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Um método rapido usando cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (UPLC-MS/MS) foi implementado e otimizado para
proporcionar a determinacado completa de 36 micotoxinas em amostras de vinhos. A
extracdo foi realizada com acetonitrila, aplicando o método QUEChERS (Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe; em portugués: Ré&pido, Facil, Barato, Efetivo,
Robusto e Seguro) modificado. Tradicionalmente, o0 método QUEChERS é muito
conhecido na determinacdo de multiplos pesticidas em uma grande variedade de
matrizes de frutas e vegetais e por essa razado recebeu a distingdo de método oficial
da AOAC (Association of Official Agricultural Chemists) (LEHOTAY et al., 2005;
BANERJEE et al.,, 2009). Normalmente, as determinagbes de micotoxinas Sao
realizadas por cromatografia liquida apés purificacdo em coluna de imunoafinidade
ou testes ELISA, porém, essas técnicas possuem a desvantagem de envolver a
determinacao individual dos analitos (SPANJER et al., 2008; CUNHA et al., 2009). O
objetivo deste estudo foi otimizar e empregar o método QUEChERS no procedimento
de extracdo para determinacao de micotoxinas em amostras de vinho.

Durante o estudo, foram realizados experimentos de otimizacdo para
melhorar a recuperacéo e estabilidade dos analitos. Além da avaliacdo do volume da
amostra de vinho tinto a ser empregado, foi estudado o efeito do pH, realizado pela
adicdo de uma etapa de tamponamento com formiato de amoénio e acido formico.
Esse método envolveu uma etapa de purificacdo do extrato por dSPE, avaliando o
uso de varios adsorventes. As micotoxinas foram analisadas por UPLC-MS/MS,
usando ionizacdo por eletronebulizacdo no modo positivo. As solucdes padréo de

micotoxinas foram preparadas e classificadas em trés diferentes grupos, com faixas



de concentracdo diferentes. O estudo de recuperacado foi realizado em trés
diferentes niveis de fortificacdo, com seis replicatas (n=6) em cada concentracao.
Outros parametros avaliados da validacdo foram linearidade (r?) das curvas
analiticas, exatiddo (% de recuperacdo), limites de deteccdo e de quantificacdo do
método (LOQ e LOD, respectivamente), precisdo (RSD%) e efeito matriz (%),
determinados individualmente para cada micotoxina. Das 36 micotoxinas analisadas
por UPLC-MS/MS (ESI+), 35 apresentaram recuperacao percentual entre 70-120% e
88% apresentaram RSD < 20% no menor nivel de fortificacdo estudado (Grupo | = 1,
Grupo Il =50 e Grupo Il = 10 pg kg™). O LOQ do método para 86% das micotoxinas
foi o nivel mais baixo estudado. O efeito matriz observado foi inferior a +20% para
75% das micotoxinas. Este método foi aplicado satisfatoriamente na analise de 56
amostras de vinho tinto adquiridos na cidade de Amsterda (Holanda), provenientes

de diversos paises.
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A fast multimethod using liquid chromatography tandem mass spectrometry
(UPLC-MS/MS) was implemented and optimized to yield a complete determination of
36 mycotoxins in wine samples. Extraction was performed with acetonitrile, applying
modified QUEChERS method (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe).
Traditionally, QUEChERS method is well known in pesticides determination in a
variety of matrices and due this has received the distinction of an AOAC (Association
of Official Agricultural Chemists) official method for multiple pesticides in fruits and
vegetables (LEHOTAY et al.,, 2005; BANERJEE et al., 2009). Usually mycotoxins
analysis are carried out by liquid chromatography after immunoaffinity column clean-
up or by enzyme-linked immunosorbent assay tests, but all these methods normally
involve determination of a single compounds only (SPANJER et al., 2008; CUNHA et
al., 2009). This study aimed to apply modified QUEChERS method as extraction
procedure for mycotoxins determination in wine samples.

During this study, were performed optimization experiments to improve
recovery results and analites stability. Besides the evaluation of the proper volume of
wine samples to be applied, tests were performed to test pH effect by using an
additional buffering step with ammonium formate/ formic acid. Normally this method
apply a dispersive clean-up with sorbents to clean-up sample extract. This procedure
followed a dSPE clean-up with various sorbents where mycotoxins were analyzed on
UPLC-MS/MS system, using electrospray ionization in positive mode. Mycotoxins
standards stock solutions were prepared and classified in three different groups, with
different range of concentration. Recovery studies were performed by analyzing

samples in three spiked levels, with six (n=6) replicates in each concentration. Other



validation parameters evaluated were linearity (r?) of calibration curves, accuracy
(recovery %), instrument limits of detection and method limits of quantification (LOD
and LOQ), precision (RSD%) and matrix effects (%) were determined for each
individual mycotoxin. From 36 mycotoxins analyzed by UPLC-MS/MS (ESI+), 35
showed average recoveries between 70-120% and 88% an RSD < 20%, at the
lowest spiked level (Group | = 1, Group Il = 50 e Group Ill = 10 pg kg™). The method
LOQ for 86% mycotoxins was the lowest level studied. The observed matrix effect
was lower than *20% for 75% of mycotoxins. This procedure was applied
successfully also in a survey of 56 red wine samples purchased in the city of
Amsterdam (The Netherlands) from many different countries.
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1 INTRODUCAO

A contaminacdo de alimentos pelo uso intencional de produtos quimicos,
como pesticidas, bifenilas policloradas ou medicamentos veterinarios, ¢ uma
preocupacdo de saude publica mundial e um assunto amplamente discutido. No
entanto, a contaminacgéo dos alimentos devido a substancias tdxicas naturais, como
micotoxinas, também pode comprometer a seguranca dos alimentos e prejudicar a
salide de seres humanos e dos animais (GONZALEZ et al., 2010).

As micotoxinas sdo metabolitos secundarios toxicos naturais produzidos por
diversas espécies de fungos filamentosos, tais como Fusarium, Aspergillus e
Penicillum (GONZALEZ et al., 2010; CAST, 2003).

Segundo NELSON & COX (2002) os metabdlitos secundarios sdo compostos
organicos que nao estdo diretamente envolvidos nos processos de crescimento,
desenvolvimento e reproducdo dos organismos e ao contrario dos metabdlitos
primarios, sua auséncia ndo resulta na morte imediata dos mesmos. A longo prazo,
em alguns casos, a sua auséncia pode afetar a sobrevivéncia, fecundidade e
estética do organismo. Os metabdlitos secundarios tém, frequentemente, um papel
importante na defesa dos vegetais contra a herbivoria e outras defesas inter-
espécies.

Segundo estudos, mais de trezentas diferentes espécies de micotoxinas ja
foram descobertas, as aflatoxinas sdo as mais predominantes, produzidas por
espécies de Aspergillus; ocratoxina A e patulina produzidas tanto por espécies de
Aspergillus como por espécies de Penicillium; e as toxinas provenientes de fungos
da espécie Fusarium, como o desoxinivalenol, zearalenona, T-2 e HT-2 toxinas, e
fumonisinas. Estes compostos podem ser encontrados em varios alimentos como
cereais, café, sucos, leite, cerveja, vinho, entre outros (GONZALEZ et al., 2010;
CAST, 2003).

Recentemente as micotoxinas tém sido consideradas como um dos fatores de
risco mais importantes na dieta, inclusive superiores aos contaminantes sintéticos,
toxinas de plantas, aditivos alimentares e residuos de pesticidas. Devido aos riscos
para a saude de seres humanos e dos animais, as organizacfes internacionais vém

estabelecendo, de maneira cada vez mais rigorosa, limites maximos de residuos de
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micotoxinas em alimentos a fim de garantir a seguranca alimentar de seus
consumidores (GONZALEZ et al., 2010).

Nesse contexto, ou seja, de alta contaminacdo de alimentos vegetais em sua
ampla variedade devido ao uso indiscriminado de pesticidas e ao desenvolvimento
de fungos produtores de micotoxinas, faz-se necessario o desenvolvimento de
métodos analiticos confiaveis e precisos que permitam identificar e quantificar esses
contaminantes de maneira inequivoca, a nivel residual. Dessa forma, se tera
seguranca no cumprimento da legislacdo vigente tanto em nosso pais quanto nos
paises com 0s quais o Brasil tem relacionamentos comerciais de alimentos

(importacdo ou exportacao).
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1.1 Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo principal o desenvolvimento e a
validagdo de um método multirresiduo para determinacdo simultdnea de 36
micotoxinas em amostras de vinho tinto. O procedimento de preparacdo das
amostras envolveu a otimizacdo e modificacdo do método QUEChERS - Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe (em idioma portugués Rapido, fécil,

econdmico, efetivo, robusto e seguro).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A videira e auva

A uva é o fruto da videira, também chamada de vinha ou parreira, a qual &
uma trepadeira da familia vitaceae, que engloba cerca de mil espécies que se
encontram espalhadas pelo globo terrestre. Essas plantas sao cultivadas em regides
de clima preferencialmente temperado.

A videira pertence ao tipo de plantas denominadas Fanerogamicas (com
orgaos bem diferenciados e produtores de flor), ao subtipo das Angiospermas
(plantas em que o gineceu possui estigma e os Ovulos estdo encerrados em
ovarios), a classe das Dicotiledéneas (com dois cotilédones), ao grupo das
Dialipétalas (com coroa com pétalas livres), subgrupo das Superovarianas (ovarios
superos) e a familia vitaceae (coroa caduca e em que o fruto € uma baga,
trepadeiras e com gavinhas) (PIRES, 2010).

Esta familia compreende 14 géneros, sendo o mais conhecido, o género Vitis,
originario das zonas temperadas do hemisfério norte (América, Europa e Asia). O
género Vitis estd dividido em dois subgéneros: Euvitis e Muscadinia, ambos
utilizados na producéo de vinhos (SILVA, 2004).

2.1.1 Estrutura do cacho de uva e propriedades adicionadas ao vinho

A uva colhida é composta por caule, pele, leveduras, polpa e sementes. Cada
uma dessas partes que participam do processo de fermentagdo conferem ao vinho,

obtido no final do processo, caracteristicas muito especificas.

2.1.1.1 Caule

O caule contém taninos que podem conferir um sabor amargo ao vinho. Em
determinado caso, 0 enologo pode retira-lo completamente antes de proceder o
esmagamento das uvas. Alternativamente, os caules, ou uma pequena parte deles,

€ mantido durante o processo de fermentacdo, o que pode aumentar o tanino do
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vinho tinto, conferindo uma caracteristica extra no sabor e tornando-o mais
encorpado (GRAINGER & TATTERSALL, 2005).

2.1.1.2 Pele

A pele da uva contém corantes, compostos de aroma, sabor e taninos. A
camada exterior de cera com a sua tonalidade esbranquicada é chamada flor. Esta
parte contém leveduras e bactérias naturalmente presentes na estrutura da pele
(GRAINGER & TATTERSALL, 2005).

Abaixo desta, encontram-se mais camadas contendo substancias complexas
chamadas polifendis, que podem ser divididas em dois grupos:

(a) As antocianinas, presentes nas uvas pretas e flavonas, encontradas nas
uvas branvas, conferem as uvas sua cor. Compostos fendlicos biflavandides dao
origem aos oxidantes, conferindo as propriedades saudaveis ao vinho (GRAINGER
& TATTERSALL, 2005).

(b) Os taninos sdo compostos amargos que também sdo encontrados em
caules e peles. As concentracdes de tanino sdo mais elevados em vinhos tintos,
onde a pele das uvas é usada no processo de fermentacdo. Algumas variedades de
uvas, como por exemplo a Gamay, apresenta concentracdes de tanino muito mais
baixas (GRAINGER & TATTERSALL, 2005). Essa variacdo nos niveis de tanino ir4
refletir no sabor e aroma final do vinho produzido, o qual ser& muito bem

caracterizado por sua variedade e regido de producéo.

2.1.1.3 Leveduras

As leveduras sdo microorganismos de ocorréncia natural e sdo essenciais no
processo de fermentacdo das uvas. Ha dois grupos basicos de leveduras presentes
na pele das uvas: leveduras selvagens e leveduras de vinho (GRAINGER &
TATTERSALL, 2005).

As leveduras selvagens (na maior parte do género Klockera Hanseniaspora),
precisam de oxigénio para o seu desenvolvimento. Uma vez em contato com 0s
acucares da uva, podem converter esses acgucares em alcool. Porém, consegue
alcancar aproximadamente 4% de alcool por volume, ponto em que perdem sua
atividade de conversao e morrem (GRAINGER & TATTERSALL, 2005).
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As leveduras de vinho, do género Saccharomyces, assumem 0 processo de
fermentacdo iniciado pelas leveduras selvagens e continuam a trabalhar na
conversdo dos acucares em alcool até que todo acglcar seja consumido ou se
alcance um teor alcodlico de aproximadamente 15%, ponto em que as leveduras de
vinho morrem naturalmente (GRAINGER & TATTERSALL, 2005).

2.1.1.4 Polpa

A polpa contém o suco da uva. O suco da uva real é quase incolor, com raras
excecdes. A polpa contém agua, acucares, acidos de frutas, proteinas e minerais
(GRAINGER & TATTERSALL, 2005).

a) Acucares: quando verdes, todas as frutas contém uma alta
concentracdo de acidos e baixos niveis de acucar. Com o amadurecimento do fruto,
h& alteracbes no equilibrio acucar/acido e os niveis de acucar sobem e a acidez
diminui. Os agucares da uva séo representados principalmente por frutose e glicose.
A sacarose, embora presente em folhas e tubos do floema da videira, ndo tem
presenca significativa na polpa da uva (GRAINGER & TATTERSALL, 2005).

b) Acidos: os acidos mais importantes encontrados nas uvas sdo 0 acido
tartdrico e malico. O &cido malico estd presente em maior propor¢do nas uvas
verdes e durante o amadurecimento do fruto seu nivel diminui e passa a predominar
0 &cido tartarico (GRAINGER & TATTERSALL, 2005).

Os éacidos tém um papel importante no vinho, conferindo o sabor refrescante.
Outros acidos presentes nas uvas, que incluem o acido acético e o acido citrico,
mesmo em pequenas quantidades, ajudam a estabilizar o vinho acabado, o que
permite sua longevidade (GRAINGER et al, 2005).

C) Minerais: potassio, célcio e magnésio sdo 0s principais minerais
presentes nas uvas (GRAINGER & TATTERSALL, 2005).

2.1.1.5 Sementes

As sementes variam em tamanho e formato de acordo com a variedade da
uva. Se esmagadas, podem conferir adstringéncia ao vinho, devido aos seus 0leos e
taninos amargos (GRAINGER & TATTERSALL, 2005).
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2.2 Vinho

O vinho é, por definicdo, a bebida obtida da fermentacédo alcodlica do mosto
simples de uvas sadias, frescas e maduras. (FILHO, 2010).

Durante a fermentacdo das uvas, microorganismos denominados leveduras
convertem o0s acucares que se encontram na polpa, produzindo alcool e diéxido de
carbono. O produto dessa fermentacdo, denominado vinho, é constituido por
aproximadamente de 85% a 89% de agua, 10% a 14% de etanol, menos de 1% de
acidos de frutas e centenas de compostos presentes em pequenas quantidades que
conferem caracteristicas Unicas ao aroma e sabor do vinho (SILVA, 2004).

A fermentacao alcodlica do mosto de uva, algo completamente empirico no
passado, tornou-se uma das mais fortes areas da pesquisa agroindustriais e muito
atraentes sob o ponto de vista econémico. Dentro deste contexto, a viticultura e a
enologia estudam varios aspectos para a melhoria da producdo de vinhos, que
envolve desde a selecdo das melhores variedades de videiras; os processos de
vinificacdo; o uso de microorganismos para a fermentagcdo; os cuidados para a
obtencado da bebida final; a sua estabilizagdo; o seu engarrafamento e a venda do
produto final, o vinho (FILHO,2010).

2.2.1 Historico

Constatacoes de historiadores em todo mundo levam a crer que 0 processo
de vinificacdo € tdo antigo quanto a propria civilizacdo (CHARTERS, 2006; TNYT,
2007; JACKSON, 2008).

Assim como a sociedade encontra suas raizes na antiga Mesopotamia, as
primeiras evidéncias que ha para o cultivo de uvas e a fermentacdo supervisionada
de seus sucos remonta a 6000 a.C., no antigo Oriente Médio (CHARTERS, 2006;
TNYT, 2007; JACKSON, 2008).

Os egipcios registraram a colheita de uvas nas paredes de seus tumulos e
garrafas do mesmo vinho foram enterradas com os farads, a fim de que eles
pudessem entreter os convidados em vida apés a morte. O vinho também foi

considerado uma bebida da elite na Grécia antiga, e foi uma peca central do
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simpdsio famoso, imortalizado por Platdo e pelos poetas do periodo (CHARTERS,
2006; TNYT, 2007; JACKSON, 2008).

Mas foi durante a época romana que o vinho se tornou popular em toda a
sociedade. Em cidades romanas, bares de vinho foram criados em quase todas as
ruas e 0os romanos exportavam vinho para toda a Europa. A producao e qualidade
do vinho vindo de outras regifes rivalizava-se com o de Roma, 0 que aguecia o
comércio (CHARTERS, 2006; TNYT, 2007; JACKSON, 2008).

Apés a queda de Roma, o vinho continuou a ser produzido no Império
Bizantino no leste do Mediterraneo. Espalhou-se para o leste da Asia Central ao
longo da Rota da seda (CHARTERS, 2006; TNYT, 2007; JACKSON, 2008).

