostra contaminada para verificar se houve variagdo nos tempos de retengao.

Quadro 9. Média dos tempos de retengao encontrados para as quatro aflatoxinas.

Aflatoxina Tempo de Retenc¢io Desv pad Intervalo do tempo de retencio
(min) Minimo Maximo
AFGl1 4,274 0,122 4,152 4,396
AFBI1 5,366 0,169 5,197 5,535
AFG2 7,474 0,270 7,204 7,744
AFB2 10,189 0,391 9,798 10,580

A partir da analise do intervalo do tempo de retengao e dos cromatogramas, que se
encontram a seguir (Figuras 5 e 6), pode-se observar que ndo ha presenca de interferentes
nos tempos de retencdo das aflatoxinas. Desta forma, pdde-se assegurar que os picos nos
cromatogramas das amostras sdo das aflatoxinas correspondentes aos padroes
adicionados.

MALLMANN et al (1998) encontraram tempos de eluicdo para as aflatoxinas
AFG,, AFB,, AFG;, e AFB, de 5, 7, 12 e 17 minutos em amostras de nozes, castanhas e
frutos secos, utilizando como fase movel acetonitrila: metanol: dgua (15:10:75 v/v).
Quando comparamos os tempos de retengdo encontrados no presente trabalho com
aqueles encontrados por MALLMANN ef al (1998), podemos observar que os resultados
foram bastante satisfatorios, uma vez que foram determinados tempos de retencdo bem
menores € que ocasionardo um menor tempo de corrida, e conseqiientemente, um menor
tempo de andlise, além de uma melhor limpeza da coluna para a injegdo de amostras
posteriores e menor gasto de solvente da fase movel para a corrida cromatografica de
cada amostra.
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Figura 6. Cromatogramas tipicos da curva padrao e da amostra contaminada nos seis
pontos da curva de calibracdo: (a) P1, padrao, (b) P1, amostra, (¢) P2, padrio, (d) P2,
amostra, (e) P3, padrao, (f) P3, amostra.
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Figura 7. Cromatogramas tipicos da curva padrdo e da amostra contaminada nos seis
pontos da curva de calibragdo: (g) P4, padrao, (h) P4, amostra, (i) P5, padrao, (j) PS5,
amostra, (1) P6, padrao, (m) P6, amostra.

4.3.5 Precisao ou Desvio Padriao Relativo (DPR ou RSDr)

A precisdo foi avaliada em seis niveis de concentragdo com trés replicatas. Foi
calculado o desvio padrao relativo (RSDr) para cada nivel de concentracdo. Como o
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termo precisdo fornece a dispersdo dos valores medidos em torno de um valor médio, o

Quadro 10 indica os resultados médios encontrados e seus respectivos desvios:

Quadro 10. Resultados de média (ugthL™") * desvio padrio relativo- DPR (%) .

Aflatoxina AFG, AFB; AFG, AFB,

Ponto da Curva Média RSDr Média RSDr Média RSDr Média  RSDr
P1 0,004 4,88 0,011 0,65 0,003 3,33 0,006 10,88

P2 0,007 10,33 0,006 33,67 0,008 27,71 0,008 30,20

P3 0,024 0,20 0,037 19,21 0,041 8,52 0,088 29,73

P4 0,052 22,18 0,071 16,62 0,037 19,11 0,057 16,92

P5 0,050 14,28 0,079 18,41 0,095 14,32 0,009 0,00

P6 0,103 0,68 0,122 2,89 0,192 0,37 0,140 7,56
Desvio Médio 8,63 14,67 12,27 14,82

A metodologia oficial da AOAC (AOAC 994.08) para quantificagdo de
aflatoxinas em castanha-do-brasil, indica valores de precisdo (RSDr) de 13,0; 9,0; 16,0 e
10%, respectivamente para, AFG;, AFB,, AFG, e AFB,. Em um estudo colaborativo
realizado por AOAC/IUPAC (1994) foram encontrados valores de Desvio Padrdo
Relativo (RSDr) variando entre de 6,0 a 23,2% para amostras de castanha-do-brasil.

Quando se compara os resultados encontrados com as duas literaturas citadas,
pode-se observar que embora ocorram algumas variagdes quando se observa o valor de
DPR para cada uma das aflatoxinas estudadas isoladamente, na média, esses valores
encontram-se bem proximos entre sim Além disso, HUBER (1998) afirma que em
métodos de andlise de tragos ou impurezas, sdo aceitos RSD de até 20%, dependendo da
complexidade da amostra. Dessa forma, pode-se observar que a Precisdo do método
avaliada através do Desvio Padrdo Relativo foi satisfatéria, uma vez que se trata da
analise de tracos.

4.3.6 Efeito de matriz

A linearidade das duas curvas foi calculada a partir da equagdo da regressao
linear, determinada pela ferramenta anélise de dados do programa Excel, comparando-se
o coeficiente de correlagdo linear (R?) de cada uma das curvas. Realizou-se a comparagdo
visual dos cromatogramas obtidos (Figuras 4 e 5), de onde se pode observar que ndo
ocorre a existéncia de nenhum pico interferente nos tempos de retencdo das aflatoxinas
nas amostras nem nos padrdes.

Procedeu-se entdo, com a verificagcdo da homocedasticidade das duas curvas pelo
teste F e a comparagdo entre as inclinagdes das duas curvas pelo teste t.

Para esse caso avaliou-se primeiramente se as variancias residuais das duas curvas
eram significativamente diferentes, através do teste F e em seguida aplicou-se o teste t
mais apropriado. A estatistica utilizada para avaliar esse efeito através da comparacao dos
coeficientes angulares das duas curvas analiticas ¢ apresentada no Quadro 12. Como para
todas as aflatoxinas o valor de F calculado foi menor que o valor de F tabelado, pode-se
considerar que ndo héa diferenca significativa entre as variancias residuais e que as
mesmas sao iguais. Neste caso, a matriz ndo tem efeito sobre a precisdo do método na
faixa de estudo avaliada.

