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RESUMO - As aflatoxinas (AFB AFB,, AFG, e AFG) sdo compostos produzidos pelo metabolismo
secundario de fungos do genekspergillus que quando ingeridas podem causar danos a sagtléndo a
carcinogenicidade. Um dos maiores problemas naiag@al desses compostos esta no uso de métodos
complexos, demorados, envolvendo equipamentogisafiss, ndo podendo assim ser realizado na malosa
laboratérios de analise de alimentos. Neste trabfilhavaliada a eficiéncia de dois métodos deagfin de
aflatoxinas do farelo de arroz, a fim de propor un&odologia que diminua consumo de solventesnwelde
residuos e exposi¢do do analista. Os métodos rdiferijuanto ao solvente extrator (metanol e acefahie
etapas de limpeza (sulfado de amonio e sulfatoatmasio). Os extratos foram cromatografados enaplBE-
Fertigfolien Alugram Xtra Sil G, e a intensidadeflimrescencia determinada com auxilio do programegeJ.

A recuperacao das micotoxinas foi dada como reapizseficiéncia do método de extracdo. O métodaigoe
acetonitrila em duas extracdes consecutivas, esimpgom sulfato de magnésio, apresentou a maioenteal

de recuperacéo, variando de 95 a 104% pa® B, e limite de quantificacdo de 3 (ADBL(AFB,), 2(AFG)) e
1,5(AFG) ug/kg.

Palavras-chave Micotoxinas, Metodologia, Cromatografia camadiyaea, Image J..

1 INTRODUCAO

O farelo de arroz é um subproduto resultante defi@amento do arroz. Representa de 5 a 8% do
peso do grdo e é considerado fonte de nutrienteteipas e fibras (WALTER, MARCHEZAN e AVILA,
2008). O arroz pode ser contaminado por difereegsecies fungicas, tanto no campo, quanto durante o
armazenameno, entre essas por espécies produnagcaotoxinas. As infestagbes por micro-organiss®s
inicia pelas por¢des mais externas do gréo, serwdsea e o farelo as porgdes de maior risco dawamacao

(HEIDTMANN-BENVENUTI et al., 2012).
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Em geral as micotoxinas sdo compostos toxicosye&istgue atuam em baixas concentracdes. Dentre as
micotoxinas, as aflatoxinas representam a principksse, seus efeitos toxicos incluem atividade
imunossupressora, mutagénica, teratogénica e loapeittogénica, sendo produzidasprincipalmente pelos
fungoAspergillusflavus  Aspergillusparasiticus. A aflatoxina  AFB1  foi  classificada pela
“InternationalAgencyofResearchonCancer” no grupocdimo provavel carcinégeno, e € o mais potente
hepatocarc in6geno descrito em mamiferos (IARG319

Dada a importancia do conhecimento das concensai®eada micotoxina para avaliacao de risco de
dano a salde, e da possibilidade de ocorréncialtéimea, sdo necessarios métodos confiaveis e caplaze
detectar quantidades na ordem de ppb. Dessa farmmnitoramento de aflatoxinas requer método sispple
confiaveis e exequiveis em laboratérios com infraésa basica.

Nesse trabalho foi avaliado indicativos de mériénlals procedimentos de extracéo de aflatoxinas, a
fim de otimizar uma metodologia que além de minania volume de solventes gastos na extracdo, nzaimi
qguantidade de residuos, o tempo de exposicdo dalistas e propicie a detecgdo confidvel usando

cromatografia de camada delgada.

2 MATERIAL E METODOS

AMOSTRAS
As amostras de farelo de arroz foram cedidas ppresa beneficiadora localizada na regido sul do RS.

As amostras foram peneiradas (32mesh), acondicdsnamh sacos plasticos sob refrigeracgéo.