A propagacao do Isld em grande parte extinguiu a industria do vinho na Africa
do Norte e Oriente Médio. Em toda a Europa, a vinificacdo tornou-se o
principalmente negécio de mosteiros, devido a necessidade do vinho para realizacao
dos sacramentos cristdos. Neste periodo, os vinhos mais encorpados e fortes
surgiram e substituiram seus antecessores, que eram mais doces (normalmente
diluidos em agua antes de beber) (CHARTERS, 2006; TNYT, 2007; JACKSON,
2008).

Durante o Renascimento, em virtudes do maior nimero de apreciadores de
vinhos que demandavam por vinhos cada vez mais sofisticados, véarias regides
vinicolas passaram a se desenvolver. Por volta do século XVIII o comércio do vinho
aumentou, especialmente na Franca, a qual se tornou o Bordeaux produtor
proeminente de vinhos finos. O desenvolvimento de diferenciados tipos de uvas em
cada regido levou a producdo de vinhos regionais com caracteristicas facilmente
reconheciveis (CHARTERS, 2006; TNYT, 2007; JACKSON, 2008).

No Novo Mundo o sucesso da primeira vinificacdo comercial ocorreu apenas
no século XIX. Surpreendentemente, Ohio (EUA) foi a primeira regido da América do
Norte a cultivar uvas para producéo de vinho com sucesso, mas logo foi derrubada
pela maior producéo de vinho na Califérnia (EUA) (CHARTERS, 2006; TNYT, 2007;
JACKSON, 2008).

Nesse mesmo contexto, no Velho Mundo, a Champagne (antiga provincia
Francesa) estava se estabelecendo como a bebida de luxo favorita e os vinhos
fortificados (geralmente com conhaque), como os do Porto (provenientes da regiao
demarcada do Douro, no norte de Portugal), foram se tornando cada vez mais

populares, especialmente no Reino Unido.
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Hoje, a vinificacdo é uma industria global amplamente desenvolvida e
encontra-se presente na maioria dos paises do mundo. Maquinas que podem colher
grandes areas de dia ou de noite, aumentaram a producdo, e a ciéncia moderna
voltada a viticultura tem assegurado que o produto resultante atenda a padrbes
uniformes, o0 que em alguns casos, resulta em perdas na qualidade do sabor
(CHARTERS, 2006; TNYT, 2007; JACKSON, 2008).

2.2.3 Producao mundial

Segundo dados publicados pela Organizacdo das Nacdes Unidas para
Alimentagcdo e Agricultura (FAO), os cinco maiores produtores de vinho séo Italia,
Francga, Espanha, Estado Unidos e China. A Tabela 1 mostra os 20 paises pioneiros
na producdo de vinho e os volumes produzidos em 2011. Os dados colhidos
mostram uma producédo mundial total de cerca de 28 milhdes de toneladas de vinho,
sendo que, os dez maiores paises produtores sdo responsaveis por mais de 80%
desse total. (FAO, 2011).
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Tabela 1 — Relacdo em ordem decrescente dos vinte maiores paises

produtores de vinho no mundo.

Posicao Pais (:; rr?gl:gl:\g)
1 Italia 4,994,940
2 Franca 4.630.800
3 Espanha 3.250.610
4 Estados Unidos 2.231.600
5 China 1.580.000
6 Argentina 1.213.550
7 Australia 1.178.440
8 Africa do Sul 1.050.000
9 Chile 986.935
10 Alemanha 950
11 Roménia 610
11 Portugal 610
13 Russia 501
14 Grécia 425
15 Brasil 340
16 Hungria 323.61
17 Austria 235.188
18 Ucrania 231
19 Sérvia 202.368

20 Nova Zelandia 200

FONTE: FAO, 2011

2.2.4 Vinhos no Brasil

2.2.4.1 Histoéria do vinho no Brasil

A histéria do vinho no Brasil iniciou-se com o proprio descobrimento, em
1500, pelo navegador portugués Pedro Alvares Cabral. Estudos indicam que as
treze caravelas que partiram de Portugal carregavam, pelo menos, 65 mil litros de
vinho para consumo dos marinheiros (Vinhos do Brasil, 2011).

As primeiras videiras foram introduzidas no Brasil por Martim Afonso de
Sousa, em 1532, na capitania de Sao Vicente (composta por territérios dos estados
de Séao Paulo, Rio de Janeiro e Parana, no Brasil). As videiras, que posteriormente

se espalhariam por outras regides do Brasil, eram da qualidade Vitis vinifera (ou
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seja, adequadas para a producao de vinho), provenientes de Portugal e da Espanha
(www.vinhosdobrasil.com.br).

No mesmo ano, o fundador da cidade de Santos (Sao Paulo, Brasil), o
explorador portugués Bras Cubas, foi o primeiro a tentar cultivar videiras de forma
mais ordenada. No entanto, da mesma forma que a tentativa precedente, ndo obteve
muito éxito. Em parte, o insucesso da produgéo de vinhos deu-se pelo protecionismo
comercial exercido por Portugal, tendo a corte, inclusive, proibido o cultivo de uvas,
em 1789 (Vinhos do Brasil, 2011).

No Rio Grande do Sul, as primeiras videiras foram introduzidas pelos padres
jesuitas ainda em 1626, posto que necessitavam do vinho para os rituais da missa
catdlica. A introducdo de videiras européias se deu com a chegada dos imigrantes
alemaes, que obtiveram bons resultados em solo gaucho (Vinhos do Brasil, 2011).

A viniviticultura galcha teve um grande impulso a partir de 1875, com a
chegada de imigrantes italianos, que aportaram com videiras trazidas principalmente
da regido do Véneto (Italia) - e uma forte cultura de producdo e consumo de vinhos.
Apesar do sucesso inicial, as videiras finas ndo se adaptaram ao clima Uumido
tropical e foram dizimadas por doencas flngicas. Porém, com a adocdo da
variedade Isabel, entdo cultivada pelos colonos alemaes no Vale do Rio dos Sinos
(Rio Grande do Sul, Brasil) e no Vale do Cai (Rio Grande do Sul, Brasil), deu-se
continuidade a producdo de vinhos que, embora de qualidade ndo definida,
espalhou-se para outras regides do pais, tornando-se base do desenvolvimento da
vitivinicultura no Rio Grande do Sul (RS, Brasil) e em S&o Paulo (SP, Brasil) (Vinhos
do Brasil, 2011).

Mas foi somente a partir da década de 1990 que vinhos de melhor qualidade
passaram a ser produzidos no Brasil, através da profissionalizacdo crescente e a
adaptacdo de uvas finas (uvas do género Vitis vinifera) ao clima peculiar da Serra
Gaucha. Atualmente, a regido produz vinhos de qualidade bastante satisfatoria e
crescente (Vinhos do Brasil, 2011).

Outra regido que estda em amplo desenvolvimento e a firmando-se como
produtora de vinhos € a do Vale do S&o Francisco, situado nos estados de
Pernambuco e Bahia (Brasil). A viticultura, como em todas as outras regiées nas
guais se instalou, tornou-se fundamental para o desenvolvimento da regido

nordeste, pois devido as caracteristicas climaticas desse local esta regido é a Unica
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do mundo a produzir vinhos de qualidade, provenientes de duas colheitas por ano
(Vinhos do Brasil, 2011).

2.2.4.2 Producgéo de vinho no Brasil

Dados historicos revelam que a primeira introducdo da videira no Brasil foi
feita pelos colonizadores portugueses em 1532, através de Martin Afonso de Souza,
na entdo Capitania de Sao Vicente, hoje Estado de S&o Paulo. A partir deste ponto e
através de introducdes posteriores, a viticultura expandiu-se para outras regides do
pais, sempre com cultivares de Vitis vinifera procedentes de Portugal e da Espanha
(MELLO et al., 2002; MELLO, 2012).

As primeiras décadas do século XIX, com a importacdo das uvas americanas
procedentes da América do Norte, foram introduzidas as doencgas fangicas que
levaram a viticultura colonial a decadéncia. A cultivar Isabel passou a ser plantada
nas diversas regibes do pais, tornando-se a base para o desenvolvimento da
vitivinicultura comercial nos Estados do Rio Grande do Sul e de Sao Paulo (MELLO
et al., 2002; MELLO, 2012).

Mais tarde, a partir do inicio do século XX, o panorama da viticultura paulista
mudou significativamente com a substituicdo da Isabel por Nidgara e Seibel. No
Estado do Rio Grande do Sul, foi incentivado o cultivo de castas viniferas através de
estimulos governamentais. Nesse periodo a atividade vitivinicola expandiu-se para
outras regides do sul e sudeste do pais, sempre em zonas com periodo hibernal
definido e com o predominio de cultivares americanas e hibridas. Entretanto, na
década de 70, com a chegada de algumas empresas multinacionais na regido da
Serra Gaulcha e da Fronteira Oeste (municipio de Santana do Livramento), verificou-
se um incremento significativo da area de parreirais com cultivares V. vinifera
(MELLO et al., 2002; MELLO, 2012).

A viticultura tropical brasileira foi efetivamente desenvolvida a partir da década
de 1960, com o plantio de vinhedos comerciais de uva de mesa na regidao do Vale do
Rio S&o Francisco, no nordeste semi-arido brasileiro. Nos anos 70 surgiu o polo
viticola do Norte do Estado do Parana e na década de 1980 desenvolveram-se as
regides do Noroeste do Estado de S&do Paulo e de Pirapéra no Norte de Minas

Gerais, todas voltadas a producéo de uvas finas para consumo in natura. Iniciativas
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mais recentes, como as verificadas nas regides Centro-Oeste (Estados do Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul e Goias) e Nordeste (Bahia e Ceara), permitem que se
projete um aumento significativo na atividade vitivinicola nos préximos anos (MELLO
et al., 2002; MELLO, 2012).

A vitivinicultura é uma atividade importante para a sustentabilidade da
pequena propriedade no Brasil. Nos ultimos anos, tem se tornado importante,
também, na geracdo de emprego em grandes empreendimentos, que produzem
uvas de mesa e uvas para processamento. A Figura 1 traz um panorama da

distribuicdo da producéo de vinhos no Brasil (MELLO et al., 2002; MELLO, 2012).

Petrolina

Sao Roque

Curitiba
Serra Gadcha:

Urussanga = ¢ Bent&l Gorltgalvu
ivramento a ne
S o o Pecits —— 21589 Viamio Caxlas do Sul
Bage Farroupilha
Pinheiro Machado Flores da Cunha
Garibaldi
Gramado
Veranopolis

Figura 1 — Mapa da producdo de vinho no Brasil. (Enciclopédia do vinho,
2012)

No Rio Grande do Sul (RS, Brasil) concentra-se mais de 90% da producéo
vinicola do pais e é onde se encontram as melhores vinicolas brasileiras. A maior
parte destas vinicolas estd localizada na Serra Gaucha regido de montanha ao
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nordeste do estado, destacando-se as cidades de Bento Gongalves, Garibaldi e
Caxias do Sul, seguidas por Flores da Cunha, Farroupilha e Canela. Essa regiao
representa a maior regido viticola do pais, com 50.646 hectares de vinhedos,
segundo dados de 2011 da Embrapa Uva e Vinho. O restante € produzido em
Erechim, no noroeste do estado; Jaguari, no sudoeste; Viamao e Sao Jerdnimo, no
centro-leste; Bagé, Dom Pedrito, Pinheiro Machado e Santana do Livramento, no
extremo sul (Enciclopédia do vinho, 2012).

A agroindustria do vinho nacional, centrada no Rio Grande do Sul, assumiu
historicamente a liderangca da producdo e abastecimento da demanda do mercado
interno brasileiro. Mais recentemente, especialmente a partir da década de 70,
comecaram a ocorrer investimentos com a implantacdo e/ou modernizacdo das
vinicolas (setor industrial), motivados por um mercado interno com potencial para
produtos de melhor qualidade (vinhos finos) e de maior preco (MELLO et al., 2002;
MELLO, 2012).

O nivel tecnolégico utilizado no processo de elaboracdo dos vinhos finos pelo
setor agroindustrial nacional é comparavel aqueles existente nos paises de
vitivinicultura avancgada, enquanto que na elaboracdo de vinhos de consumo
corrente nem sempre se verifica essa evolucdo tecnolégica (MELLO et al., 2002;
MELLO, 2012).

Como consequéncia dessa realidade, os vinhos finos nacionais tém
apresentado uma grande evolucdo qualitativa, reconhecida nacional e até
internacionalmente, haja visto o bom desempenho de algumas vinicolas brasileiras
em concursos internacionais de vinhos, enquanto que com os vinhos de consumo
corrente, independentemente das caracteristicas e do menor potencial enoldgico da
matéria-prima utilizada, o mesmo nao se tem verificado. Para estes ultimos, ha
necessidade de maiores investimentos em tecnologia de produgéo, tanto no campo
como na agroindustria (MELLO et al., 2002; MELLO, 2012).

Ainda na regido sul, em Santa Catarina, a vitivinicultura apresenta expressao
econbmica principalmente na Regido do Vale do Rio do Peixe, a viticultura desta
regido ocupa uma area de 5.000 ha. No Parand, a viticultura esta concentrada na
Regido Norte do estado (MELLO et al., 2002; MELLO, 2012).

No Estado de S&o Paulo, destacam-se dois poélos viticolas: um na Regido
Noroeste (Regional Agricola de Jales), e outro na Regido Leste (Regionais Agricolas

de Campinas, Itapetininga e Sorocaba). No Estado de Minas Gerais também se
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destacam dois pdlos produtores, um ao sul composto pelos municipios de Caldas,
Andradas e Santa Rita de Caldas e outro ao norte, no municipio de Pirapéra
(MELLO et al., 2002; MELLO, 2012).

A Regido do Vale do S&o Francisco, situada no tropico semi-arido brasileiro,
trata-se da principal regido viticola tropical do Brasil, que segundo dados de 2011 da
Embrapa Uva e Vinho, possui cerca de 9.700 hectares de vinhedos distribuidos nos
Estados de Pernambuco e Bahia. Essa regido representa uma importante regiao
produtora de vinhos finos e de qualidade no Brasil (MELLO et al., 2002; MELLO,
2012).

2.3 Micotoxinas

O termo micotoxinas é composto pela palavra grega mikes, que significa
fungo e da palavra latina toxicum, que significa veneno. As micotoxinas S&o
definidas como metabdlitos secundarios téxicos produzidos sob condicbes
ambientais adequadas por fungos filamentosos, principalmente Aspergillus spp.,
Penicillium spp. e Fusarium spp (JESTOI, 2008).

Por centenas de anos tém-se observado as diferentes alteracdes que ocorrem
no sabor e na qualidade dos alimentos devido ao crescimento de fungos. Algumas
dessas transformacfes sdo desejaveis e mesmo necessarias a alguns alimentos.
Todavia, em muitos casos, os fungos podem causar transformacdes indesejaveis
aos alimentos, produzindo sabores e odores desagradaveis. A decomposi¢cdo que
ocorre nos alimentos in natura e produtos alimenticios nem sempre se caracteriza
apenas a nivel organoléptico, mas pode, eventualmente, acarretar consequéncias
danosas e prejudiciais a saude do homem e dos animais (SCUSSEL, 1998).

Estes fungos se multiplicam no alimentos quando as condicBes sao
favoraveis. A temperatura, a umidade ambiente e as caracteristicas intrinsecas dos
alimentos (nutrientes, acidez, presenca de conservantes antimicrobianos, entre
outras) sdo os principais fatores que controlam o desenvolvimento de fungos e a
producdo de micotoxinas nos alimentos (FRANCO & COZZOLINO, 2010).

Essas toxinas figuram entre os contaminantes mais comuns de muitos graos
e alimentos processados, podendo adicionar ao alimento uma ampla gama de

caracteristicas téxicas, incluindo carcinogenicidade, neurotoxicidade, bem como a
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toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento. Por estas razdes, as micotoxinas
representam um risco a saude dos seres humanos e animais (JESTOI, 2008). O
estudo das micotoxinas incluindo a sua deteccdo, biossintese e toxicologia aliadas
ao estudo sobre a epidemiologia e controle dos fungos que as produzem sao de
fundamental importancia para manutencdo de um abastecimento seguro de
alimentos a populacao (CAST, 2003).

O numero total de micotoxinas existentes ainda ndo € estimado precisamente,
mas acredita-se que existem milhares de metabdlitos potencialmente toxicos dos
fungos, sendo que alguns desses tém influéncia comprovada no desenvolvimento de
doencas (CAST, 2003). Porém, é dificil estimar o numero real deles que estdo
envolvidos na ocorréncia de micoxitoses devido a diversidade de seus efeitos
toxicos tanto em humanos quanto em animais (JESTOI, 2008).

A diversidade quimica das micotoxinas ja conhecidas representa uma das
maiores dificuldades para o desenvolvimento das técnicas de analises. Muitos dos
meétodos existentes apresentam de algumas limitacdes, tais como altos limites de
deteccao e baixa recuperacdo ou ainda problemas relacionados a repetibilidade nos
resultados das analises (JESTOI, 2008).

Além disso, conhecer a ocorréncia e distribuicdo de toxinas em alimentos e
racBes animais é importante porque a exposicdo a agentes bioativos desconhecidos
pode ser um importante fator de confus@o nas tentativas para explicar a etiologia da
doencas crbnicas em animais e seres humanos (CAST, 2003).

