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RESUMO

O milho é um cereal muito consumido pela populacdo humana e animais, porém estd propicio a
contaminacdo flingica desde quando se encontra no campo, durante seu transporte e estocagem. A
presenca de fungos pode levar a producdo de micotoxinas entre elas as aflatoxinas, que quando
ingeridas pode provocar sérios problemas de sadde, pela sua caracteristica carcinogénica, teratogénica
e mutagénica, além de acarretar problemas econdmicos. O Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA) estabelece o uso da Instru¢do Normativa N° 9 de 24 de marco de 2000 para a
andlise de aflatoxinas, entretanto € necessdria a verificacao da eficiéncia do método pelo laboratério. O
presente trabalho teve como objetivo validar a metodologia estabelecida do MAPA quanto aos
pardmetros de repetibilidade, reprodutibilidade, recuperacdo e limite de deteccdo para avaliar sua
resposta frente a matriz milho. Os resultados das andlises mostraram que o método € adequado para ser
utilizado qualitativamente e os parimetros validados demonstram que pode atender os limites

estabelecidos pela legislagdo vigente para consumo animal.
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1 INTRODUCAO

As aflatoxinas sdo micotoxinas produzidas por trés espécies de fungos do género
Asprgillus sp, A.flavus, A.parasiticus € A. nomius, que produzem, quando em condi¢des
adequadas, as toxinas AFBI1, AFB2, AFGIl, AFG2(Amaral, 2006). Os fungos podem se
desenvolver nas mais diferentes matérias primas como milho, amendoim, arroz, trigo, nozes,
semente de algoddo, entre outros e podem ocorrer nas mais diferentes etapas; desde seu

desenvolvimento no campo, colheita, transporte e armazenagem do cereal (Scussel, 1998).
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A exposi¢do a micotoxinas € uma questdo de saude, e isto se deve principalmente ao
fato do consumo de alimentos contaminados. As micotoxinas sdo muito conhecidas pelas
suas propriedades mutagénicas, carcinogénicas e teratogénicas, que ao serem ingeridas pela
populacdo podem levar ao desenvolvimento de cincer hepatico (Amaral, 2006). Quando
destinadas a alimenta¢@o animal, no caso da AFB1, pode ser transformado na micotoxina tipo
M1, eliminada através do leite ou da urina animal (Prado, 1999).

As micotoxinas podem ser determinadas através de muitos métodos analiticos. A
cromatografia em camada delgada (CCD) é conveniente para o isolamento de pequenas
quantidades de fracdes de misturas, a qual se desenvolve com a fase mével migrando através
da fase estaciondria por acdo de capilaridade; nesta interagdo os solutos sdo arrastados com
velocidades diferentes, formando manchas que indicam os componentes presentes na mistura
(Aquino Neto).

A resolucao-RDC n°274, de 15 de outubro de 2002, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabelece os limites maximos admissiveis de concentracio
de aflatoxinas para alguns produtos de alimentacdo humana. A Portaria MA/SNAD/SFA N°
07 de 09/11/88 do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), estabelece
méximo de Aflatoxinas em alimentos para consumo animal englobando matérias primas e
racoes. A IN n° 9 de 24 de margco de 2000 do MAPA oficializa os Métodos Analiticos para
determinacao de aflatoxinas.

Esse trabalho teve como objetivo validar a metodologia estabelecida pelo MAPA
quanto os parametros de recuperacdo, limite de deteccdo e reprodutibilidade. Foram
adicionados na matriz milho ndo contaminada um padrdo misto com a mistura de AFBI,
AFB2, AFG1, AFG2, para apés realizar a extracdo e avaliagdo dos resultados. A validacdo €
muito importante pela necessidade de garantir o resultado analitico a fim de avaliar a
qualidade dos alimentos comercializados para consumo humano e animal, evitando problemas

econOmicos e de saide para consumidores e produtores.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Material e métodos

Padroes analiticos: Os padroes de micotoxinas foram adquiridos da marca Sigma Life
Science, lote: 028K9805, validade: 30/09/2011. O preparo das solucdes estoque e de uso foi

realizado de acordo com a AOAC.

Verificacao da concentracio das solucoes padrao: Preparou-se a partir da solugdo
priméria de 100 mg L™ uma solugio de 10 mg L' de cada aflatoxina e uma solucdo mista de
10 mg L' contendo AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 e a partir destas, preparou-se solucdes de
trabalho de 1 mg L™ em benzeno:acetonitrila (98:2). Apés confirmou-se as concentragdes por

espectrofotometro UV 2100 Spectrophotometer.

