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RESUMO - Este trabalho teve objetivo de avaliar a recuperacdo e o efeito da matriz do método utilizado na
determinacdo de desoxinivalenol (DON) em farinha de trigo. Foram construidas curvas padrdo da micotoxina
diluida no solvente e no extrato da matriz, utilizando placas de CCDAE (cromatografia em camada delgada de
alta eficiéncia). A construcdo da curva padrdo envolveu a aplicacdo de diferentes concentra¢des da solucéo
padrdo de DON em placas cromatograficas, que foram eluidas, derivatizadas e visualizadas sob luz UV. Sob esta
condicéo, as placas foram fotografadas e as imagens analisadas pelo programa ImageJ e os dados obtidos foram
utilizados para estimar as equacdes da curva, com auxilio do Microsoft Excel. A faixa de linearidade das curvas
foi de 100 a 400 ng. Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) da CCDAE foram 30 e 90 ng,
respectivamente. A recuperacdo (exatidao) apresentou variacdo de 80 a 105% e o efeito matriz foi de supressao
da resposta da CCDAE em 28%.
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1 INTRODUCAO

O trigo produzido no Brasil, destinado a moagem industrial em 2014, foi de aproximadamente 11,8 milhdes
de toneladas (CONAB, 2014). O trigo (Triticum aestivum) é um dos cereais mais consumidos no mundo, é uma
cultura de inverno, cultivado principalmente na regido Sul do Brasil, tendo o estado do Rio Grande do Sul como
0 segundo maior produtor do Pais (CONAB, 2014).

As condicBes climaticas dos paises tropicais com chuvas e temperaturas elevadas sdo favoraveis a
proliferacdo de fungos responsaveis pela producdo de micotoxinas nos produtos agricolas, principalmente em
grdos e seus derivados, originando contaminagdes nos alimentos provenientes destas regides. A grande maioria

destes alimentos é suscetivel a contaminacdo por fungos, pois se constituem de substancias organicas e, dentre
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elas, inimeros nutrientes que propiciam a proliferacdo de fungos filamentosos que durante seu metabolismo
secundario produzem as micotoxinas.

A ocorréncia de micotoxinas nos cereais é um problema dificil de evitar e que podem ser apenas
parcialmente removidos por processamento industrial, e 0 monitoramento da cadeia de producéo é essencial para
avaliar os riscos aos quais 0s consumidores podem estar expostos (SKRBIC et al., 2012).

A preocupagdo com a saide humana e animal com a ingestdo de alimentos contaminados tornou-se um
problema de nivel mundial, caracterizando-se como um risco que afeta principalmente a seguranca dos
alimentos. A analise de micotoxinas é um desafio, uma vez que estdo normalmente presentes em baixas
concentragdes em matrizes complexas, podendo ocorrer em varias combinagdes produzidas por um Gnico ou por
varias espécies de fungos (SKRBIC et al., 2012). Neste sentido, métodos de extracdo alternativos tém surgido
recentemente, como 0 QUEChERS. Este método chama atencdo por minimizar o uso de solventes, ter menor
tempo de analise e alta recuperacdo, sendo aplicado na extragdo de micotoxinas em diversas matrizes
(FRENICH et al., 2011, HACKBART et al., 2012, HEIDTMANN-BEMVENUTI et al., 2012, PAIGA et al.,
2012).

A possibilidade de aplicar o método de extracdo QUEChERS, uma técnica simples, rapida, de baixo custo,e
a analise por cromatografia de camada delgada de alta eficiéncia, técnica analitica confiavel para a triagem e
guantificacdo de micotoxinas em alimentos devido a sua alta seletividade e sensibilidade, podera contribuir com
a segurancga alimentar, com a conservacdo do ambiente (HEIDTMANN-BEMVENUTTI et al.,, 2012) e
possibilitar o monitoramento e levantamento de dados em laboratdrios com infraestrutura basica.

As caracteristicas inerentes de cada matriz utilizada para a extragio QUEChERS pode contribuir
positivamente ou negativamente para a recuperacdo da micotoxina a partir do meio, devido ao efeito de
supressdo de alguns compostos na fluorescéncia da substancia a analisar (KUPSKI, BADIALE-FURLONG,
2015). A aplicacdo de um método analitico envolve um processo de avaliagdo que ateste a sua eficiéncia em usos
de rotina, denominado validacdo. O efeito de matriz € um parametro de validagdo que tem por objetivo avaliar se
0s componentes da matriz interferem no sinal do analito. Para verificacdo do efeito de matriz, devem-se
comparar os coeficientes angulares e lineares de curvas analiticas construidas a partir do solvente e do extrato
branco da matriz original. A variacdo do coeficiente angular é responsavel por introduzir nos resultados um erro
sistematico proporcional, ja& a variacdo no coeficiente linear, um erro sistematico constante (KRUVE et al.,
2009).