Qualquer avaliacéo de riscos dos efeitos cronicos das micotoxinas no homem
e nos animais necessita de métodos analiticos com detectabilidade suficiente que
permita determinacdo de baixas concentracdes de micotoxinas em amostras de
alimentos e racdes animais. Além disso, 0s niveis maximos tolerados das
micotoxinas que vem sendo impostos pela legislagdo européia aumentam a
necessidade do desenvolvimento de novos meétodos e otimizacdo daqueles ja
existentes, uma vez que, resultados ndo confidveis de um determinado laboratério
podem acarretar problemas graves de segurangca do alimento e, como
consequéncia, impedimentos das exportacdes (JESTOI, 2008).

Técnicas de deteccdo altamente seletivas, tais como a espectrometria de
massas (MS), permitem a deteccéo e identificacdo de concentragdes extremamente

baixas de micotoxinas. Além disso, permitem que, métodos para a determinacdo de
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diversas micotoxinas sejam realizados simultaneamente, economizando tempo,

custos e na melhor avaliacdo da co-ocorréncia de micotoxinas (JESTOI, 2008).

2.3.1 Historico

A micotoxicologia moderna avangou muito nos ultimos 50 anos, com a
descoberta das aflatoxinas, em meados de 1960. Desde aquela época, inUmeras
outras micotoxinas foram descobertas, e posteriormente associadas a causas de
intoxicacBes (micotoxicoses). Porém, a histdria envolvida no desenvolvimento do
estudo tdo abrangente que se tem hoje a respeito das micotoxinas comegou muito
antes. (CAST, 2003; JESTOI, 2008).

No final de 1800 até meados de 1900, o conceito de "metabolismo
secundario” dos fungos e outros microorganismos comec¢ou a ganhar aceitacdo no
meio cientifico. Neste mesmo periodo, passou-se a considerar que estes metabdlitos
nao faziam parte dos componentes do corpo do organismo, mas sim, eram
geralmente elaborados no "meio" em que o organismo crescia. O conceito de
antibiose foi também construido no inicio dos anos de 1900, tornando possivel a
descoberta de fungos "antibioticos" (CAST, 2003).

Nesse mesmo contexto, surgiram as primeiras pesquisas que reconheciam
gue os "metabdlitos secundarios" de alguns fungos poderiam ser importantes fontes
de doencas em animais e seres humanos (CAST, 2003; GOLAN & PASTER, 2008).

A micotoxicose mais antiga reconhecida em seres humanos € o ergotismo,
causada pelo fungo parasita de plantas Claviceps purpurea. Depois de surtos
periodicos na Europa Central, a doenca se tornou a epidemia da Idade Média, onde
era conhecida como o fogo de Santo Antdnio. Os primeiros sintomas do avancgo
desta doenca eram alucinacdes e membros superiores e inferiores inchados com
sensacao de queimacao, com subsequente necrose levando a perda do mesmo. O
ergotismo nesse periodo foi resultado direto do consumo de produtos feitos com
grados contaminados com as micotoxinas do grupo dos ergoalcaldides (CAST, 2003).

O termo micotoxina abrange um grupo relativamente grande de compostos
diversos e de ocorréncia natural. E incerto o nimero exato de metabdlitos
secundarios téxicos existentes. Em 1978, estudos de Turner catalogaram cerca de
1.200 metabdlitos secundarios produzidos por cerca de 500 espécies de fungos.

Pouco tempo depois, em 1983, estudos de Turner em parceria com Alderidge
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catalogaram mais cerca de 2.000 metabdlitos produzidos por mais de 1.100
espécies de fungos (CAST, 2003; JESTOI, 2008).

Nesse periodo estimava-se que havia aproximadamente dois Unicos
metabdlitos secundarios produzidos por espécies de fungos. Porém, em 1991,
Hawksworth trouxe a conhecimento da ciéncia dados que estimavam a existéncia de
69 mil espécies conhecidas de fungos, sendo que estas representavam apenas 5%
do total de espécies existentes, que ele acreditava ser 1,5 milhdes (CAST, 2003).

Com base no trabalho de Hawksworth e a suposicdo de apenas dois Unicos
metabdlitos secundarios por espécies de fungos, calcula-se que possam existir
cerca de 3.000.000 tipos de metabdlitos secundarios. Uma estimativa mais
conservadora, porém, ndo menos assustadora, propde cerca de 200.000 (CAST,
2003).

2.3.2 Modos de exposicao e efeitos gerais observados

A rota usual da exposicdo dos seres humanos as micotoxinas € atraveés da
ingestdo de alimentos contaminados. Animais podem sofrer contaminacao através
da ingestao da racdo animal ou de grdos contendo micotoxinas. No entanto, as vias
dérmicas e aéreas também podem ser importantes vias de exposi¢do tanto para
seres humanos quanto para animais (CAST, 2003).

Os efeitos diretos observados pela exposicdo as micotoxinas podem variar de
doencas agudas a crbnicas onde as condi¢cdes de saude alteradas, como resultado
da exposicao a toxina, podem aparecer claramente apenas antes da morte (CAST,
2003).

Além disso, ha outras alteracdes silenciosas porém igualmente perigosas,
como retardo de crescimento, imunidade diminuida e diminuicdo da resisténcia as
doencas. Ha ainda as manifestagcbes de doencas crbnicas, evidenciadas pelo
aparecimento de tumores, que podem resultar da exposicao prolongada a pequenas
guantidades da toxina (CAST, 2003).

O baixo nivel de exposicdo é de grande preocupacao, uma vez que quando
ha manifestacdo dos sintomas a contaminacéo ja se processa ha algum tempo,
podendo ser irreversivel em alguns casos. Populagbes que se alimentam
basicamente de um tipo de grdo na sua dieta, estdo mais sujeitas a esse tipo de

contaminacdo do que populacdes que consomem maior variedade de alimentos.
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(CAST, 2003).
A exposicdo indireta dos humanos as micotoxinas se da quando ha consumo
de alimentos como leite, ovos, produtos processados ou tecidos comestiveis

contendo residuos toxicos persistentes (CAST, 2003).

2.3.3 Principais géneros de fungos micotoxigénicos

A grande maioria das micotoxinas conhecidas sdo produzidas por trés
géneros de fungos: Aspergillus, Penicillium e Fusarium (CAST, 2003).

O género Aspergillus encontra-se dentro de uma familia grande e muito
diversa de fungos que s&o estdo distribuidos universalmente, mas que se
concentram principalmente nas zona subtropical, com climas quente e temperados
(CAST, 2003).

Eles geralmente sdo considerados como saprofitas e sdo importantes na
reciclagem de nutrientes. Seu crescimento é favorecido em altas temperaturas e
baixa atividade de 4gua, o que permite o seu envolvimento no desenvolvimento de
uma variedade de culturas (CAST, 2003).

Os membros do género Penicillium geralmente crescem e produzem
micotoxinas em uma ampla gama de temperaturas, em alguns casos, limitadas ao
crescimento do género Aspergillus. Os Penicillium spp. sdo mais abundantes em
climas temperados. Os membros deste género sdo mais comumente associados ao
armazenamento do que com a contaminacao pré-colheita (CAST, 2003).

Fusarium é um dos grandes géneros complexos, com espécies adaptadas a
uma grande variedade de habitats. Estdo presentes em todo o mundo e muito sdo
importantes patdgenos de plantas (CAST, 2003).

Outros dois géneros micotoxigénicos importantes sdo Claviceps e
Stachybotrys. O ergotismo, uma das mais antigas e conhecidas micotoxicoses, é
resultado do consumo de graos contaminados com o esclerécios de Claviceps spp.
(CAST, 2003).
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2.3.4 Principais micotoxinas

Dentre as 36 micotoxinas estudadas, algumas exercem maior importancia
qguanto a pertinéncia de ocorréncia e gravidade na contaminagdo de alimentos. O
Apéndice 1 traz informac¢des com relacdo a férmula quimica, estrutura e peso

molecular das micotoxinas estudadas.

2.3.4.1 Aflatoxinas

Por longo tempo, julgou-se que Aspergillus flavus fosse o Unico fungo
produtor da aflatoxina, mas atualmente sabe-se que existem outras espécies de
Aspergillus e até mesmo outros géneros produtores desta toxina, tais como: A.
parasiticus (predominante nos paises tropicais), A. Niger, A. oryzae, A. wentii,
A.ostianum, A. Fumigatus e A. frenesii. Do género Penicillium temos o P. puberulum,
P. citrinium, P. Variable e P. frequentans (SCUSSEL,1998).

No entanto, apenas A. flavus e A. parasiticus sd8o economicamente
importantes. Estes dois fungos tém sobreposicdo de nichos e podem produzir
aflatoxina em sementes de amendoim, milho, algodédo, améndoa e pistache. Nozes e
castanha do Brasil também sdo amplamente contaminadas. (CAST, 2003).

As quatro principais aflatoxinas conhecidas sdo: Bl, B2, Gl e G2.
(CAST,2003). A. parasiticus € o produtor mais ativos das toxinas B1, B2, G1 e G2; ja
o A. flavus produz apenas B1 e G1 (SCUSSEL,1998).

O efeito toxico causado pelas aflatoxinas pode ser de curta duracéo,
denominado aflatoxicose aguda, ou de longa duracdo, conhecido como aflatoxiose
cronica. As aflatoxinas estdo entre 0s mais potentes compostos carcinogénicos,
mutagénicos e teratogénicos na natureza, sendo a aflatoxina Bl listada como um
carcindgeno grupo | (isto €, comprovadamente carcinogénico para humanos) pela
Agéncia Internacional para Pesquisa sobre Cancer (IARC) e é apontada como
causa primaria de carcinoma hepatocelular em humanos (SCUSSEL,1998, GOLAN
& PASTER, 2008).

Sao0 os mais importantes contaminantes diretos de alimentos e ragdes e tem
sido os mais frequentemente encontrados em alimentos segundo estudos relatam no
mundo inteiro (SCUSSEL,1998; CAST,2003). A quantidade de aflatoxinas em
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alimentos e racdes é acompanhada de perto e regulamentada na maioria dos
paises. Na Unido Europeia (UE), os niveis de aflatoxina em varias especiarias
(colorau, noz-moscada, etc) sdo regulados com limites maximos de residuos (LMR)
de menos de 5 ng g’ para Aflatoxina B1 e 10 ng g* para Aflatoxina total. Em
amendoins, cereais e alimentos processados destinados ao consumo alimentar
direto, o LRM foi fixado em 2 ng g™ para Aflatoxina B1 e 4 ng g* para as Aflatoxinas
totais (GOLAN & PASTER, 2008)

2.3.4.2 Ocratoxina

Ocratoxinas sao um grupo de metabdlitos estruturalmente similares
produzidos por A. ochraceus e espécies afins, bem como por certas espécies de
Penicillium. Quanto a estrutura quimica, as ocratoxinas (A, B e C) sdo um grupo de
compostos que possuem uma B-fenilalanina ligada a uma isocumarina por ligacao
amida (SCUSSEL,1998; CAST, 2003).

A micotoxina mais importante neste grupo € Ocratoxina A. Essa toxina € uma
nefrotoxina, e sua contaminagcdo esta associada ao desenvolvimento de nefropatia
com excessiva eliminacdo de urina, provocando muita sede (CAST, 2003). Também
€ conhecida por apresentar forte atividade teratogénica em ratos e camundongos
(SCUSSEL,1998). E encontrada principalmente em produtos processados, tais como
vinho, café, cereais e cerveja (MAGAN & OLSEN, 2004).

Esta micotoxina tem sido detectada em vinho em concentracfes variaveis,
embora em regifes do sul da Europa e no Norte da Africa, concentracdes mais
elevadas tenham sido detectadas em amostras de vinho tinto (MAGAN & OLSEN,
2004).

Em geral, os vinhos tintos contém maiores quantidades de ocratoxina A do
que os vinhos brancos, o que indica uma clara relagdo entre o processo de
maceracao e a presenca de Ocratoxina A nos mostos de uvas. Recentemente a
Comissédo do Codex Alimentarius sugeriu que 15% do consumo total de Ocratoxina
A nos humanos seja devido ao consumo de vinhos (MAGAN & OLSEN, 2004).

A micotoxinas Ocratoxina A é regulamentada na EU para amostras de vinho,
estabelecendo um limite méaximo de 2 pg kg' para os vinhos produzidos em
colheitas a partir de 2005 (UNIAO EUROPEIA, 2006).
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Essa micotoxina apresenta caracteristicas nefrotoxicas, neurotoxicas,
imunitoxicas, genotoxicas e carcinogénicas. Estudos recentes tem associado a
presenca de Ocratoxina a ocorréncia de cancer no trato urinario, cancer de testiculo
e aberragbes cromossomicas pela ingestdo de 1 pg/kg por dia, durante 45 dias
(MAGAN & OLSEN, 2004).

2.3.4.3 Tricotecenos

Os tricotecenos sao uma familia de cerca de 150 compostos estruturalmente
relacionados, produzidos por varios géneros de fungos, entre eles, Cephalosporium,
Myrothecium, Stachybotrys, Trichoderma e Fusarium (SCUSSEL,1998).

Esses compostos possuem a mesma estrutura quimica bésica
(sesquiterpeno), mas diferem quanto aos grupos substituintes em algumas posicoes
(SCUSSEL,1998).

Observa-se algumas ocorréncias de tricotecenos em alimentos e ragdes, 0s
quais sdo produzidos na sua maioria por espécies Fusarium. Entre estas toxinas
estdo, desoxinivalenol (DON) (também conhecido como Vomitoxina), toxina T-2,
nivalenol (NIV) e Fusarenona X (CAST,2003; SCUSSEL,1998).

A contaminacao natural de milho e trigo com DON foi relatada em alguns
estudos em diversas colheitas. J4, nos Estados Unidos, a contaminag¢do natural de
alimentos e ra¢cdes por toxina T-2 raramente tem sido relatada, sendo mais comum
em graos na Europa o que tem chamado atencéo para o estudo da toxicologia desta
toxina (CAST, 2003).

Na micotoxicose aguda observada em animais, estas toxinas afetam os
centros de producdo do sangue, causando danos no sistema nervoso, no trato
gastrointestinal e cardiovascular. Causam hemorragias ao redor e dentro da boca,
reto, na mucosa do intestino delgado e estébmago, seguindo-se de gastroenterite.
(SCUSSEL,1998).

No ser humano, o evenenamento por tricotecenos foi correlacionado com uma
doenca chamada Alequia Téxica Alimentar (ATA), que ocorreu na Ruassia durante a
Segunda Guerra Mundial (SCUSSEL,1998).
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2.3.4.4 Fumonisinas

Representa um grupo de micotoxinas de crescente importancia, com estrutura
quimica béasica de um diéster do acido propano — 1,2,3 — tricarboxilico e um
pentahidroxi-icosano contendo um grupamento amino primario. Ha uma similaridade
marcante entre as fumonisinas e a estrutura quimica da esfingosina (um lipidio
encontrado no cérebro), o que torna a sua acdo no organismo de grande interesse
para a ciéncia (SCUSSEL,1998).

Existem atualmente 6 membros distintos do grupo das fumonisinas, porém as
mais toxicas e estudadas sdo a B1l, B2 e B3. Elas sao produzidas por fungos do
género Fusarium (SCUSSEL,1998). A presenca desta toxina esta relacionada a alta
incidéncia de cancer de esbfago nos seres humanos da Africa do Sul e da China
(CAST,2003). Alem disso, estudos recentes comprovaram a atividade neurotoxica,
imunosupressora e a carcenogénica desta toxina, especialmente afetando orgdos
como rim e figado (MAGAN & OLSEN, 2004).

2.3.4.5. Zearalenona (ZEN)

A zearalenona € uma micotoxina estrogénica, ou seja, com acao relacionada
ao controle da ovulacdo e ao desenvolvimento de caracteristicas femininas e é
derivada do acido resorcilico (SCUSSEL,1998). Vérias espécies e subespécies de
fungos do género Fusarium sdo responsaveis pela producao de zearalenona, sendo
o Fusarium graminearum o principal produtor e a sua producdo é favorecida pela
alta umidade e baixa temperatura (CAST, 2003).

Como a maioria dessas espécies também sdo produtoras de outras toxinas
como DON e T-2, € muito dificil que apenas a zearalenona seja encontrada. A
contaminacgao cruzada por essas toxinas ocorre naturalmente na natureza, quando
essas espécies estdo em contato com os gréos (SANTIN et al., 2000).

Zearalenona é a micotoxina estrogénica mais estudada, mas faz parte de um
grupo de no minimo sete compostos com estrutura e propriedades farmacoldgicas
semelhantes. Essa micotoxina quando ingerida € rapidamente absorvida sendo
convertida em a-zearalenol e B-zearalenol. O a-zearalenol &, aproximadamente, trés

vezes mais estrogénico que o p-zearalenol. Além disso zearalenona pode converter-
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se em zearalanona e produzir a-zearalanol e 3-zearalanol no organismo (SANTIN et
al., 2000; MAGAN & OLSEN, 2004).

2.3.4.6. Acido Penicilico

O Acido Penicilico foi isolado em 1913 do milho infectado com Penicillium
puberulum, porém, pode ser também produzido por outros membros do género
Penicillium e Aspergillus (SCUSSEL,1998).

Esta toxina possui estrutura semelhante a patulina (ambas s&o 6 lactonas), o
gue explica a atividade carcinogénica ja comprovada. Pode atuar também como
potente agente microbiano. E uma toxina tremorgénica sendo os principais sintomas

de envenenamento os tremores e as convulsdes (SCUSSEL,1998).
2.3.4.7. Citrinina

Citrinina foi um dos primeiros antibioticos a serem descobertos (por volta de
1931), porém, nunca aplicado para este fim devido a sua elevada toxicidade em
mamiferos (MAGAN & OLSEN, 2004). E uma micotoxina amarela produzida por
Penicillium e diversas espécies de Aspergillus, incluindo cepas P. verrucosum, que
também séo produtores de Ocratoxinas (CAST, 2003).