PREPARO DOS PADROES

Foi preparada uma solucdo estoque contendo armistas Aflatoxinas na concentracdo de 5
nag/mL(AFB,, AFB,, AFG, e AFG) em benzeno: acetonitrila (98:2 v/v). A concertitaexata foi determinada
em espectrofotbmetro Varian Cary/100 UV-Visible @8033579). Duas solu¢cbes padrdo de trabalho foram
preparadas, uma na concentracdo de 1,8 ng/mlzadkdi para preparo da curva padrdo, e outra degdalp

utilizada na fortificacdo das amostras de farelo.

EXTRACAO DAS AFLATOXINAS

A extracdo das Aflatoxinas BB, G; e G foi realizada de acordo com metodologia descriio p
Romero-Gonzalez et al (2011) (Procedimento 1) eé5oares e Rodriguez — Amaya (1989) (Procedimentas?)
duas metodologias foram modificadas, minimizandgasto com solventes de extracdo e massa de anostra.

procedimento 1 também foi realizado empregando exaacdes consecutivas (procedimento 3).

Procedimento 1
Foram pesadas 5,0000g de amostra e adicionad@snénde agua e 12mL de acetonitrila. A mistura

foi agitada em vartex por 2 min e em banho ultragsdpor 30min, com sequente adicdo de 2g de suifat
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magnésio e 0,2g de celite. Apds foi agitado maneatenpor 1 min e centrifugado por 10min a 2280 @& .fitn

foram recolhidos 3mL da do sobrenadante que fai setbanho-maria a 60°C para posterior quantifizaca

Procedimento 2

Foram pesadas 7,0000g de amostra em tubo defegatdom sequente adicdo de 4mL de cloreto de
potassio 4% e 36mL de metanol. Em seguida agitadwagtex por 2 min e em banho ultrassénico por 80mi
Ap6s filtracdo, foram recolhidos 20mL do filtradona posterior adicdo de 20mL de sulfato de amdnib 80
3g de celite. A mistura foi agitada manualmenteJomin, deixada em repouso por 5 min,.filtrada.rbiatura
foram transferidos 20mL para funil de separacéo adipao de 20mL de J0. Foram feitas trés particdes com
10mL de cloroférmio, sendo o extrato seco em r@perador.

Os residuos obtidos foram ressuspensos em 200p&rdeno e aplicados em placa cromatografica.

CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA

As aflatoxinas (AFB, AFB,, AFG, e AFG) foram separadas e identificadas por cromatogiddia
camada delgada. Foi utilizado placas cromatogsfia@- Fertigfolien Alugram Xtra Sil G, 20 x 20 crA.
aflatoxinas foram eluidas em cuba cromatografica ama mistura de tolueno, acetato de etila e adidoico
na proporcao de 3:2:1. ApGs a placa foi seca enfaest 105°C por 10 min e examinada a intensidade de
fluorescéncia em camara sob luz UV a 365nm. A diicatéo das aflatoxinas foi realizada com o aaxid

programa computacional Image J.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO DO METODO

Linearidade

A linearidade foi avaliada dentro da faixa de 0,12@ ng das AFB AFB,, AFG; e AFG,
respectivamente. A partir da intensidade de fluesia medida pelo ImageJ, foi plotado curvas tlbregdes,
onde o eixo das abscissas representa a massa d&ximas e 0 eixo das ordenadas a intensidade de

fluorescéncia. Foi utilizado o coeficiente de clagéo linear (R como indicador da reta(RIBANI, 2004).

Limite de deteccédo (LOD) e Limite de quantificacdOQ)

O LOD e o LOQ das placas foram estimados atravé&side analitica por deteccéo visual. O LOD foi
considerado o ponto em que as toxinas podiam sealizadas de forma inequivoca por dois analistasaidos.
O LOQ foi considerado o LOD x 3 (RIBANI, 2004). leon também estimados os LOD e LOQ do método.