Amostra: Para fins de validacdo, foi adquirida em um silo, uma amostra de milho isenta
de micotoxinas (matriz branca). A amostra foi moida, homogeneizada e estocada a —20 °C até

o momento da analise.

Tratamento das amostras: Em uma aliquota de 50g de amostra de milho, a temperatura
ambiente, foram adicionados 30 mL de cloreto de potassio 4% e agitado manualmente, apds
foi adicionado 270 mL de metanol e mantido sob agitacdo em um liquidificador por 5 min. A
mistura foi filtrada em papel filtro qualitativo em seguida, 150 mL do filtrado foram
transferidos para um béquer e adicionados 150 mL de sulfato de amo6nio 30%, mantido em
repouso até precipitacdo, acrescentados 10 g de celite sob agitacdo constante com bastido de
vidro e, apds precipitacdo, a solucdo foi filtrada em papel filtro qualitativo, onde recolheu-se
150 mL e transferiu-se para um funil de separacao. No funil de separag¢do adicionou-se 50 mL
de hexano, e agitou-se por 1 minuto, aguardou-se a separacdo das fases e descartou-se a
camada superior; foram adicionados 10 mL de cloroférmio, agitou-se vigorosamente por 2
minutos, coletou-se a camada de cloroférmio em um tubo de ensaio; extraiu-se novamente
com 10 mL de cloroférmio adicionado ao funil de separacdo, agitou-se vigorosamente por 2
minutos, coletou-se a camada de cloroférmio no mesmo tubo de ensaio. Esta solucdo foi
homogeneizada em agitador de tubos tipo vortex e filtrada em sulfato de sddio anidro, retirada

uma aliquota de 10 mL, a qual foi evaporada em nitrogénio. Os residuos obtidos foram
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ressuspendidos com 200 pL benzeno: acetonitrila (98:2) e homogeneizados. As solucdes
padrao e as amostras foram aplicadas sobre uma placa de Silica gel 60-Merck (cromatofolha
de aluminio 20 x 20 cm, silica gel 60). Antes da aplicacdo a placa foi deixada em estufa a 105
°C por uma hora. As solucdes padriao e as amostras foram eluidas utilizando fase mével de
tolueno: acetato de etila: dcido férmico (60:30:10), sendo que a cuba foi saturada por uma
hora antes da eluicdo da placa. A leitura da placa foi feita em cabine UV com comprimento de

onda de 366 nm.

Validacao do método analitico: A repetitibilidade foi avaliada através dos ensaios que
realizados dez vezes pelo mesmo analista. A reprodutibilidade foi avaliada através de ensaios
realizados dez vezes por dois analistas diferentes, nas mesmas condi¢des de andlise. A
recuperagdo foi avaliada a partir da contaminacdo da matriz branca com uma solucdo de
concentracdo conhecida e o limite de detec¢do foi avaliado através da andlise da visualizacdo

da intensidade da fluorescéncia emitida pelas solugdes utilizadas.

2.2 Resultados e discussao

Padroes Analiticos: Os padroes foram preparados em metanol conforme procedimento da
AOAC, porém no momento da aplicacdo observou-se que quando se utiliza metanol como
solvente, no preparo da solu¢do padrio, quando a solugdo € aplicada sobre a placa esta se
espalha rapidamente, possivelmente, pelo fato do metanol ter polaridade semelhante a da
placa, ndo ficando adequado para andlise. Utilizou-se entdo como solvente a mistura de
benzeno/acetonitrila (98/2) a qual para aplicagdo da solucdo na placa se apresentou mais
eficiente Observou-se ainda que mesmo quando se utiliza como solvente benzeno/acetonitrila,
nao é possivel deixar solugdes estocadas, mesmo sobre congelamento, sendo necessdrio
evaporar o solvente das solucdes contendo os padrdes a cada utilizagdo e no momento da
aplicacdo resuspendé-los com o volume de solvente necessario para a obtencdo da
concentracdo inicial, a fim de evitar a degradacdo e concentragdo da solucdo. Foi realizada
confirmacdo da concentracdo das solu¢des padrao individuais em espectrofotdmetro, no
comprimento de onda 360 nm para B1 e 362 nm para B2, G1, G2, conforme metodologia da