Essas micotoxinas ocorrem naturalmente em gréos e geralmente co-ocorrem
com a Ocratoxina A em alguns cereais e bebidas (MAGAN & OLSEN, 2004)

Como a Ocratoxina A, a citrinina provoca danos nos rins a animais de
laboratorio, muito semelhante a nefropatia suina, podendo interagir sinergicamente
com Ocratoxina A (CAST, 2003).

2.3.4.8. Roquefortina e Acido Micofendlico

Penicillium roqueforti e P. caseicolum (P. camemberti), usado para fazer o
mofo em queijos curados, foram associados a producdo de diversos compostos
toxicos como o acido micofendlico e roquefortina C (CAST, 2003; RAI & VARMA,
2010).

Roquefortina é uma das micotoxinas mais estaveis em condi¢bes ambientais.

E considerada um neurotdxico e apresenta propriedades antibacterianas. Esta



51

micotoxina tem sido detectada frequentemente em silagem e até mesmo em
amostras sem evidéncias visuais da presenca de fungos (RAI & VARMA, 2010).

As informac0fes a respeito dessas toxinas ainda néo séo claras, uma vez que
nado ha evidéncias de que estdo diretamente envolvidas no desenvolvimento de
problemas de sdude em humanos (RAI & VARMA, 2010).

Estudos recentes informam que roquefortina C, quando inalado, apresenta

absorcao rapida nas vias respiratérias e € altamente téxico (RAI & VARMA, 2010).

2.3.4.9 Ergoalcaldides

Sao metabolitos produzidos por varias espécies do género Claviceps
(CAST,2003 e SCUSSEL,1998). Os ergoalcaldides compreendem uma série de
compostos que sao divididos em trés grupos, conforme especificado na Tabela 2 e,
em cada um deles, estdo contidos os membros mais fisiologicamente ativos
(SCUSSEL,1998).

Tabela 2 — Alcal6ides do Ergot.

Grupo Alcaloide

_ Ergometrina
Ergometrina o
Ergometrinina

Ergotamina
_ Ergotaminina
Ergotamina _
Ergosina

Ergosininina

Ergocristina
Ergocristinina
_ Ergocriptina
Ergotoxina o
Ergocriptinina

Ergocornina

Ergocorninina

FONTE: SCUSSEL,1998
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Os membros desse grupo estdo envolvidos em sindromes nervosas ou
gangrenosas em humanos e animais, sendo o0 ergotismo uma das mais antigas
micotoxicoses conhecidas apesar de sua ocorréncia ter diminuido ao longo do
tempo (CAST, 2003).

2.3.4.10 Acido Ciclopiazénico (CPA)

A importancia potencial do CPA como um contaminante natural de alimentos
tornou-se conhecida a partir de estudos que comprovam que ele é produzido por
diversos fungos comumente encontrados em commodities agricolas ou utilizados na
producdo de alimentos fermentados. Estas espécies de fungos incluem Aspergillus
flavus, A. versicolor, A. tamarii, e varias espécies de Penicillium, utilizados na
producdo de embutidos fermentados na Europa (CAST,2003).

Essa micotoxina € um alcaléide complexo que tem atividade neurotoéxica e,
quando ingerido, leva a severa sindrome convulsiva e pode ser fatal
(SCUSSEL,1998; SAEGER, 2011).

2.3.4.11 Esterigmatocistina

A esterigmatocistina pertence ao grupo das esterigmatocistinas caracterizado
pelo sistema de anel dehidrofurobenzenofurano acoplado a uma xantona. Ela é a
mais estudada e téxica do grupo e é intermediaria, juntamente com 0S seus
derivados o-metil, na sintese das aflatoxinas (SCUSSEL,1998; CAST, 2003).

Os fungos responsaveis pela producdo de esterigmatocistina sdo Aspergillus
rugulosus, A. versicolor, A. nidulan, Chaetomium thielarioedeum, C. udagawae, A.
Chevalier, A. ruber e A amstelodani (SCUSSEL,1998).

A incidéncia dessa toxina em alimentos nao € tao significativa. Alguns relatos
de contaminacdo tém sido publicados em amostras de trigo, café, nozes, noz-peca e
queijo (SCUSSEL,1998).

O fato de estar relacionada a sintese de aflatoxinas torna seu estudo de maior
interesse para a ciéncia. Apresenta toxicidade aguda fraca, tendo caracteristicas
como mutagenicidade, citotoxicidade e carcinogenicicidade (SAEGER, 2011).
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2.3.4.12 Altenariol

Fungos do género Altenaria sdo patégenos comuns de diversas culturas,
infectando também produtos processados. Altenaria alternata, por exemplo, produz
um grande nudmero de micotoxinas que inclui, Altenariol, Altenariol Monometil éter,
Altertoxina | e Acido TenuazOnico, que € uma classe especial de interesse na
micotoxicologia. Essas toxinas mostraram-se carcinogénicas para ratos e
mutagénicas em muitos testes in vitro (MAGAN & OLSEN, 2004).

A ocorréncia natural de Altenariol foi observada em diversas frutas, incluindo
tomates, olivas, mandarins, melGes, pimenta e macas e em grédos e sementes de
girassol. Observou-se ainda a ocorréncia de baixos niveis de altenariol em produtos
processados de frutas, como sucos de macéa, produtos processados de tomate, suco
de uva e vinho tinto (MAGAN & OLSEN, 2004).

N&o existem evidéncias claras na literatura com relacdo a toxicidade aguda
dessa toxina, porém, alguns estudos relatam sua acdo mutagénica, podendo possuir

propriedades carcinogénicas (SAEGER, 2011).

2.4 Determinagao de micotoxinas

A determinacdo de micotoxinas em alimentos, racdo animal, amostras
bioldgicas, entre outros, é sempre um desafio devido a diversidades das matrizes
com diferentes complexidades e a variedade de espécies moleculares que
necessitam ser determinadas (SAEGER, 2011).

Um fluxo geral da analise de micotoxinas inclui a amostragem, o preparo da
amostra, a extracdo e a purificacdo e, finalmente, a andlise cromatografica
(SAEGER, 2011).

Para o sucesso da andlise, uma das etapas mais importantes é a selecao da
amostra, uma vez que a possivel heterogeneidade do material leva a resultados néo
conclusivos, ainda mais no caso do crescimento de fungos, que é um processo que
ocorre em pontos isolados (também chamado de crescimento spot) (GONZALEZ et
al., 2010).

Quando a determinacdo de micotoxinas se da através de técnicas
cromatograficas, € necessario o preparo da amostra para extrair as micotoxinas e as

vezes uma etapa de purificacdo para remover a maior parte dos compostos da
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matriz que possam interferir durante a andlise instrumental. Em alguns casos
também faz-se necessaria uma etapa de pré-concentracdo, para alcancar os limites
de deteccéo e quantificacéo requeridos (GONZALEZ et al., 2010; SAEGER, 2011).

2.4.1 Métodos de extracdo de micotoxinas

As micotoxinas sdo compostos com diferentes propriedades fisico-quimicas.
Por isso, normalmente, os procedimentos especificos de extracdo e purificacdo eram
otimizados apenas para uma micotoxina alvo. Nos ultimos anos a tendéncia é que
se busque desenvolver métodos de extracdo diferenciados, capazes de realizar a
extracdo simultanea de varias micotoxinas ou de um grupo de micotoxinas que
apresentem caracteristicas quimicas semelhantes (GONZALEZ et al., 2010;
SAEGER, 2011).

Os métodos multitoxina sdo adotados em laboratérios principalmente pela
praticidade que apresentam na determinacdo de um grande nimero de micotoxinas
simultaneamente, permitindo o atendimento da demanda de monitoramentos de
maneira rapida e eficiente (SAEGER, 2011).

O desenvolvimento deste tipo de método é uma tarefa dificil pois, embora
grande parte das micotoxinas apresente-se como compostos polares, ha grandes
diferencas nas polaridades observadas (GONZALEZ et al., 2010; SAEGER, 2011).

Em geral a extracdo de micotoxinas de amostras liquidas, como o vinho,
cerveja, sucos e leite sdo baseadas na Extracdo em Fase Solida (SPE) ou utilizac&o
de colunas de imunoafinidade ou outros tipos de sorventes. Apesar disso, técnicas
como extracdo liquido-liquido (LLE), microextracdo em fase sélida (SPME) e
microextracdo em fase liquida (LPME) tem sido aplicadas (GONZALEZ et al., 2010).

A extracdo de ocratoxina A, por exemplo, € relatada utilizando diversos
solventes organicos, como tolueno e cloroférmio, embora o procedimento mais
comum € baseado na extragdo com carbonato de hidrogénio e solugédo de polietileno
glicol (PEG). Na etapa de purificagéo, a aplicacdo de colunas de imunoafinidade é o
procedimento mais amplamente utilizado e, devido a sua especificidade para
determinados analitos e a capacidade de realizar a pré-concentracdo do analito,
consegue obter limites de deteccdo inferiores a 0,01 mg kg™ (GONZALEZ et al.,
2010).
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Na determinacéo de pesticidas em frutas e hortalicas, o conceito de métodos
multirresiduais ndo €& novidade. Os mais conhecidos métodos multirresiduais
envolvem uma extracao inicial com acetona, acetonitrila, ou acetato de etila, a partir
da qual os analitos de interesse sdo transferidos para uma camada organica,
deixando na fase aquosa 0s co-extrativos indesejaveis e alguns pesticidas altamente
polares (DA SILVA, 2011).

O método multirresiduo que tem sido mais amplamente empregado
atualmente para determinacdo de pesticidas em frutas e vegetais € o método
QUEChERS (ANASTASSIADES et al., 2003), o qual foi desenvolvido para gerar
extratos que sdo diretamente aplicaveis tanto para as analises por GC quanto por
LC.

Este método ganhou grande destaque devido ao seu desempenho adequado
aliada a caracteristicas como modernidade e dinamismo, podendo ser aplicado em
qualquer laboratdrio, devido a simplificacdo ou corte de etapas lentas, trabalhosas e
impraticaveis. O método tem caracteristicas como rapidez (preparo de 8 amostras
em cerca de 30 min), simplicidade, confiabilidade, robustez (poucas e simples
etapas), baixo custo, baixo consumo de solventes (10 mL de acetonitrila) e utilizagéo
de pouca vidraria de laboratério (DA SILVA, 2011).

O método QUEChERS original envolve uma extracdo inicial com acetonitrila,
seguido por uma etapa de particdo liquido-liquido ap6s adicdo da mistura de MgSOg4
e NaCl, os quais faciltam a remocdo de uma quantidade significante de
componentes polares da matriz, e finalmente, uma etapa simples de purificagcéo,
onde o extrato € misturado com uma quantidade de adsorvente (dSPE). Esse
meétodo esta descrito de forma esquematica na Figura 2 (DA SILVA, 2011).

Atualmente, sdo encontradas na literatura varias modificacbes do método
QUECHERS original a fim de se extrair residuos e contaminantes das mais diferentes
matrizes. As modificagdes do método QUEChERS também vem sendo aplicadas na
extracdo de micotoxinas das mais variadas matrizes. O emprego desta metodologia
vem se mostrando uma tendéncia no desenvolvimento de multimétodos (SAEGER,
2011).

Deste modo, torna-se possivel realizar a extracao simultanea de pesticidas e
micotoxinas durante um Unico procedimento e submeter esse extrato tanto a
determinacao de uma grande quantidade de micotoxinas, quanto a diversas classes

de pesticidas.
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Pesar 10 g de amostra (tubo PTFE 50 mL)

Adicionar 10 mL de acetonitrila

Agitar vigorosamente por 1 min

Adicionar 4 g de MgSO, e 1 g de NaCl

Agitar vigorosamente por 1 min

Adicionar solucéo de Padrao Interno (PI)

Agitar por 30 s e centrifugar por 5 min

Retirar 1 mL do extrato e adicionar 150 mg de
MgSO, + adsorvente para SPE (amina primaria

secundaria)

Agitar por 30 s e centrifugar

GC-MS e LC-MS (MS)

Figura 2 — Esquema da sequéncia do método QUEChERS. (DA SILVA, 2011)

2.4.2 Técnicas de determinacdo de micotoxinas

Um grande numero de métodos analiticos tém sido desenvolvidos para
analise de micotoxinas. Esses métodos necessitam apresentar baixos limites de

deteccao, a fim de cumprir com os requisitos legais de organiza¢des nacionais e/ou
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internacionais, ser especifico para evitar interferéncias, ser facilmente aplicado em
laboratérios de rotina, ser econdbmico para o laboratério e fornecer testes
confirmatdrios para o analito detectado (GONZALEZ et al., 2010).

Embora métodos imunoquimicos baseados em ensaio imunoenzimatico
(ELISA, do idioma inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) possam ser usados
para os procedimentos de triagem, devido a velocidade, facilidade de operacdo e
sensibilidade, eles podem fornecer resultados erréneos devido a complexidade da
matriz e reac6es cruzadas (GONZALEZ et al., 2010).

Por esta razdo, os métodos convencionais de analise como LC com deteccao
por ultravioleta (UV) ou deteccao fluorimétrica, com derivatizacao pré ou pos-coluna
vem sendo aplicados. Outros métodos cromatograficos, tais como cromatografia em
camada delgada (CCD) e cromatografia gasosa acoplada a deteccao por captura de
elétrons (ECD, do idioma inglés Electron Capture Detector), deteccdo de ionizacéo
de chama (FID, do idioma inglés Flame lonization Detector) ou MS também sé&o
empregados. O uso de CG na determinacdo de micotoxinas apresenta alguns
problemas, entre eles, o principal é a instabilidade térmica dos analitos. Pode haver
perda quando o extrato entra em contato com as &reas aquecidas do injetor,
provocando a degradacdo das micotoxinas e erros sistematicos durante a
determinacéo destes compostos (GONZALEZ et al., 2010).

Recentes avancos em instrumentacdo analitica tem destacado o potencial
dos métodos baseados em UPLC-MS/MS, pois estes permitem a determinacédo de
multitoxinas e sua confirmacédo de forma bastante confiavel (GONZALEZ et al.,
2010).

2.4.2.1 Cromatografia liquida

Entre os métodos modernos de analise, a cromatografia ocupa lugar de
destaque devido a facilidade com que efetua separacdo, identificacdo e
quantificacdo das espécies quimicas, por si mesma ou em conjunto com outras
técnicas instrumentais de analise como espectrofotometria ou espectrometria de
massas (COLLINS et al., 2010).

Tendo sido inventa a mais de um século, a LC figura entre um dos membros
de toda a familia de técnicas de separacdo e encontra-se atualmente muito bem
estabelecida (FERNANDEZ-ALBA, 2005; COLLINS et al., 2010; PIZZUTTI, 2006).
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A grande aplicabilidade da técnica é atribuida a sua capacidade de separacao
de moléculas ndo volateis e termicamente frageis, que constituem 80% dos
compostos sintéticos e naturais. No entanto, a identificacdo em amostras complexas
pode ser um problema para a LC quando esta estiver acoplada a detectores
tradicionais como UV, fluorescéncia e condutividade (FERNANDEZ-ALBA, 2005).

Através da combinagdo da MS com a LC, componentes das amostras sdo
separados uns dos outros (por LC) e tém suas massas individuais analisadas (por
MS) para isolar, identificar e quantificar qualquer componente ionizavel. Desta forma,
o acoplamento LC-MS tem sido utilizado com inumeras aplicacbes em varios
campos da ciéncia e da andlise quimica, e é usado para a andalise de uma enorme
faixa de compostos organicos, desde pequenas moléculas como metabdlitos e
peptideos, até moléculas grandes como, por exemplo, as proteinas (FERNANDEZ-
ALBA, 2005).

2.4.2.1.1 Espectrometria de massas

Com a MS, muitas classes, de diferentes analitos, presentes em uma enorme
diversidade de matrizes, podem ser identificadas com grande precisdo. Essa
técnica € uma das ferramentas analiticas mais valiosas e amplamente disponiveis
na atualidade (LANCAS, 2009).

O fundamento da espectrometria de massas é a ionizacdo das moléculas e
identificacdo dos ions de acordo com a relagdo massa/carga (m/z). A formacdo de
ions é uma etapa critica de qualquer aplicacdo da MS, pois, independentemente do
analisador, a andlise de massas requer ions (LANCAS, 2009). Os principais
componentes desta técnica sdo a fonte de ionizacdo e o analisador de massas que

serdo abordados mais especificamente nos itens 2.4.2.1.1.1 e 2.4.2.1.1.2.

2.4.2.1.1.1 Fontes de lonizagcéao

As fontes de ionizacéo, inicialmente investigadas para o acoplamento LC-MS
foram baseadas no impacto de elétrons (El) e ionizacdo quimica (Cl), entretanto,
devido as diferentes caracteristicas existentes entre as fases moveis empregadas

nas duas técnicas de separacdo (GC e LC), este acoplamento mostrou-se
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inadequado para analise de compostos em baixas concentragfes, além de néo
apresentarem robustez necessaria (LANCAS, 2009).

Para resolver as dificuldades apresentadas na interface LC e MS, novas
fontes foram desenvolvidas. Essas novas tecnologias foram capazes de combinar
duas caracteristicas em um mesmo sistema: facilitar a transferéncia da amostra que
sai da coluna para a fase gasosa e ionizar a amostra. Entre elas, as que
demonstram melhor desempenho no acoplamento LC-MS s&o aquelas onde a
ionizacdo ocorre sob pressdo atmosférica (APIl, do idioma inglés Atmospheric
Pressure lonization) (LANCAS, 2009).