Considerando que a farinha de trigo apresenta diversas aplica¢cdes industriais e caseiras na produgdo de
alimentos, tendo muita importdncia no aspecto nutricional da alimentagdo humana e também fonte de
contaminacdo direta de micotoxinas, este trabalho tem como objetivo avaliar a recuperacdo e o efeito matriz na

extracdo de desoxinivalenol (DON), em farinha de trigo, pelo método QUEChERS.

2 MATERIAL E METODOS

Método QUEChERS para extragédo de DON
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A extracdo da micotoxina em farinha de trigo foi realizada de acordo com o procedimento de QUEChERS
adaptado por Heidtmann-Bemvenutti et al. (2012) para determinacdo de desoxinivalenol. Foram pesados 10g de
amostra e adicionou-se 20 mL de &gua e 20 mL de acetonitrila acidificada com &cido acético a 1%. A
homogeneizacdo foi realizada em agitador (5 min/800g) e banho ultrassénico (10 min), sequido de adicdo dos
sais (1,5 g de sulfato de magnésio e 0,85 g de acetato de sodio), agitados por mais 5 min e centrifugado (10
min/1400g). Uma aliquota de 10 mL do sobrenadante foi separado e adicionados os sais de limpeza (0,3 g de
sulfato de magnésio e 0,2 g de celite), seguido de agitagdo manual por 1 min e centrifugagdo (10 min/1400g). O
sobrenadante foi seco sob fluxo de nitrogénio e ressuspenso em 300 pUL de benzeno e quantificado em
cromatografia de camada delgada de alta eficiéncia.

Condicdes cromatogréficas para a determinagéo de DON

Para a determinagéo da presenca e quantificacdo da micotoxina DON foram utilizadas placas de CCDAE
(cromatografia de camada delgada de alta eficiéncia), de nano silica gel de 0,2 mm (Alugran), sem prévia
ativacdo. A solucdo padréo foi aplicada nas placas com microsseringas (Hamilton), em volumes variando entre 5
e 30 pL, abrangendo a faixa de linearidade de visualizagdo da florescéncia dos padrdes sob luz UV. As
micotoxinas foram eluidas com uma mistura dos solventes tolueno, acetato de etila e acido formico na proporcéo
de 60:40:10 (v/v/v). ApGs a eluicdo, as placas foram derivatizadas em solucéo etanolica (85%) de cloreto de
aluminio 15%, e secas a 130 °C por 10 min. As manchas fluorescentes da micotoxina foram visualizadas sob luz
UV (364 nm).

Validacéo do método

Os parametros de desempenho avaliados seguiram o recomendado pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria - ANVISA (BRASIL, 2003a) e Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial
- INMETRO (BRASIL, 2003b), sendo eles: curva analitica, linearidade, limite de deteccdo, limite de

quantificacdo e exatiddo (recuperagéo).

Curva analitica e linearidade

A linearidade do método foi avaliada pela construcdo da curva analitica que envolveu a aplicacdo de sete
pontos com diferentes concentragBes da solucdo padrdo de DON, com solvente (benzeno: acetonitrila 98:2) em
placas cromatogréficas de alta eficiéncia, que foram eluidas, derivatizadas e visualizadas sob luz UV. Sob esta
condicdo, as placas foram fotografadas (Cannon — Power Shot SX520 HS), sendo as imagens analisadas pelo
programa ImageJ e os dados obtidos calculados com auxilio do Microsoft Excel para obtengdo da curva padréo e

o coeficiente de determinagéo (R?).

Limite de Deteccao e Quantificacdo
O limite de deteccdo (LD) foi considerado como sendo a menor concentracdo da micotoxina que 0 método
distingue, com seguranca. Este valor foi determinado aplicando-se nas placas solu¢do padrdo que foi sendo

diluida até a detec¢do do ponto de menor fluorescéncia.



AN

4 ) SIMPOSIO DE  1ssN 2236-0409
‘UUF,dId: \\’ ALIMENTOS ;: Z/gzols)

de Passo Fundo Passo Fundo/RS, 15 e 16 de outubro de 2015

A massa da micotoxina detectavel foi estimada a partir deste volume de padréo aplicado na placa e o limite
de quantificacdo (LQ) definido como trés vezes superior a massa do limite de deteccéo (LD).
Recuperagéo

A recuperacdo foi calculada pela relacdo entre a quantidade de toxina determinada e a adicionada no inicio
do procedimento analitico executado de forma completa. As amostras foram contaminadas com trés niveis de
contaminagdo e as médias das recuperac6es do método para a matriz farinha de trigo foram calculadas a partir de

cinco repeti¢des de cada nivel de fortificagéo.