Exatidéo

A exatiddo dos procedimentos foi avaliada pelardetecéo da recuperagdo das aflatoxinas, apds a
fortificacdo das amostras com concentragBes dedpade micotoxinas 4 vezes superior ao limite de
quantificacao. (RIBANI, 2004).



A
NUPFE

Universidade
de Passo Fundo

y

Engenharia de
Alimentos

4

Vil

SIMPOSIO DE
ALIMENTOS

PARA A REGIAO SUL

Passo Funda/RS, 17 e 18 de outubro de 2013

ISSN 2236-0409
v. 8 (2013)
p. 4/6

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta a curva padrdo de aflatox@msIPEG, utilizando cromatografia de camada
delgada (CCD).

Figura 1. Curva padréo de aflatoxinas em cromatiagde camada delgada.
A partir de deteccdo visual, foram determinadoslimites de deteccdo e quantificacdo e foram
estimados os Rf (fator de retencdo) para as Aflladsx(AFB, AFB,, AFG, e AFG,) que estdo comO LOD e o

LOQ das micotoxinas na Tabela 1

Tabela 1. Propriedades cromatogréaficas das aftedexem placas sob luz UV

Parametros AFB AFB, AFG; AFG,
LD* (ng) 0,9 0,3 0,6 0,45
LQ** (ng) 3 1 2 1,5

Rf#x** 0,42 0,38 0,34 0,27

*LD: Limite de detecgdo; **LQ:Limite de quantificag; ***Rf: Fator de retencédo

Com auxilio do programa ImageJ foi possivel meditt@nsidade de fluorescéncia gerada por cada uma
das aflatoxinas em suas diferentes concentracdelineAridade apresentada por cada aflatoxina pede s
observada na Tabela 2.

Tabela 2. Linearidade da relacdo concentracaolat®@ahas e fluorescéncia detectada pelo ImageJ

Micotoxinas Curva analitica (ng) Coeficientes deeacao (R2)
Aflatoxina B; y =2,0671x + 25,441 0,9902
Aflatoxina B, y =11,577x + 34,945 0,9924
Aflatoxina G y = 3,2764x + 28,503 0,9918
Aflatoxina G y = 6,5846x + 22,309 0,9929

Na Figura 2 esta representado os percentuais cgpewacdo das aflatoxinas nos diferentes

procedimentos de extracdo testados.
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Figura 2. Recuperacao (%) de aflatoxinasB, G; e G por diferentes procedimentos de extracédo

Entre os procedimentos testados, a extracdo em dtsmms com acetonitrila (procedimento3)
apresentou maior percentual de recuperacdo paafladsxinas, variando de 95 a 104% para AFG1 e AFB1
respectivamente. De acordo com Ribani et al. (20@4uperacdes entre 70 e 120% sdo aceitaveis para
determinacéo de tracos em métodos cromatograf@edimites de quantificacdo foram de 3(AFBL(AFB,),
2(AFG)) e 1,5 (AFG) pg/kg, todos abaixo de 5ug/kg, valor estabelepiela legislacéo brasileira (ANVISA,
2011).

O procedimento 3, mostrou-se eficiente para extraig aflatoxinas do farelo de arroz, empregando
menores volumes de solventes e gerando menoretusssiquando comparado a métodos convencionais
descritos na literatura. Além disso, a técnica menatografia de camada delgada empregada paracdetec
quantificacdo tornou o método mais econémico, pddeser aplicado em laboratérios com infra-estrutura

simples, a fim de avaliar a qualidade de alimeptosluzidos em diferentes regiées do pais.

4 CONCLUSAO

Entre os procedimentos avaliados para extrac@dlat®xinas, o maior percentual de recuperagéo foi
obtido pela utilizacdo da combinacdo dos solvemtesextracdo agua e acetonitrila. Os percentuais de
recuperacdo foram de 104, 103, 95 e 101 % pard-Bs, AFB,, AFG, e AFG, respectivamente, empregando
deteccdo por cromatografia de camada delgada.
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