Os modos de ionizagdo mais utilizados no momento séo: Eletronebulizacdo
(ESI, do idioma inglés Electrospray lonization), lonizagdo Quimica a Presséo
Atmosférica (APCI, do idioma inglés Atmospheric Pressure Chemical lonization) e a
lonizacdo por Fotons a Pressdo Atmosférica (APPI, do idioma inglés Atmospheric
Pressure Photon lonization). Dentre elas a ESI € o modo de ionizacdo mais
empregado no acoplamento LC-MS, seguida da APCI.

Na ESI, o eluato da coluna cromatografica entra na sonda da fonte com carga
balanceada, mas, quando a deixa, carrega uma carga iénica liquida. A ESI pode ser
operada no modo positivo ou negativo; as goticulas que saem do aerossol terdo
carga positiva e o0 eletrodo receberd os elétrons, ocorrendo um processo de
oxidacdo. De forma analoga, no modo negativo o oposto ocorrerd (LANCAS, 2009).

Neste processo, ao eluato dissolvido em um solvente, € aplicada uma
voltagem tipicamente entre 3 e 5 kV. Como resultado, o liquido emerge do capilar a
pressao atmosférica e na presenca de um forte campo eletrostatico. As goticulas
formadas perdem sucessivamente o solvente, ou seja, formam um aerossol devido
ao gas agquecido que passa no cone de amostragem, os ions fluem para o
espectrobmetro de massas induzidos pelos efeitos da atracdo eletrostatica e pelo
“vacuo” (Figura 3). Em contracorrente um gas de dessolvatagédo, também aquecido,
€ utilizado para diminuir os aglomerados de ions indesejados que se formam, assim
como para facilitar o processo de eliminagcéo do solvente (dessolvatacdao) (LANCAS,
2009; FERNANDEZ-ALBA, 2005).
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Figura 3 — Interface do tipo ESI, operando no modo positivo, onde os ions
formados sdo conduzidos para o analisador de massas (Adaptado de LANCAS,
2009).

Na ionizagdo por APCI (Figura 4) os analitos provenientes da coluna de
cromatografia liquida sdo introduzidos na sonda (usualmente um tubo capilar de
vidro o qual é circundado e continuamente lavado com um gas denominado de
“make-up” gas ou gas auxiliar, usualmente N;) cuja extremidade é circundada por
um sistema de aquecimento e dentro do qual um gés adicional passa continuamente
para volatilizar a amostra e solvente (gas nebulizador). Proximo a sonda, € instalada
uma agulha metalica, denominada de eletrodo de descarga tipo corona, que,
submetido a um potencial de alguns milhares de Volts, provocara o aparecimento do
denominado efeito corona. Este efeito ocorre quando um material condutor é
submetido a um campo elétrico elevado, provocando uma descarga parcial e tendo
como resultado uma ruptura elétrica da atmosfera circundante do condutor devido a
ionizacdo provocada pelo efeito corona. No caso do acoplamento LC(APCI)MS, o
eluente da coluna, ao sair da sonda, contera vapores do analito, da fase mével e gas
nitrogénio; a fase mével sera ionizada pelo efeito corona descrito, reagindo com o
analito em fase gasosa (LANCAS, 2009).

Utilizando-se uma interface do tipo APCI, pode-se operar tanto no modo
positivo (PCI, do idioma inglés Positive Chemical lonization), quanto no modo
negativo (NCI, do idioma inglés Negative Chemical lonization). O sucesso do
processo dependerd basicamente da afinidade protdnica do analito (LANCAS,
2009).
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Figura 4 — Interface do tipo APCI para LC-MS (Adaptado de Agilent

Technologies).

A ionizacdo por APPI (Figura 5) baseia-se na absorcdo de fotons de luz pelo
analito, ocasionando sua ionizacdo com perda de um elétron, e formando um cation
radicalar do tipo M+. Este ion radicalar poderd ser detectado nesta forma, ou
participar de reacdes com o ambiente que o circunda, formando outros ions os quais
serdo detectados. O processo mais comum, neste caso, sera a abstracdo de um

atomo de hidrogénio do solvente, de acordo com a Equacéo 1 (LANCAS, 2009).

M+hv— M +é

M* + HX = [M+H]" + X (1)

Uma variacdo deste procedimento consiste no uso de um Dopante (D),

substancia ionizavel a qual € adicionada a fase movel para carregar cargas
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(alternativamente, um solvente foto ionizdvel pode ser utilizado para o mesmo

propadsito), conforme a Equacgédo 2 (LANCAS, 2009).

D+hv—>D"+é
D" + M = [M+H]" + D[-H] 2)

Nesta técnica, tanto os ions produzidos por ionizacdo do solvente, quanto
pelo dopante, podem reagir com moléculas neutras do analito (via diferentes
processos de transferéncia de protons ou reacdes de transferéncia de carga)
provocando a ioniza¢ao do analito em estudo. A ionizacao produzida por esta fonte é
usualmente branda, com o aparecimento de poucos ions no espectro, uma vez que
o potencial de ionizacdo da maioria dos solventes é acima de 10 eV, energia do
féton primario emitido por uma lampada de Criptonio (Kr), usualmente empregada
nesta técnica (LANCAS, 2009).

do HPLC
Géas Nebulizador Nebulizador
Vaporizador
' :
lampada Gas de Secagem
, ’ l__: 23

Figura 5 — Interface do tipo APPI para LC-MS (Adaptado de Agilent Technologies).
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As principais caracteristicas destes modos de ionizagdo podem ser
visualizadas na Figura 6 (LANCAS, 2009).

A ionizacdo por ESI é apropriada para determinacdo da estrutura de um
composto, e preferencialmente aplicada para a andlise de compostos ibnicos
grandes (massa molecular superior a 1000) ou ions pequenos com uma Unica carga,
podendo ser usada no modo positivo ou negativo. J4 na andlise de compostos nao
polares ou de polaridade muito baixa a melhor ionizagcdo é a que baseia-se no
principio da APPI (PIZZUTTI, 2006; LANCAS, 2009).

100000
10000

1000

Massa molecular

100

10

Pouco Muito
polar polar

Polaridade

Figura 6 — Principais caracteristicas dos modos de ionizagédo a pressdo atmosférica,
empregadas em LC-MS (Adaptado de LANCAS, 2009).

A ESI funciona muito bem somente em fase reversa (pois em fase normal
pode necessitar de reacdes pos coluna para adequar as condi¢cdes da fase mével
aos requisitos para obter-se boa ionizacdo), enquanto a APPI e APCI funcionam
melhor em fase normal e razoavelmente bem em fase reversa (LANCAS, 2009).

O fendbmeno de supressado de ions € mais normal em ESI do que nas outras
duas formas. Este fendbmeno ocorre devido a uma competi¢cdo na ionizagdo quando
a amostra contém sal ou analitos que podem sofrer ionizagcdo com facilidade nas
condicdes utilizadas no experimento. A eliminacdo ou minimizacdo deste efeito é
importante para analise quantitativa e deve sempre ser observado no
desenvolvimento do método cromatografico. Em APCI e APPI este efeito € quase
inexistente (LANCAS, 2009).
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Com relacdo a estabilidade térmica, o modo de ionizacdo APCI mostra-se
como o pior entre os trés, seguido pela APPI. A ESI é modo de ionizacdo preferivel
para analitos de baixa estabilidade térmica (LANCAS, 2009).

2.4.2.1.1.2 Analisadores de massas

O eluente da coluna cromatografica, apos ser ionizado, tem seus ions
direcionados para o analisador de massas onde sao separados de acordo com a
relacdo existente entre suas massas e cargas, ou seja, a razdo m/z (LANCAS,
2009).

Existem vérios tipos de analisadores de massa, cada qual com suas
caracteristicas de construcdo e operacdo que os diferem entre si, por seus
beneficios e limitagbes. Entre os mais frequentemente encontrados tem-se o
qguadrupolo, o aprisionador de ions e os analisadores por tempo de véo (TOF, do
idioma inglés Time of Flight) (LANCAS, 2009).

O quadrupolo € o analisador de massas mais empregado, principalmente
devido a sua simplicidade, boa linearidade, facilidade de ser entendido e operado
(LANCAS, 2009).

Um analisador de massas quadrupolo é composto de quatro barras cilindricas
feitas de metal, dispostas na forma de um quadrado onde os ions do analito sédo
direcionados para o centro do quadrado. Um par de barras é mantido em um
potencial elétrico positivo, enquanto o outro par € mantido a um potencial negativo.
Uma combinacéo de corrente continua (CC) e radio frequéncia (Rf) é aplicada nas
barras. O par positivo atua como um filtro para valores de massas mais elevados,
enquanto que o par negativo para as massas menores. Deve-se ter um controle
preciso sobre as voltagens e também sobre a radio frequéncia, aplicada as barras
dos polos, que geram um campo eletrostatico que age como filtro de massas. Esses
campos determinam quais as razdes m/z podem passar atravées dos filtros, em uma
determinada voltagem, as quais serdo detectadas (LANCAS, 2009).

Os demais ions terdo suas trajetérias instaveis e, como consequéncia,
atingirdo as barras e serdo eliminados como observado na Figura 7 (LANCAS,
2009).
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Figura 7 — Representacao da trajetoria dos ions em um analisador de massa

do tipo Quadrupolo (Adaptado de EARL (Electronic Analytical Reference Library)).

Os analisadores de massas quadrupolo podem operar em 2 modos, sendo
eles o modo varredura (full scan), e o0 modo monitoramento de ion selecionado
(SIM, do idioma inglés Select lon Monitoring) (LANCAS, 2009).

No modo full scan, o analisador de massas monitora uma faixa de razdes m/z.
No modo SIM, o analisador de massas monitora somente poucos ions que sdo
indicativos de um composto especifico, ou seja, monitora razées m/z especificas. O
modo SIM é significantemente mais sensivel do que o modo full scan, mas somente
fornece informacbes sobre os ions monitorados, isto €, podem-se perder
informacBes importantes para a identificacdo do composto. O modo full scan é
normalmente usado para andlises qualitativas ou quantitativas, quando a informacéao
espectral completa é considerada importante. Normalmente, o modo SIM é usado
para quantificagdo de um composto alvo, nas menores concentragdes possiveis
(nivel de tracos) (LANCAS, 2009).

Na espectrometria de massas multidimensional (tandem MS/MS), o primeiro
analisador de massas atua com um filtro especifico, ao distinguir em uma mistura
complexa quais sdo os ions proprios do analito e quais procedem das interferéncias
da matriz. Os ions filtrados passam para a célula de colisdo e no segundo
quadrupolo, obtém-se o0 espectro de massa do ion caracteristico do analito (filtrado
pelo primeiro analisador) (STASHENKO & MARTINEZ, 2010).
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O triplo quadrupolo é um exemplo de espectrbmetro de massas
multidimensional. Como exposto na Figura 8, o primeiro (Q1l) e o ultimo (Q3)
quadrupolos operam ambos como um filtro/selecionador de massas, ja 0 segundo
quadrupolo (Q2), operado apenas com Rf, permite que todos os ions selecionados
pelo Q1 passem por ele sem serem selecionados. O Q2 serve como uma
regido/compartilhamento de ions totais ou ainda uma célula de colisdo. Com um
equipamento do tipo triplo quadrupolo, podem se realizar todos os tipos disponiveis
de varredura. Existem quatro tipos de varredura para um quadrupolo sequencial, que
sdo: varredura do ion produto, do ion precursor, da perda neutra e o monitoramento
de reacBes multiplas (MRM, do idioma inglés Multiple Reaction Monitoring) (RICCIO,
2011; STASHENKO & MARTINEZ, 2010).

Figura 8 — Representacdo de um analisador de massas do tipo triplo

quadrupolo (Adaptado de EARL (Electronic Analytical Reference Library)).

Monitoramento de reacdes multiplas (MRM) € um dos métodos de aquisicédo
mais interessantes, pois proporciona especificidade, seletividade e detectabilidade
ao detector de massas (STASHENKO & MARTINEZ, 2010).

O MRM consiste em selecionar uma reacdo de fragmentacédo. Neste caso,
tanto o primeiro quanto o segundo analisador sédo focalizados nas massas
selecionadas. Portanto, ndo h& varredura, mas sim, algo analogo ao modo SIM. Os
ions selecionados pelo primeiro analisador serdo detectados caso 0s mesmos
produzam um dado fragmento, através de uma reacao selecionada. A auséncia de

varredura permite que o equipamento focalize apenas o precursor e o fragmento,
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7

aumentando a detectabilidade para o monitoramento, que é associada a um
aumento na seletividade (RICCIO, 2011; STASHENKO & MARTINEZ, 2010).

Este modo € de particular importancia para analise de compostos presentes
em nivel de tracos em matrizes complexas, com muitas interferéncias, como por
exemplo, a analise de residuos de pesticidas e micotoxinas (STASHENKO &
MARTINEZ, 2010).

Os aprisionadores de ions (ITD) também podem ser denominados de
quadrupolo tridimensional (LANCAS, 2009).

Neste analisador, um eletrodo hiperbdlico na forma de um anel (denominado
ring electrode) é colocado entre dois eletrodos hiperbdlicos denominados eletrodos
end cap. Uma voltagem de amplitude varidvel e com frequéncia ao redor de 1 MHz,
é aplicada ao anel, enquanto que os end cap sdo aterrados. Os dois eletrodos end
cap apresentam um orificio no centro; o eletrodo superior permite a passagem dos
ions provenientes da ionizacdo os quais sdo direcionados para o ring electrode,
engquanto que o orificio do eletrodo de saida serve para direcionar 0s ions ejetados
para deteccao, (LANCAS, 2009), conforme pode ser visualizado na Figura 9Figura 9.

Existem dois tipos de espectrébmetros de massas de aprisionamento de ions:
aprisionamento de ions por quadrupolos tridimensionais (também chamada de
captura dindmica), e de ressonancia em ciclotron (captura estatica). Ambas
funcionam acumulando ions no seu interior, € na manipulacdo simultdnea de
corrente alternada e de radiofrequéncia. A captura permite a liberacdo controlada de
ions, permitindo a andlise de sua separa¢do controlada e com uma resolu¢do muito

grande.
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Figura 9 — Esquema de funcionamento do ITD, em (a) os ions estédo
aprisionados e em (b) os ions com as razbes m/z selecionadas sdo ejetados e
analisado (Adaptado de MARCH, 1997).

O espectrometro de massas com analisador de massas por tempo de voo
(TOF) (Figura 10) faz uso da propriedade do tempo em que ions de diferentes m/z
levam para cruzar o sistema de separacao de ions. Este tipo de detector opera em
modo pulsado, de tal forma que os ions devem ser gerados repetidamente (em
pulsos). Um campo elétrico acelera todos os ions formados (ion molecular e
fragmentos) para uma regido livre de efeitos externos (campo magnético, diferenca
de potencial, etc). Os ions sdo levados com uma energia cinética zV, onde z é a
carga do ion e V € uma voltagem aplicada para que eles possam ser “carregados”.

Como a energia cinética é dada pelo termo 1/2mv?, fons mais leves viajaréo
mais rapido do que os pesados, e alcancardao o detector no fim da regido, livre de
efeitos externos. Logo, o tempo de vdo de um ion dependera de sua massa, carga e
energia cinética o que possibilitara sua diferenciacdo com relacdo ao tempo de

chegada no detector.
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Voltagem de aceleracdo Detector

Figura 10 — Desenho esquematico de um detector do tipo TOF simples
(Adaptado de EARL (Electronic Analytical Reference Library)).

2.4.2.2 Determinacao de micotoxinas por cromatografia liquida

2.4.2.2.1 Determinacdo de micotoxinas por cromatografia liquida acoplada a

detectores convencionais

Dentro os instrumentos de deteccdo mais comumente aplicados estdo o0s
detectores de ultravioleta (UV) e o de fluorescéncia. No caso dos detectores por
fluorescéncia, é requisito necessario que o analito tenha presente (haturalmente ou
por derivatizacéo) presenga de um cromoforo nas moléculas a serem determinadas
(GONZALEZ et al., 2010).

Varias micotoxinas, como a ocratoxina A e as aflatoxinas, tém fluorescéncia
natural, e podem ser detectados diretamente pelo detector de fluorescéncia. No
entanto, outras micotoxinas, como as fumonisinas, ndo possuem um grupo
cromoforo adequado, e sua determinacdo exige derivatizacdo pré-coluna
(GONZALEZ et al., 2010).

Uma vez que aflatoxinas tém propriedades fluorescentes, a detecgdo por
fluorescéncia se mostra a melhor alternativa, pois esta € mais sensivel do que a
absorcdo por UV. No entanto, um dos principais problemas € que a maioria das

aflatoxinas importantes (B1, B2, G1 e G2) tem fluorescéncia dependente da
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composicdo da fase mével, o que limita o uso de eluicdo por gradiente e pode
dificultar sua separacdo (GONZALEZ et al., 2010).

Em alguns poucos casos € possivel a determinacdo simultdnea de varias
micotoxinas, como a Ocratoxina A e as aflatoxinas utilizando detectores de
fluorescéncia com condi¢cBes de deteccdo varidveis, porque estas sao diferentes

para as micotoxinas mencionadas (GONZALEZ et al., 2010).

2.4.2.2.2 Determinacdo de micotoxinas por cromatografia liguida acoplada

espectrometria de massas

A combinacdo da MS com a LC compde uma técnica analitica completa e
robusta. Os componentes das amostras sao separados uns dos outros em diferentes
momentos da corrida cromatografica e tém suas massas individuais analisadas por
MS para isolar, identificar e quantificar qualquer componente ionizavel
(FERNANDEZ-ALBA, 2005). Com a MS, muitas classes, de diferentes analitos,
presentes em uma enorme diversidade de matrizes, podem ser identificadas com
grande precisdo (PIZZUTTI, 2006).