AOAC, estando de acordo com a concentragao preparada.
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Tratamento das Amostras: As amostras foram tratadas de acordo com a IN n°9 do
MAPA, com a modificacdo as seguintes modificacdes: adicionou-se 10 g de celite, o solvente
utilizado na purificagdo foi hexano, realizou-se a extragao com cloroférmio e apds o extrato
foi filtrado em sulfato de sédio anidrido para a retirada da 4gua. A fase mével para elui¢do das
amostras através da placa, indicada pelo MAPA, consiste na mistura de éter/metanol/dgua
(96/3/1), entretanto esta fase mével apresentou baixa resolucio, ndo sendo possivel verificar
os Rf, além de ser uma solu¢do muito instavel. Utilizou-se entdo o recomendado pelo método
da AOAC onde elui-se as placas com tolueno/acetato de etila/ 4cido férmico (60/30/10). Esta
mistura de solventes se mostrou mais estdvel e com uma boa separacdo dos analitos. A
aplicacdo na placa se deu a 4 cm da base com uma distancia de 2 cm entre as amostras e fez-
se uma eluicdo de 13 cm. A visualizac@o da presencga das aflatoxinas foi realizada em cabine

UV no comprimento de onda 366 nm.

Volume e concentracio da solucao aplicada na placa: Foram testados os volumes de
10, 20, 30, 40,50 uL das solu¢des das amostras de nas concentragdes de 6, 8,10, 20 ug kg'1 e
30 pL para as amostras de concentracio de 30 e 40 ug kg .Observou-se que com volume de
40 e 50 pL nao foi possivel verificar as manchas pela difusdo ocorrida. Na aplicagdo de 30 uLL
com contaminacdo de 30 pg kg™ foi possivel verificar a presenca das quatro aflatoxinas e com

20 pL e 30 uL foi possivel verificar B2 eG2 contaminadas na concentracdo de 10 pg kg™

Parametros da Validacdo: No estudo da repetibilidae foram analisadas 10 amostras
contaminadas com uma solucdo padrdo mista de aflatoxinas na concentracdo de 20 pg kg™
Os resultados demonstraram repetitibilidade na avaliacdo da intensidade de fluorescéncia das
diferentes amostras. Na avaliacdo da reprodutibilidade as andlises foram feitas por dois
analistas diferentes, utilizando uma amostra branca para cada batelada para a confirmacao de
que nao houve contaminacdo durante o processo. Observou-se que a intensidade da
fluorescéncia foi idéntica para as diferentes amostras analisadas por diferentes analistas,
entretanto, observou-se também que ocorreu diferenca nos valores de Rf o que pode ter
ocorrido em fung¢do do tempo de saturacdo da cuba, a temperatura, o tempo da ativacdo da
cromatoplaca, a maneira de aplicagdo e/ou a quantidade de placas eluidas na mesma fase
mével. Os limites de detec¢do encontrados foram de 30 pg kg para Bl e G1 com um volume
de aplicacdo de 30 uL e 10 ug kg para B2 e G2 com aplicagio de um volume de 30 pL. Os

limites de deteccdo foram estabelecidos na menor quantidade da toxina visualizada na
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cromatoplaca em um extrato de produto de milho (KAWASHIMA, 2006) com contaminag@o

conhecida e um volume de aplicagcdo de 30 uL.

3 CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos neste trabalho pode-se concluir que € necessaria
aplicacdo de um maior volume de amostra na placa do que o volume recomendado pela
metodologia do MAPA. A fase mdvel utilizada na elui¢do da amostra sugerida pela AOAC
apresenta melhores separacOes das aflatoxinas. Conforme a validacdo realizada o limite de
deteccao do método € de 30 pg kg'1 para Bl ¢ G1 e de 10 pg kg para B2 e G2. O método
apresentou repetitibilidade adequada. Os parametros de tempo de saturagdo da cuba,
temperatura, o tempo da ativacdo da cromatoplaca, a maneira de aplicacdo e a quantidade de
placas eluidas na mesma fase moével deverdo ser objeto de mais estudos para avaliar se
influenciam na reprodutibilidade dos resultados. A metodologia é adequada para ser utilizada
nas andlises de aflatoxinas para fins qualitativos por atender os limites estabelecidos pela

legislagdo vigente quanto o maximo permitido para consumo animal.
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