Com isso, avaliou-se também se os coeficientes angulares das curvas analiticas
obtidas para o solvente e para matriz sdo significativamente diferentes através do teste t
(Student). O valor de t calculado menor que o valor de t tabelado indica que a matriz nao
afeta o ensaio.
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Figura 8. Representacdo grafica das curvas analiticas dos padrdes em solvente e na
matriz para as aflatoxinas AFG;, AFB,, AFG, e AFB,,

Quadro 11. Coeficientes de correlagdo da curva do padrdo e da matriz adicionada do

padrdo.

Aflatoxina

AFG, AFB,

AFG; AFB;

R? padrdo
R? matriz

0,9984 0,9989
0,9915 0,9989

Quadro 12. Resultados do Teste F e do Teste t.

0,9986 0,9987
0,9991 0,9829

Aflatoxinas

F calculado

t calculado

AFG,
AFB,
AFG,
AFB2

0,652
0,902
2,733
2,153

F tabelado = Var menor/ Var maior = 5,050

0,269
-0,090
-0,721
-0,618

t tabelado = 2,23
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4.3.7 Robustez

Para avaliacdo da robustez do método foram realizadas alteragdes nos seguintes
parametros: massa de amostra, velocidade de rotagdo do blender, volume de metanol e
sulfato de cobre adicionados na extracdo, tempo de agitagdo no blender, volume de
diclorometano e tempo de agitagdo utilizados na particdo. Foram avaliados a média dos 8
resultados obtidos, em somente um nivel de contaminagdo, e o desvio padrdo, que teve
valor maximo de 1,8% entre estes resultados, de onde pode-se concluir que o método ¢
robusto para as variagdes a que foi submetido.

Como a robustez de um método ¢ a sua capacidade de resistir a pequenas
variacdes dos parametros analiticos sem alterar significativamente sua exatidao e
precisao, podemos admitir que, como obtivemos um desvio padrao pequeno, o método
pode suportar, sem perder a confiabilidade, pequenas variabilidades na execugdo de seu
procedimento.

Quadro 13. Resultados médios do ensaio para verificagdo da robustez do método.

Aflatoxina Média dos resultados (uglﬁlL‘) Desvio Padrao
AFG; 0,024 1,06
AFB, 0,043 1,54
AFG, 0,041 1,80
AFB; 0,042 1,55
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5 CONCLUSOES

O desenvolvimento de uma metodologia focada especificamente para castanha-
do-brasil utilizando uma técnica analitica mais precisa e confidvel como a cromatografia
liquida de alta eficiéncia e detector de fluorescéncia mostrou vantagens significativas na
deteccdo de aflatoxinas quando comparada a técnica de cromatografia em camada
delgada.

A abordagem usada na andlise de partes da castanha-do-brasil (casca,
améndoa e castanha integral) se mostrou bastante interessante e 1til, visto que a analise do
fruto integral ndo retrata a realidade da contaminagao deste alimento pelas aflatoxinas.

A metodologia desenvolvida, ou seja, a extracado no método modificado seguida
de quantificacdo por CLAE, oferece resultados satisfatorios tanto na etapa de extragdo
quanto na etapa de quantificagdo de aflatoxinas em castanha-do-brasil, uma vez que os
pardmetros de validagdo levantados mostraram-se adequados quando comparados aos
resultados das literaturas citadas.

A curva de calibracao apresentou coeficientes de correlagdo variando entre 0,9936 e
0,9997, sendo superiores aos valores recomendados pela ANVISA e pelo INMETRO.

O exame dos graficos revelou que nao ocorre a existéncia de uma tendéncia nos
residuos, confirmando a adequacdo do modelo testado e demonstrando que no método
ndo ocorrem erros sistematicos.

O limite de detecgdo foi determinado visualmente e a analise dos cromatogramas
deu origem ao LD, que foi determinado pela visualizagdo da menor concentragdo visivel
(detectavel) para cada aflatoxina, sendo de 0,263; 0,345; 0,241 e 0,254 g/[Rg" de amostra
para AFB,, AFB,, AFG; e AFG,, respectivamente.

O limite de quantificacdo foi estabelecido como sendo 3 vezes o limite de
deteccdo e nas condigdes de trabalho foi de 0,790; 1,036; 0,725 e 0,763ug/[Rg” de
amostra para AFB;, AFB,, AFG, e AFG,, respectivamente.

O tempo de retengdo variou entre 4,2 e 10,6 para as quatro aflatoxinas.

O Desvio Padrao Relativo (DPR) variou entre 8,6 e 14,8, sendo satisfatério para o
método, pois trata-se de analise de tragos, onde sdo aceitos DPR de até¢ 20%, dependendo
da complexidade da amostra.

A verificagdo da homocedasticidade das curvas, tanto da amostra como do padrao,
através do teste F e a comparagdo entre as inclinagdes das duas curvas pelo teste t, revelou
que a metodologia ndo sofre efeito de matriz.

As amostras utilizadas para determinagdo da robustez do método apresentaram
desvio padrao com um valor maximo de 1,8% entre os seus resultados, demonstrando que
o método ¢ robusto para as variagcdes a que foi submetido.
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A — Gréficos de Residuos para a Curva 1.
B — Graficos de Residuos para a Curva 2.

C — Graficos de Residuos para a Curva 3.

Anexo A — Graficos de Residuos para a Curva 1.
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B — Graficos de Residuos para a Curva 2.
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C - Grificos de Residuos para a Curva 3.
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