Através da aplicagdo da MS, um grande passo foi dado na analise de
micotoxinas. Essa ferramenta possibilitou o desenvolvimento de métodos
multitoxinas adequados para uma variedade de compostos com estruturas diversas,
tornando possivel em apenas uma analise determinar diversas micotoxinas de
diferentes grupos (GONZALEZ et al., 2010).

A necessidade da utilizacdo desses métodos também reside no fato de que
uma Unica espécie fungica podem produzir toxinas diferentes ou um unico produto
agricola pode ser contaminado com diferentes espécies de fungos, resultando na co-
ocorréncia de diferentes toxinas (GONZALEZ et al., 2010).

Embora os fatores limitantes na utilizacdo de MS como ferramenta analitica,
sejam o alto custo dos equipamentos, o0s requisitos de laboratério relativamente
avancados e as limitages no tipo dos solventes utilizados na extracéo e separacao,
nos ultimos anos esta técnica tornou-se muito popular pois permite uma reducdo no
tratamento da amostra e possui modo de deteccao seletivo e sensivel, o que garante
sua aplicacdo universal (GONZALEZ et al., 2010).

Além disso, ela permite um aumento na confiabilidade dos resultados obtidos.

Enquanto detectores convencionais podem produzir resultados falso positivo ou
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falso negativos os métodos que utilizam LC-MS mostraram-se capazes de realizar
quantificacdo precisa, melhor selecdo e maior sensibilidade em comparagdo com
outros métodos cromatograficos (GONZALEZ et al., 2010).

Véarios analisadores de massa podem ser usado para a deteccdo de
micotoxinas. Os detectores baseados em ITD, TQ ou TOF podem ser aplicados, pois
oferecem maior confianca para a quantificacdo dos compostos (GONZALEZ et al.,
2010).

Entre estes, os analisadores TOF apresentam diversas vantagens como a
capacidade, em contraste com quadrupolo ou armadilha de ions, de detectar uma
larga faixa de massas sem perda significativa da sensibilidade. Além disso, 0s
instrumentos TOF fornecem faixa de massa maior com maior sensibilidade e
precisdo, devido a sua resolucdo mais elevada (GONZALEZ et al., 2010).

Hoje em dia, ndo ha duvida com relagcdo a aplicabilidade do MS/MS para a
determinacao inequivoca de micotoxinas. Apesar disso, um grande desafio ainda é
observado com relacdo as dificuldades na etapa de quantificacdo devido a

interferéncia dos componentes da matriz (GONZALEZ et al., 2010).

2.5 Validacdo de métodos analiticos

A adequacdo ao uso de métodos analiticos aplicados a ensaios rotineiros é
geralmente avaliada através de estudos de validagcédo. A validacdo € uma avaliacao
gue garante que as informacdes geradas por um método analitico sejam confiaveis e
interpretaveis sobre a amostra a que se refere (EURACHEM, 2000).

Atualmente, ha varios conceitos e definicbes, provenientes tanto de
pesquisadores quanto de agéncias e normas reguladoras nacionais e internacionais,
gue objetivam responder questdes condizentes a funcdo da validacdo de métodos e
de que maneira deve ser realizada (PIZZUTTI, 2006).

Orgéos de credenciamento, como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) e o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial
(INMETRO), exigem o item “validagdo de meétodos analiticos” como um requisito
fundamental para a qualidade assegurada e demonstracdo da competéncia técnica

analitica dos laboratérios.
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Dentro dos parametros importantes envolvidos na validacdo de métodos
analiticos estdo a linearidade, estudos de exatiddo e precisdo e os limites de
deteccao e de quantificacdo (INMETRO, 2011).

2.5.1 Linearidade e curva analitica

A linearidade de um método quantitativo pode ser definida pela sua
capacidade em demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais
a concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado.
(ALBANO & RODRIGUEZ, 2009).

A linearidade de um método pode ser observada pelo grafico dos resultados
dos ensaios (resposta do equipamento) em funcdo da concentracdo do analito para
as diferentes concentragdes estudadas (INMETRO, 2011).

Para a maioria das técnicas cromatograficas, observa-se uma relacéo linear
de primeira ordem entre a resposta instrumental medida (y, variavel dependente) e a
concentracdo do analito (x, variavel independente). Essa relacdo produz uma
equacdao de regressao linear, ou seja, y = ax + b, que relaciona as duas variaveis x
e y e gera os coeficientes de regressdo angular a (inclinacdo da curva/sensibilidade)
e linear b (valor que y assume, quando x = 0). A partir dos dados obtidos na curva é
possivel calcular o coeficiente de correlacdo (ou de Pearson) (r) e o coeficiente de
determinacao (r?).

Segundo o INMETRO, a obtencéo de r com valores maiores ou iguais a 0,90
sdo os recomendados para analises de compostos ao nivel de traco.

O intervalo entre os niveis inferior e superior de concentracdo do analito no
qual foi demonstrado ser possivel a determinacdo com a precisdo, exatiddo e
linearidade exigidas, sob as condi¢cbes especificas do ensaio, € denominado faixa
linear de trabalho. E importante que este intervalo possa cobrir a faixa de aplicacéo

para o qual o ensaio sera realizado (INMETRO, 2011).

2.5.2 Seletividade

7

A seletividade € a capacidade do método de discriminagdo entre o analito

analisado e compostos analogos. Um método que apresenta alta seletividade é
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capaz de determinar o analito de forma exata mesmo em presenga de interferentes
provenientes da amostra (ALBANO ET AL., 2009).

A seletividade € considerada um parametro importante, especialmente na
analise de amostras complexas, e esta relacionada ao evento de deteccao.
(LANCAS, 2004) Um método que consegue produzir respostas para varios analitos,
mas que pode distinguir a resposta de um analito entre os varios outros, € chamado
seletivo (INMETRO, 2011).

2.5.3 Limites de deteccao e de quantificacao

Nas determinacfes de analitos presentes nas amostras em niveis muito
baixos (traco), a determinagdo da menor concentragdo em que o analito pode ser
detectado com confiabilidade é muito importante para evitar resultados errdneos
(INMETRO, 2011).

O Limite de deteccdo (LOD, do idioma inglés Limit of Detection) de um
método é definido como a concentracdo minima do analito medida e declarada com
95 ou 99% de confianca que a concentracdo do analito é maior que zero. Pode ser
determinado mediante o sinal/ruido, o desvio-padrédo da resposta, do coeficiente
angular e por processos estatisticos. Ja o Limite de quantificacdo (LOQ, do idioma
inglés Limit of Quantification) € a menor concentracdo do analito que pode ser
determinada com um nivel aceitavel (20%) de exatiddo e precisdo (INMETRO, 2007,
PIZZUTTI, 2006).

2.5.4 Exatidao

A concordancia entre o resultado de um ensaio e o valor de referéncia aceito
como convencionalmente verdadeiro é definido como a exatiddo de um método em
questao (INMETRO, 2007).

A exatid&o representa a existéncia de erros sistematicos, e € um dos critérios
mais importantes para o julgamento do desempenho de um método analitico. Os
processos normalmente utilizados para avaliar a exatiddo de um método sao: uso de
materiais de referéncia certificado, participacdo em comparacgdes interlaboratoriais e

realizacdo de ensaios de recuperacao (INMETRO, 2007)



74

Na indisponibilidade de material de referéncia certificado, a exatiddo pode ser
avaliada através dos ensaios de fortificacdo e recuperacdo (INMETRO, 2007),
geralmente expressa em percentual de recuperacdo absoluta, que pode ser

calculada através da Equacao (3) descrita abaixo.

R% = C1—C2 x 100 3)
C3

Onde:

R% = Percentual de recuperacgéo absoluta;

C1 = Concentracdo determinada na amostra fortificada;

C, = Concentracao determinada na amostra nao fortificada;

C3 = Concentracao usada para fortificacao.

Em geral, sdo aceitos intervalos de recuperacdo entre 70 e 120%, com
precisdo de até 20% para a maioria dos métodos analiticos para determinacdo de

analitos em matrizes complexas (SANCO, 2009).

2.5.5 Precisao

A medida da precisdo do método busca avaliar a disperséo dos resultados de
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, em amostras
semelhantes ou em solugdes padrao, analisadas em condigbes definidas (ALBANO
& RODRIGUEZ, 2009).

A precisao reflete a concordancia entre varios valores experimentais obtidos e
guanto menor for a amplitude de medidas, maior sera a precisdo. Esta medida
reflete a tendéncia de maior ou menor afastamento (erro) entre os resultados dos
ensaios (ALBANO & RODRIGUEZ, 2009).

As maneiras mais comuns de expressar a precisao € através da repetitividade
e reprodutibilidade, sendo usualmente expressa pelo desvio-padrdo (INMETRO,
2007; ALBANO & RODRIGUEZ, 2009).

A precisdo pode ser numericamente expressa em termos do desvio padréo

relativo (RSD, do idioma inglés Relative Standard Deviation) (Equacéo 4).



RSD% = s « 100

Xm

Onde:
s = estimativa do desvio padréao absoluto;

Xm = valor médio determinado.
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(4)
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3 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido como parte de um projeto de cooperagao
cientifica entre o Centro de Pesquisa e Analise de Residuos e Contaminantes
(CEPARC), do Departamento de Quimica da UFSM e o Food and Consumer Product
Safety Authority (NVWA), laboratério do governo Holandés, situado na cidade de
Amsterdd (Holanda), o qual disponibilizou sua infra-estrutura e apoio técnico para a
realizacdo dos experimentos envolvidos nesse projeto.

No desenvolvimento deste trabalho foram estudadas algumas modificacdes
no método QUEChERS aplicadas a extracdo de micotoxinas em amostras de vinho
tinto. Durante o estudo testou-se a utilizacdo de diferente quantidades de amostra,
tamponamento e acidificacdo do meio de extracédo, além da aplicacao de diferentes
adsorventes e misturas destes em diferentes quantidades, para a purificacdo dos
extratos das amostras de vinho tinto. Em seguida, as amostras foram submetidas a
andlise por UPLC-MS/MS no modo de ionizagdo ESI positivo.

ApoOs a validacdo do método realizou-se a aplicacdo do mesmo, através do
monitoramento de 56 amostras de vinho adquiridas nos supermercados da cidade

de Amsterda (Holanda), provenientes de diversos paises.

3.1 Instrumentacao

v' Cromatografo a liquido, sistema Acquity UPLC-MS/MS (Waters, EUA)
composto por:
= Amostrador automatico, bomba quaternéaria, forno para coluna e
sistema de desgaseificacao;
» Coluna cromatografica BECH C.g, 100 mm de comprimento, 2,1 mm de
didmetro interno e 1,7 um de tamanho de particula (Waters, EUA);

v' Detector MS Triplo Quadrupolo, Quattro Premier XE (Waters Micromass,
Inglaterra) com fonte API, utilizando o modo de ionizagdo por
eletronebulizagcédo com interface Z-spray, operando no modo positivo;

v Sistema de aquisicdo de dados através do software MassLynx e Targetlynx

4.1 (Waters Micromass, Inglaterra);
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Sistema de purificacdo de agua Milli-Q® - resistividade 18,2 MQcm (MilliPore®,
EUA):

Balanca analitica de precisdo com 4 casas decimais (Sartorius, Alemanha);
Balanca analitica de precisdo com 2 casas decimais (Sartorius, Alemanha);
Lavadora automatica de vidrarias G 7883 CD (Miele, EUA);

Centrifuga Falcon 6/300, Refrigerada (MSE, Inglaterra);

Mesa agitadora H501 (IKA, Alemanha);

Pipetador Hand Step (Brand, Alemanha);

3.2 Materiais

Seringas de volumes de 10, 25, 50, 100, 250, 500 e 1000 pL, (Hamilton,
Suica);

Tubos de polipropileno, com tampas rosqueadas, capacidade de 50 mL e 25
mL (Nalgene, EUA);

Frascos de vidro ambar, capacidade de 20, 50 e 100 mL, com tampa
rosqueada e batoque de teflon e silicone (Bester, Holanda);

Vidrarias comuns de laboratério.

3.3 Gases, solventes e reagentes

v

NN NN

Argbnio 99,999% de pureza (Air Liquid, Franca/ Air Gases, Brasil) (gas de
colisdo do UPLC-MS/MS);

Nitrogénio 99,999% de pureza (Air Products, Holanda) (gas de dessolvatacao
do UPLC-MS/MS)

Acetonitrila, acido acético glacial, acido formico e metanol, grau pesticida
(Merck, Alemanha ou J. T. Baker Chemicals, EUA);

Sulfato de magnésio anidro, grau pesticida (Merck, Alemanha);

Formiato de amdnio analar normapur, grau residuo (VWR, EUA);

C18, Florisil, Abselut NEXUS® e carbono grafitizado (Varian, Holanda);
Chlorofiltr® (UCT, USA);

OASIS HLB® (Waters, USA)
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3.4 Micotoxinas selecionadas

Os padrbes de micotoxinas selecionados para este estudo foram adquiridos
de diversas companhias, as quais estdo listadas na Tabela 3. Os padrdes foram
escolhidos devido relevancia na contaminagdo de alimentos e por serem 0s de

incidéncia mais comum.

3.5 Preparo das soluc¢des analiticas

O preparo das solucdes analiticas estoque foi efetuado de maneira
diferenciada para cada uma das micotoxinas. Efetuou-se o célculo para determinar a
massa de cada padrdo solido de micotoxina a ser pesado e o volume no qual
deveria ser dissolvido, em solvente apropriado, para obtencdo da concentragao final
pretendida.

Os padrbes foram pesados individualmente, diretamente dentro de frascos de
vidro ambar (tampa contendo batoque de teflon®), com capacidade de 20 mL, sendo
em seguida, dissolvidos com volumes adequados dos solventes apropriados,
dependendo da solubilidade de cada um, e homogeneizados. As concentracdes das
solucbes estoque preparadas e o0s solventes utilizados para preparo de cada
solucdo analitica de micotoxina encontram-se na Tabela 3.

Considerando que cada um dos grupos de micotoxinas estudados
apresentam diferentes sensibilidades, necessitou-se que cada um desses grupos
fossem estudados em niveis de fortificacdo diferentes. Por essa razdo, a solucéo
mistura € composta pelas 36 micotoxinas, divididas em 3 grupos, com
concentracdes distintas.

Como na maioria dos casos 0s padrdes solidos de micotoxinas nao
apresentam pureza especificada (por ndo serem obtidos sinteticamente e sim a
partir de microorganismos), faz-se necessario a confirmagdo da sua concentracao
final através de outros métodos analiticos.

As solucdes analiticas de Aflatoxina B1l, B2, G1, G2 e de Ocratoxina A,
Nivalenol, Zearalenona e Deoxinivalenol, por exemplo, tem suas concentracdes
confirmadas através da medida das absorbancia destas solu¢bées no comprimento

de onda da regido ultravioleta ou visivel (UV-Vis) do espectro eletromagnético onde
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apresentam méaxima absor¢do. As demais solu¢cées que nao apresentam absorcao
na regido UV-Vis tem suas concentragfes confirmadas através da comparagdo do
sinal analitico obtido com outra solucéo certificada de outro fabricante ou laboratério.

Depois de realizado o preparo das solucdes estoque individuais, preparou-se
200 mL de uma mistura de todos os compostos a serem analisados por LC-MS/MS,
em acetonitrila. A concentragédo de cada micotoxina na solugdo mistura encontra-se
também descrita na Tabela 3. Essa solucdo foi armazenada em 4 frascos ambar
diferentes (tampa contendo batoque de teflon®), com capacidade de 50 mL, evitando
assim possiveis contaminacdes e/ou evaporagbes provenientes da manipulacdo
constante do volume total da solucdo. Esta solucdo € estavel por cerca de 1 ano,
segundo historico de testes de estabilidade realizados pelo préprio laboratorio.

Todas as solucdes analiticas de trabalho foram armazenadas em congelador
a -20 °C. Antes do uso, tais solucbes eram retiradas com antecedéncia do
congelador e deixadas em repouso até atingirem a temperatura ambiente.
Posteriormente, eram submetidas a banho de ultrassom por 5 minutos para
completa homogeneizacéao.

Para a confeccao das curvas analiticas de trabalho, usadas para os estudos
de linearidade e de efeito matriz, as solu¢gbes analiticas foram preparadas a partir
desta solugédo mistura. Adicionou-se volumes definidos dessa solugcdo em 7 balGes
volumétricos e completou-se o volume com metanol (contendo P.l.l.), conforme
descrito no apéndice 2. Feito isso, transferiu-se 500 pL de cada um dos 7 niveis
obtidos anteriormente para vials separados e a cada um deles adicionou-se 500 pL
do solvente de extragdo (acetonitrila contendo 1% &cido acético e P.I.P.), para
confeccdo da curva analitica em solvente.

Para confeccdo da curva analitica em extrato da matriz transferiu-se 500 pL
de cada um dos 7 niveis preparados em metanol (contendo P.lL.I) para vials
separados e a cada um deles adicionou-se 500 pL do extrato branco de vinho tinto,
visando que tanto as curvas analiticas em solvente quanto aquelas em extrato da
matriz alcancassem as concentracgoes finais apresentadas na Tabela 4, para cada
micotoxina.