Efeito matriz

O efeito matriz foi realizado a partir da aplicacdo, na placa cromatografica, da micotoxina DON diluida
com o extrato da amostra, nas mesmas concentragdes utilizadas para a construgdo da curva analitica. A razao
entre a declividade (coeficiente angular) da equacdo da reta obtida neste experimento, e a declividade

(coeficiente angular) da equacéo da reta da curva analitica com solvente, indica o efeito matriz.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados na Tabela 1 mostraram que o procedimento de extracdo, pelo método
QUEChERS, e quantificacdo, por CCDAE, foram adequados para a determinacdo da micotoxina desoxinivalenol
(DON), uma vez que seus indicadores cumprem as recomendagdes quanto aos critérios de confiabilidade, pois o
INMETRO (BRASIL, 2003b) recomenda um valor acima de 0,90 para o coeficiente de determinagdo da curva

padréo.
Tabela 1: Pardmetros analiticos avaliados em CCDAE.
Parémetros Solvente Matriz
Curva analitica Y=93,71 X + 10177 Y=67,504 X + 27878
Linearidade (ng) 100 - 400 100- 400
Limite de deteccdo - LD (ng) 30 30
Limite de Quantificacéo - LQ (ng) 100 100
Coeficiente de determinagéo (R?) 0,9612 0,9757
Coeficiente de correlacéo (R) 0,9797 0,9848

Solvente = benzeno: acetonitrila (98:2); Matriz = extrato da amostra obtido pelo método QUEChERS.

O efeito matriz é o efeito observado pelo aumento ou decréscimo do sinal cromatogréfico da micotoxina
presente no extrato da matriz farinha de trigo, quando comparado com o sinal da micotoxina em solvente
organico. Esse efeito é dependente do método aplicado na analise, das caracteristicas fisicas e quimicas do
analito, do tipo e quantidade de matriz presente no extrato e do método de extracdo aplicado a amostra. Em

baixas concentraces (ppm e ppb) o efeito matriz pode tornar-se significativamente relevante, pois ocorre um
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decréscimo da ionizacdo da concentracdo do analito em relacdo a concentracdo desse na matriz (PIZZUTTI,
2006).

Neste estudo, verificou-se que a micotoxina DON sofre o efeito da matriz farinha de trigo, de forma
inibitoria, reduzindo o sinal cromatogréafico. Os resultados obtidos demonstram que o efeito matriz situou-se em
- 28% indicando um efeito negativo. A matriz farinha de trigo exerce um efeito de supressdo do sinal
cromatografico da micotoxina (DON), diminuindo a intensidade do sinal através da interferéncia dos
componentes provenientes da matriz farinha de trigo.

A eficiéncia do método foi avaliada pelo estudo de recuperagdo feito em amostras de farinha de trigo
livres naturalmente da desoxinivalenol. As amostras foram contaminadas artificialmente com trés niveis de
concentragdes DON, 12,5, 22,0 e 33,0 pg em 10 g de amostra. A matriz artificialmente contaminada foi mantida
em exaustor por 24 horas, para evaporar o solvente da solu¢do padréo, e posteriormente procedeu-se a extragao
por QUEChERS e quantificacdo em CCDAE, conforme metodologia descrita. A recuperacéo foi calculada pela
relagdo entre a quantidade de toxina quantificada e a adicionada no inicio do procedimento analitico executado
de forma completa.

Na Tabela 2 encontram-se os resultados dos testes de recupera¢do do método de extragdo QUEChERS,
calculadas a partir de trés niveis de contaminag&o e cinco repeti¢des de cada nivel de fortificacdo.

De acordo com a recomendacdo do regulamento (CE) n° 401/2006 da Unido Europeia a faixa de
recuperacdo deve estar entre 60 a 120% para a maioria das concentrac@es e segundo o INMETRO (BRASIL,
2003b) a faixa situa-se entre 80- 120%.

Tabela 2: Resultados dos testes de recuperacéo.

Nivel de contaminagéo Meédia do nivel de contaminacao Recuperagdo | Coeficiente de
(Mg/Kg) encontrado (ug/Kg) (%) variacgéo (%0)

12,5 10,02 80,2 10,4

22,0 23,2 105,4 8,55

33,0 28,6 86,7 18,5

* média de cinco repeticdes

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitiram concluir que o método usado neste estudo constituiu uma alternativa para a
andlise de desoxinivalenol (DON), pois além de ter boa sensibilidade e rapidez, tem aplicabilidade em matrizes

de farinha de trigo.
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