Para os ensaios de fortificagdo, utilizou-se também a solugdo mistura,

preparada em acetonitrila, com as concentracdes conforme exposto na Tabela 3.
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Tabela 3 — Fornecedores dos padrfes sélidos de micotoxinas, solventes utilizados
no preparo das solucbes estoque e concentracfes das micotoxinas nas solucdes

estoques e nas solucdes misturas.

Concentracdo da | Concentracdo da
Micotoxina Grupo Fornecedor Solvente solucdo estoque | solugdo mistura
(Hg mL™) (Hg mL™)

Aflatoxina B1 1 Sigma Aldrich Metanol 54,0 0,5
Aflatoxina B2 1 Sigma Aldrich Metanol 56,5 0,5
Aflatoxina G1 1 Sigma Aldrich Metanol 100 0,5
Aflatoxina G2 1 Sigma Aldrich Metanol 41,5 0,5
Ocratoxina A 1 Acros Tolueno/ 1% Hac 32 0,5
Deoxinivalenol (DON) 2 Sigma Aldrich Acetonitrila 1000 25
Fumonisina B1 2 | sigma Aldrich Acet(i'?g’”\'/%‘;‘g”a 1000 25
Fumonisina B2 2 Sigma Aldrich Acet(cil?ét,rl\ll%e)lgua 1000 25
Fumonisina B3 2 Sigma Aldrich Acetonitrila 105 25
Nivalenol (NIV) 2 Sigma Aldrich Acetonitrila 1000 25
(DSigtOX'SC'rpenOI 2 Sigma Aldrich Acetonitrila 1000 25
T2-Toxina 2 Fermentek Acetonitrila 1000 25
HT2-Toxina 2 Fermentek Acetonitrila 1000 25
3-Ac-DON 2 Sigma Aldrich Acetonitrila 1000 25
Zearalenona (ZEN) 2 Sigma Aldrich Acetonitrila 1000 25
15-Ac-DON 2 Sigma Aldrich Acetonitrila 1000 25
Acido Penicilico 2 Fermentek Acetonitrila 1000 25
Fusarenona-X 2 Sigma Aldrich Acetonitrila 1000 25
B- Zearalanol (- ZAL) 2 Sigma Aldrich Acetonitrila 1000 25
a-Zearalanol (a-ZAL) 2 Sigma Aldrich Acetonitrila 1000 25
Citrinina 2 Sigma Aldrich Acetonitrila 1000 25
Zearalanone (ZAN) 2 Sigma Aldrich Acetonitrila 1000 25
,(Acclgj:)acloplazomco 2 Fermentek Acetonitrila 1000 o5
Esterigmatocisteina 2 Sigma Aldrich Acetonitrila 1000 25
Roguefortina C 2 Irlsél?];(t))tsch Acetonitrila 100 o5
a-Zearalenol (a-ZEL) 2 Sigma Aldrich Acetonitrila 1000 25
Acido micofendlico 2 Sigma Aldrich Acetonitrila 1000 25
Altenariol 2 Sigma Aldrich Acetonitrila 1000 25
Altenariol Metilico 2 Sigma Aldrich Acetonitrila 1000 25
Ergotamina 3 Biopure Acetonitrila 500 5

Ergonovina 3 Biopure Acetonitrila 500 5

Ergocornina 3 Biopure Acetonitrila 500 5

Ergocriptina 3 Biopure Acetonitrila 500 5

Ergocristina 3 Biopure Acetonitrila 500 5

Ergosina 3 Biopure Acetonitrila 500 5

Mevinolina 3 Sigma Aldrich Acetonitrila 100 5
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Tabela 4 — Concentracao final das micotoxinas nas solugfes das curvas analiticas e
niveis de fortificacdo aplicados para o estudo de recuperagéo.

Concentracdo das solugfes utilizadas para confeccéo da Niveis de fortificagdo

Micotoxina curva analitica (ng mL‘l) para o estudo de

Niveis 1, 2, 3,4,5,6,7 recuperacao (ug kg'l)
Aflatoxina B1 01 | 02 | 05 | 10 | 20 | 50 | 100 | 1,0 | 25 | 10,0
Aflatoxina B2 01 | 02 | 05 | 10 | 20 | 50 | 100 | 1,0 | 25 | 10,0
Aflatoxina G1 01 | 02 | 05 | 10 | 20 | 50 | 100 | 1,0 | 25 | 10,0
Aflatoxina G2 01 | 02 | 05 | 10 | 20 | 50 | 100 | 1,0 | 25 | 10,0
Ocratoxina A 01 | 02 | 05 | 10 | 20 | 50 | 100 | 1,0 | 25 | 10,0
(Dgoo’lﬂ)”i"a'e”c" 50 | 10,0 | 250 | 50,0 | 100,0 | 250,0 |1000,0 | 50,0 | 125,0 | 500,0
Fumonisina B1 50 | 10,0 | 250 | 50,0 | 100,0 | 250,0 |1000,0 | 50,0 | 125,0 | 500,0
Fumonisina B2 50 | 10,0 | 250 | 50,0 | 100,0 | 250,0 |1000,0 | 50,0 | 125,0 | 500,0
Fumonisina B3 50 | 10,0 | 250 | 50,0 | 100,0 | 250,0 |1000,0 | 50,0 | 125,0 | 500,0
Nivalenol (NIV) 50 | 10,0 | 250 | 50,0 | 100,0 | 250,0 | 1000,0 | 50,0 | 125,0 | 500,0
(DDii‘iSe)tOXisc"peno' 50 | 10,0 | 250 | 50,0 | 100,0 | 250,0 |1000,0 | 50,0 | 125,0 | 500,0
T2-Toxina 50 | 10,0 | 250 | 50,0 | 100,0 | 250,0 | 1000,0 | 50,0 | 125,0 | 500,0
HT2-Toxina 50 | 10,0 | 250 | 50,0 | 100,0 | 250,0 |1000,0 | 50,0 | 125,0 | 500,0
3-Ac-DON 50 | 10,0 | 250 | 50,0 | 100,0 | 250,0 | 1000,0 | 50,0 | 125,0 | 500,0
Zearalenona (ZEN) | 50 | 10,0 | 250 | 50,0 | 100,0 | 250,0 |1000,0 | 50,0 | 125,0 | 500,0
15-Ac-DON 50 | 10,0 | 250 | 50,0 | 100,0 | 250,0 |1000,0 | 50,0 | 125,0 | 500,0
Acido Penicilico 50 | 10,0 | 250 | 50,0 | 100,0 | 250,0 |1000,0 | 50,0 | 125,0 | 500,0
Fusarenona-X 50 | 10,0 | 250 | 50,0 | 100,0 | 250,0 |1000,0 | 50,0 | 125,0 | 500,0
E'AZL‘;ara'a”O' (B- 50 | 10,0 | 250 | 50,0 | 100,0 | 250,0 |1000,0 | 50,0 | 125,0 | 500,0
;"AZLe)ara'a“O' (a- 50 | 10,0 | 250 | 50,0 | 100,0 | 250,0 |1000,0 | 50,0 | 125,0 | 500,0
Citrinina 50 | 10,0 | 250 | 50,0 | 100,0 | 250,0 |1000,0 | 50,0 | 125,0 | 500,0

Zearalanone (ZAN) 5,0 10,0 25,0 50,0 | 100,0 | 250,0 | 1000,0 | 50,0 | 125,0 | 500,0

Acido Ciclopiazonico | ¢4 | 150 | 250 | 500 | 12000 | 250.0 |1000,0| 50,0 | 125,0 | 500,0

CPA

(Esteri)gmatocisteina 50 | 10,0 | 250 | 50,0 | 100,0 | 250,0 |1000,0 | 50,0 | 125,0 | 500,0
Roguefortina C 50 | 10,0 | 250 | 50,0 | 100,0 | 250,0 |1000,0 | 50,0 | 125,0 | 500,0
%‘EZLe)ara'e“O' (a- 50 | 10,0 | 250 | 50,0 | 100,0 | 250,0 |1000,0 | 50,0 | 125,0 | 500,0
Acido micofendlico | 50 | 10,0 | 250 | 50,0 | 100,0 | 250,0 |1000,0 | 50,0 | 125,0 | 500,0
Altenariol 50 | 10,0 | 250 | 50,0 | 100,0 | 250,0 | 1000,0 | 50,0 | 125,0 | 500,0
Altenariol Metilico 50 | 10,0 | 250 | 50,0 | 100,0 | 250,0 |1000,0 | 50,0 | 125,0 | 500,0
Ergotamina 10 | 20 | 50 | 100 | 20,0 | 50,0 | 100,0 | 10,0 | 250 | 100,0
Ergonovina 10 | 20 | 50 | 100 | 20,0 | 50,0 | 100,0 | 10,0 | 250 | 100,0
Ergocornina 1,0 2,0 5,0 10,0 20,0 50,0 | 100,0 | 10,0 | 25,0 100,0
Ergocriptina 10 | 20 | 50 | 100 | 20,0 | 50,0 | 100,0 | 10,0 | 250 | 100,0
Ergocristina 10 | 20 | 50 | 100 | 20,0 | 50,0 | 100,0 | 10,0 | 250 | 100,0
Ergosina 10 | 20 | 50 | 100 | 20,0 | 50,0 | 100,0 | 10,0 | 250 | 100,0

Mevinolina 1,0 2,0 50 10,0 | 20,0 | 50,0 | 100,0 | 10,0 | 25,0 100,0
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3.6 Avaliacdo e armazenamento das amostras branco

Na auséncia de material de referéncia, amostras foram adquiridas e avaliadas
para 0 uso como amostras branco.

As amostras de vinho tinto biolégico (todas de mesmo lote) foram adquiridas
no comércio da cidade de Amsterda (Holanda), homogeneizadas e armazenadas em

frascos de teflon® com tampa e identificac&o.

3.7 Desenvolvimento, otimizacéo e validacdo do método multirresiduo

3.7.1 Condi¢des cromatograficas

As condicdes cromatograficas utilizadas nesse estudo foram estabelecidas de
acordo com os estudos de Spanjer et al. (2008), e encontram-se descritas nos
procedimentos operacionais padrdo do NVWA.

As condi¢fes instrumentais empregadas para o sistema de LC-MS/MS foram
as seguintes:

v’ ParaolLC:

*= Volume de inje¢éo de 2 uL, no modo partil loop with needle overfill realizado
pelo amostrador automético;

= Temperatura do forno da coluna constante: 60 °C;

= Eluente A: Agua (0,1% de &cido férmico);

»= Eluente B: Acetonitrila (0,1% de acido formico);

= O programa foi iniciado em 90% eluente A e foi diretamente levado a 30% em

10 min, mantendo-se constante durante 0,1 min e diminuindo linearmente

para 10% do eluente A. Esta condicdo foi mantida constante durante 2 min. A

coluna foi re-equilibrada no dltimo minuto para a composic¢ao inicial da fase

movel;
= Vazao da fase mével constante em 0,45 mL min™;

= Tempo total de corrida de 13 minutos.

v" Parao MS:

» |onizagao por API com ESI no modo positivo;
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Parametros da fonte de ionizagdo: voltagem do capilar de 2,0 kV, temperatura
120 °C;

Temperatura do gas de dessolvatacdo: 400 °C;

Vazbes do gas nitrogénio para dessolvatacdo e para o cone da amostragem,
respectivamente 100 e 700 L h™;

Pressdo de 3,5 x 10 mbar de argénio para colisdo e fragmentacéo dos fons;

A energia de colisdo e a voltagem no cone de amostragem foram otimizadas

para cada uma das micotoxinas através da infusdo das solucdes analiticas

diretamente no MS, na vazdo de 10 pL min™. Duas transicdes MRM foram

monitoradas para cada um dos analitos, sendo a primeira empregada para a

guantificacdo do analito e a segunda para a confirmacdo do mesmo. Para cada

composto definiu-se uma razao (ion ration) entre as areas destas transicdes.

Essas condi¢cdes estdo sumarizadas na Tabela 5.
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Tabela 5 — Condi¢fes de andlise definidas para as micotoxinas empregando UPLC-
MS/MS, no modo de ionizagao ESI positivo em amostras de vinho tinto.

Transicoes
Micotoxinas tr (mMin) Preclzﬂrr]ssor \(/j?)ltég(re\rg - Quantlflca(;a(.) - Conflrmagao.
V) lon Energia de lon Energia de
Produto | Colisdo (eV) | produto | Colisédo (eV)

Aflatoxina B1 7,3 3131 50 2411 37 285,0 23
Aflatoxina B2 7,0 315,1 50 259,1 30 287,1 26
Aflatoxina G1 7,0 329,1 40 243,1 25 214,3 25
Aflatoxina G2 6,7 3311 50 245,1 30 275,1 30
Ocratoxina A 8,9 404,1 25 239,1 22 2411 22
Deoxinivalenol (DON) 1,5 297,2 23 2491 10 231,2 12
Fumonisina B1 7,3 722,4 58 334,4 42 352,4 37
Fumonisina B2 8,0 706,5 59 336,4 34 3184 40
Fumonisina B3 7,8 706,5 59 336,4 34 318,4 40
Nivalenol (NIV) 1,0 313,0 13 175,0 20 195,0 8
(DDiaACSe)tOXisc"peno' 7.3 367,3 14 307,3 10 289,3 12
T2-Toxina 8,7 467,4 8 305,2 8 245,3 7
HT2-Toxina 7,8 425,3 23 263,2 10 105,1 37
3-Ac-DON 5,7 339,3 28 231,2 13 203,2 18
Zearalenona (ZEN) 8,8 319,1 24 187,0 18 184,9 26
15-Ac-DON 5,7 339,3 19 137,2 15 261,2 10
Acido Penicilico 3,5 1711 20 125,1 12 153,1 6
Fusarenona-X 2,9 355,0 20 247,0 16 229,0 16
B- Zearalanol (B- ZAL) 7,8 323,3 16 305,3 8 277,1 16
a-Zearalanol (a-ZAL) 8,2 323,3 16 305,3 8 277,1 16
Citrinina 7,9 251,2 30 205,2 27 191,2 23
Zearalanone (ZAN) 8,8 321,3 29 303,2 13 285,2 16
?gg’:)cm'(’piam“ico 9.5 3373 39 106,2 23 182,1 20
Esterigmatocisteina 9,0 325,1 50 281,1 34 253,3 42
Roquefortina C 7,4 390,3 44 193,1 27 322,3 22
a-Zearalenol (a-ZEL) 8,3 321,0 15 303,0 7 285,0 12
Acido micofendlico 8,3 320,8 22 206,8 23 274,8 16
Altenariol 7,6 258,8 48 184,8 29 213,0 25
Altenariol Metilico 8,9 273,1 50 183,8 36 198,8 29
Ergotamina 7,0 582,3 38 268,2 27 208,2 48
Ergonovina 1,9 325,9 38 2229 22 283,0 18
Ergocornina 7,2 562,0 36 268,0 26 544,0 17
Ergocriptina 7,5 576,4 32 268,0 26 305,0 25
Ergocristina 7,7 610,0 25 268,0 28 304,9 23
Ergosina 7,0 548,0 35 223,0 35 208,0 45
Mevinolina 10,6 405,1 20 198,9 13 285,0 10
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3.7.2 Selecao do padréao interno

A fim de propiciar uma avaliacdo capaz de confirmar a eficiéncia e a
qualidade geral do procedimento de extracdo e da analise cromatografica, houve a
introducao de padrdes internos nos experimentos realizados neste estudo.

O escopo maior deste trabalho buscou o desenvolvimento de um método
capaz de promover a extracdo de pesticidas e micotoxinas simultaneamente, isto €,
permitir que através de um unico procedimento de extracdo fosse obtido um extrato
possivel de ser aplicado na determinacdo de uma gama de pesticidas e micotoxinas,
evitando assim a necessidade de dois procedimentos de extragdo distintos para a
mesma amostra. Por essa razdo os compostos escolhidos para serem empregados
como padrdo interno neste estudo sdo pesticidas que apresentam comportamento
quimico semelhante as micotoxinas estudadas.

A quantificacdo foi realizada por padronizacdo externa, ou seja, levando-se

em consideracao apenas a area do pico da micotoxina em estudo.

3.7.3 Andlise da pureza dos solventes, reagentes e dgua

A fim de verificar a pureza dos reagentes utilizados nesse estudo foi realizada
analise destes através dos mesmos procedimentos de extracdo, porém, sem a
adicdo da amostra, conforme descrito no item 3.7.5. O mesmo volume de agua
adicionado a amostra na etapa de extracdo foi adicionado junto aos solventes e
reagentes para avaliar a presenca de interferéncias que possam estar associadas a

qualidade da agua.

3.7.4 Experimentos para otimizacdo do procedimento de extracéo e purificacao

Durante o desenvolvimento deste trabalho, buscou-se otimizacdo completa do
método para determinagcdo das 36 micotoxinas. Para isso foram estudados
alteracbes nos procedimentos ja descritos na literatura, baseados no Método
QUEChERS (LEHOTAY et al., 2005) para que fossem alcangadas as condi¢cdes mais

adequadas para fins de validacao.
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A aparéncia visual limpida do vinho tinto ndo traduz em sua né&o
complexidade de matriz, pois durante o procedimento de extracdo, compostos tais
como os acidos graxos e alcool podem ser co-extraidos e gerar interferéncias na
determinacdo dos analitos de interesse. Essas interferéncias podem comprometer
ainda mais a analise quantitativa quando se emprega ESI-MS/MS, podendo
promover a ocorréncia de supressdo ou aumento do sinal, o que torna a
interpretacdo ambigua e muitas vezes errbnea, pois dificulta a confirmacdo dos
analitos. (STASHENKO & MARTINEZ, 2010)

3.7.4.1 Estudo do volume da matriz (amostra de vinho tinto)

Com a intencdo de diminuir o efeito de matriz observado e corrigir 0s
problemas na separacao das fases, devido a presenca de etanol na amostra, foram
testadas diferentes proporc¢des da mistura vinho/dgua no inicio do procedimento de
preparo da amostra. A Figura 11 demonstra o esquema do experimento onde se

testou as variacdes das proporcdes vinho/agua.

Vinho/agua Vinho/agua Vinho/agua Vinho/agua
(1:9; viv) (2:8; viv) (5:5; viv) (7:3; viv)

\ Fortificacdo em 1 nivel* \
|
| 10 mL de acetonitrila (1% HOAc + P.LP.) |
| Agitacdo 1 min
\ 3 g MgSO, |
Agitacao
1 min
500 pL para vial + 500 pL de metanol
com o P.LI

* 4 ug kg™ (Grupo 1) / 200 ug kg™ (Grupo 2) / 40 pg kg™ (Grupo 3)
- Padréo interno do Procedimento (P.I.P.) = Quinalfés
- Padréo interno do Instrumento (P.l.I1.) = Propoxur

Figura 11 — Esquema do experimento avaliando a proporc¢ao vinho/agua, fortificando
todas as micotoxinas em um nivel de concentracdo e procedendo a extracdo com

acetonitrila acidificada.
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3.7.4.2 Purificagao do extrato e tamponamento do meio reacional

Considerando a grande interferéncia exercida pelos componentes da matriz
buscou-se desenvolver um procedimento de purificacdo eficaz na reducdo deste
efeito sem a perda dos compostos de interesse.

Foram avaliados diferentes adsorventes e misturas entre eles. Os
adsorventes estudados por dSPE foram C18, Oasis®, Nexus®, Carbono Grafitizado
(CG) e ChloroFiltr® (CF) em quantidades conforme descrito na Figura 12.

Conhecidamente, a estabilidade das micotoxinas durante o procedimento de
extracdo € diretamente dependente do pH do meio em que se encontram. O controle
deste parametro durante a extracdo pode evitar baixas recuperacdes e também
baixa precisdo do método analitico. Pensando nisso, aliado aos estudos de
purificagéo, simultaneamente, verificou-se o efeito da formagéo de uma solugéo
tampdo de acido formico/formiato de aménio no meio extrator em vez da
combinacdo acido acético/acetato de sodio, jA& amplamente estudado por Lehotay
(LEHOTAY et al., 2005) (Figura 12).



(A)

| 5gvinho+5gagua |

| Fortificacdo em 1 nivel |

10 mL de acetonitrila (4% Acido Férmico + P.I.P.)

| Agitacdo 1min
| 3 g MgSO, |

| Agitacdo 1 min
| 0,6 g Formiato de aménio |

| Agitacdo 1 min

Transferir 4 mL para um tubo contendo:

(B)

600 mg MgSO, + 500 mg C18

Ou
600 mg MgSO, + 100 mg OASIS
|Ou
600 mg MgSO, + 100 mg NEXUS
|Ou
600 mg MgSO, + 20 mg CG
|Ou
600 mg MgSO, + 20 mg CF
|Ou
600 mg de MgSO, + 500 mg C18 + 20 mg CG
| Ou
600 mg de MgSO, + 100 mg OASIS + 20 mg CG
lou
600 mg de MgSO,4 + 100 mg NEXUS + 20 mg CG
|Ou
600 mg de MgSO, + 5(|)0 mg C18 + 20 mg CF
ou
600 mg de MgSO, + 10(|) mg OASIS + 20 mg CF
Ou

600 mg de MgSO, + 100 mg NEXUS + 20 mg CF

Transferir 500 pL para vial + 500 pL de metanol com
P.1I

*4 g kg™ (Grupo 1) / 200 ug kg™ (Grupo 2) / 40 ug kg™ (Grupo 3)
" Padrao interno do Procedimento (P.1.P.) = Quinalfés
“Padréo interno do Instrumento (P.l.1.) = Propoxur

88

Figura 12 — (A) Esquema dos experimentos estudados com etapa de tamponamento

com acido férmico e formiato de amoénio e (B) com purificacdo aplicando os

adsorventes C18, Oasis HBL®, Nexus®, ChloroFiltr®, carbono grafitizado e misturas

entre eles.
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Os adsorventes que apresentaram os melhores resultados com o tamponamento do
meio reacional com &cido férmico/formiato de amoénio foram também avaliados
considerando um meio de extracdo contendo apenas a adi¢cdo de acido acético 1%.
Além de C18 e CF também foram testados alguns outros absorventes como Florisil
e CG e mistura entre eles. Também avaliou-se o procedimento sem purificacao,

apenas secagem com uso de MgSOq, (Figura 13).

(A) | 5gvinho+5gégua |

| Fortificagéo| em 1 nivel |
10 mL acetonitrila (1% HOAc + P.I.P.)
| Agitagéo 1 min
| 3 9 MgSO, |
| Agitac&o 1 min
| Tranferir 4 mL para um tubo contendo: |

(B)

| 600 mg MgSO, + 500 mg C18 |
ou

| 600 mg MgSO, + 500 mg Florisil |
[ou

| 600 mg de MgSO, + 500 mg C18 + 20 mg CG |
| ou

| 600 mg de MgSO, + 500 mg Florisil + 20 mg CG |
ou

| 600 mg de MgSO, |
lou

| 600 mg de MgSO, + 20 mg CF |

Transferir 500 yL para vial + 500 yL de metanol com
P.LL

*4 ug kg™ (Grupo 1)/ 200 ug kg™ (Grupo 2) / 40 ug kg™ (Grupo 3)
“Padrao interno do Procedimento (P.1.P.) = Quinalfés
" Padréo interno do Instrumento (P.l.1.) = Propoxur

Figura 13 — (A) Esquema do experimento sem o aplicagdo da etapa de
tamponamento, apenas usando acetonitrila acidificada com acido acético e (B) etapa
de secagem extra e aplicacdo de dSPE com C18, Florisil, carbono grafitizado,

ChloroFiltr® e misturas entre eles.
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3.7.5 Validagdo do método

3.7.5.1 Curva analitica e linearidade

Avaliou-se a linearidade das curvas analiticas a partir das solugcfes analiticas
tanto em solvente quanto no extrato da matriz (extrato “branco” da matriz, sem a
presenca de micotoxina fortificada).

Primeiramente, injetou-se metanol, e em seguida, 6 vezes a sequéncia das
solucbes analiticas preparadas conforme item 3.5. Para evitar carryover na coluna
optou-se por uma sequéncia de injecdo em que o primeiro nivel em solvente e o
primeiro nivel em matriz de mesma concentracdo sao injetados sucessivamente,
seguindo em ordem crescente do nivel 1 ao 7 (da menor para maior concentracao).
As concentragfes estudadas para cada grupo de micotoxinas encontram-se na
Tabela 4, no item 3.6, e o detalhamento dos volumes de solugdo mistura para
obtencéo de cada uma das concentracdes encontra-se no Apéndice 2.

A partir dos dados obtidos realizaram-se os célculos da média das areas e do
RSD %. Para obtencao das curvas analiticas (y= ax + b) os valores de concentracédo
de cada micotoxina estudada foram plotados no eixo das abscissas e as respectivas
areas obtidas no eixo das ordenadas. A partir da plotagem desses dados obteve-se
o coeficiente de determinacao (r?), o coeficiente angular (a) e o coeficiente linear (b)

das curvas analiticas bem como a equacéo da reta, para cada micotoxina analisada.

3.7.5.2 Avaliacéo do efeito matriz

O efeito matriz representa uma das maiores fontes de erro nas determinacfes
analiticas a nivel de tracos, especialmente de micotoxinas. Para realizar a avaliacao
da magnitude da interferéncia deste efeito nos resultados deste estudo aplicou-se
dois métodos.

O primeiro deles baseia-se na comparacdo entre as areas obtidas das
solucbes analiticas em solvente organico e daquelas obtidas com solucdes
analiticas preparadas no extrato da matriz (amostras de vinho tinto). O célculo foi
efetuado através da Equacdo 5 onde Al representa a média das areas da solucao
analitica de cada micotoxina, preparada em extrato da matriz, numa dada

concentracdo e A2 a média das areas da solucdo analitica de cada micotoxina,
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preparada em solvente, numa dada concentracdo. Através dessa férmula é possivel
determinar o efeito matriz observado em cada um dos niveis de concentracéo

estudado.

Efeito matriz (%) = A1 — A2, 100 (5)
A2

A outra forma de avaliacéo do efeito matriz foi feita com base na comparacéo
das inclinacdes das curvas analiticas obtidas a partir das solugbes analiticas
preparadas em solvente com aquelas obtidas a partir das solucdes analiticas
preparadas em extrato da matriz. Para isso foram preparadas solucbes em sete
niveis de concentracdo no solvente e na matriz, sendo realizadas seis inje¢des para
cada nivel de concentracéo.

O célculo para a avaliacdo do efeito matriz foi feito utilizando a Equacéao 6,
onde Sm representa a inclinacdo da curva obtida pela injecdo das solucbes
analiticas de cada micotoxina preparada em extrato matriz, e Ss a inclinacdo da
curva obtida pela injecdo das solugbes analiticas de cada micotoxina preparada no

solvente.

Efeito matriz (%) =100, | 1.Sm (6)
Ss

Através dessas equacdes é possivel determinar se a matriz exerce efeito
positivo (acréscimo na intensidade do sinal) ou negativo (supressédo do sinal) sobre o
resultado da andlise. Segundo recomendacdo do SANCO, resultados com efeito
matriz entre +20% e -20% sdo considerados aceitaveis para analises de

contaminantes em alimentos a nivel de tragos (SANCO, 2009)

3.7.5.2 Limite de deteccao e limite de quantificacéo

A partir da avaliagdo dos dados de linearidade das curvas analiticas, de cada

uma das 36 micotoxinas estudadas, procedeu-se a determinacdo da estimativa do
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LOD do instrumento (LOD;) e do método (LODy,), bem como do LOQ do instrumento
(LOQj) e do método (LOQ).

A partir, das areas e do RSD% (6 réplicas) de cada composto, presente nas
sete solucBes analiticas estudadas, aplicou-se a Equacéo 7 e obteve-se a estimativa
do LOD; (ug L™Y).

LOD; (pg L_l) =3xRSD4C (7)

Onde:
RSD: desvio padrao relativo das areas obtidas

C: concentracdo da solucédo analitica

Multiplicando-se o valor estimado do LOD; pelo fator obtido para o método de
extracdo (fator 4), obtém-se a estimativa do LODy, (ug kg™).
A partir do LOD;, aplicando-se a Equacao 8, obtém-se o LOQ;.

LOQ; (g L™) = LOD; 4 3,33 (8)

Através da multiplicacdo do LOQ; pelo fator do método é possivel obter o
LOQnm estimado calculado. No entanto, considera-se como valor real do LOQn, (em
ug kg?') a menor concentracdo que, ao ser fortificada na matriz, apresenta
recuperacoes entre 70 e 120%, com RSD% menor ou igual a 20% (PIZZUTT]I, 2006)

3.7.5.3 Procedimento de fortificacdo e recuperacao

Apbs realizagdo dos estudos de otimizacdo do procedimento de extracdo e
purificacédo (item 3.8.4), obteve-se as melhores condi¢cbes para fins de validacdo do
meétodo de analise para 36 micotoxinas em amostras de vinho tinto. Optou-se pela
adicificacdo do meio de extracdo com acido aceético (1%) e utilizacdo de uma etapa
extra de secagem dos extratos com sulfato de magnésio.

Para execucdo dos estudos de recuperacgao, realizou-se a fortificagdo para

cada uma das 3 concentracdes foram 6 vezes. Tambeém foi realizada a extracao das
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amostras de vinho “branco” (aquelas sem a presenca de micotoxinas), para
verificagéo da real auséncia desses compostos na matriz. Denominou-se “branco”
da matriz o extrato que apresentou-se livre de contaminacdo e este também foi
utilizado para o preparo das solucdes analiticas, quando em extrato da matriz.

Em tubos de teflon® com tampa rosqueavel e capacidade de 50 mL pesou-se
5 + 0,05 g de vinho e diretamente adicionou-se 5 mL &gua. Logo apds, efetuou-se a
fortificacdo, com a mistura das micotoxinas estudadas, utilizando-se pipetador
automatico Hand Step®, nas concentracées descritas na Tabela 4 (item 3.6), através
da adicdo de 10, 25 e 100 puL da solucdo mistura a amostra (o detalhamento dos
calculos para adicdo de cada um desses volumes encontra-se no Apéndice 3).

Adicionaram-se 10 mL de acetonitrila contendo 1% de acido acético e o
padréo interno do procedimento (P.I.P), quinalfés, na concentracdo de 12,5 pg L™,
em cada tubo, e apés fecha-los efetuou-se agitacdo em mesa agitadora por cerca de
1 minuto. Em seguida, acrescentaram-se 5,0 g de sulfato de magnésio anidro, e
repetiram-se as agitacbes. Posteriormente transferiu-se 3 mL do extrato
sobrenadante para tubos de teflon® com tampa rosqueéavel (capacidade de 25 mL)
contendo 450 mg de sulfato de magnésio anidro.

Procedeu-se a agitacdo por 1 minuto em mesa agitadora e posteriormente
transferiu-se 0,5 mL do extrato para vial e adicionou-se 0,5 mL de metanol contendo
o padrdo interno do instrumento (P.l.l.), propoxur, na concentracdo de 10 pg L™,
seguindo, diretamente para a analise por UPLC-MS/MS. Na Figura 14, esta

representado o procedimento adotado para fins de validagcdo do multimétodo.
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‘ 5gvinho + 5 g agua ‘

Fortificacdo em 3 niveis ‘ ‘ Amostra branco

‘ n=6 | n=6
‘ 10 mL de acetonitrila (1% HOAc + P.I.P.)

‘ Agitacdo 1 min

5 g MgSO, |

‘ Agitacdo 1 min
‘ Transferiu-se 3 mL do extrato para tubo contendo: ‘
| 450 mg MgSO, |

‘ Agitacdo 1 min
‘ Transferiu-se 500 uL para vial + 500 uL de metanol com P.L.I. ‘

“Padrao interno do procedimento (P.1.P): quinalfés (12,5 ug L'l)
" Padréao interno do instrumento (P.l.1.): propoxur (10 ug L'l)

Figura 14 — Representacdo esquematica do procedimento de validacdo do
multimétodo para analise de 36 micotoxinas em vinho, utilizando o método
QUEChERS modificado, seguido de analise por UPLC-MS/MS.

3.8 Aplicacao do método desenvolvido e validado

Apbs o desenvolvimento e a validagdo do multimétodo para determinacdo de
36 micotoxinas, 56 amostras vinho foram adquiridas em supermercados da cidade
de Amsterdd (Holanda), e analisadas para avaliar a possivel presenca destes

contaminantes naturais.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Padrodes internos selecionados

O padréo interno do procedimento (P.l.P.) e o padrao interno do instrumento
(P.I1.1.) selecionados foram o quinalfés e propoxur, respectivamente. O P.1.P. foi
adicionado na concentracdo de 12,5 ug L™ no inicio do procedimento, a fim de
monitorar possiveis perdas no decorrer do procedimento de extracdo e purificacéo.
Para monitorar parametros de injecao e outros possiveis erros que pudessem estar
associados ao instrumento, adicionou-se P.l.l. imediatamente antes da analise
cromatografica, na concentracéo de 10 ug L™.

O quinalfés e propoxur sédo pesticidas e foram selecionados devido
apresentarem 0s requisitos necessarios para atuarem como padrdes internos para
determinacdo de micotoxinas. Adicionalmente, esses pesticidas foram empregados
de modo satisfatério em outros métodos utilizados pelo NVWA com o mesmo
objetivo.

4.2 Andlise da pureza dos solventes, reagentes e dgua

Ao efetuar-se o procedimento descrito no item 3.7.5 para os solventes e
reagentes puros e livres da presenca da amostra, ndo foi detectada nenhuma
contaminag¢do nos mesmos, considerando assim que estes poderiam ser utilizados,
com seguranca adicional a do fabricante, nos procedimentos de extracdo das

micotoxinas e purificagdo dos extratos obtidos.

4.3 Experimentos de otimizagéo

4.3.1 Quantidade de amostra

O vinho € uma matriz que contem de 10 a 15% de etanol. Essa quantidade
significativa de etanol na amostra influencia diretamente na miscibilidade e
distribuicdo entre as fases organica e aquosa durante o procedimento de extracéo.

Devido a essa caracteristica da matriz, algumas modificacdes na quantidade de
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amostra utilizada no procedimento de extragdo através do método QUEChERS
modificado fizeram-se necessarias.

A adicao de sais (como o MgSQOy,) para promover o efeito salting out tem sido
amplamente utilizado em métodos multirresiduos. O uso de sais como o0 MgSO, para
promover a particdo resulta em melhores percentuais de recuperagéo para analitos
polares, uma vez que a adigdo de sais diminui a solubilidade destes compostos na
fase aquosa, bem como a quantidade de agua na fase organica e vice-versa
(ZANELLA et al., 2009).

Especialmente no método QUEChERS, a adicdo de sais € muito conveniente.
Essa etapa € rapida, facil, apresenta baixo custo e tem a grande vantagem de néo
diluir o extrato da amostra e proporcionar a separacao das fases organica e aquosa
(ZANELLA et al., 2009).

Dentre os sais aplicados nesta etapa, o sulfato de magnésio (MgSO,),
segundo estudos de Anastassiades e colaboradores (2003), demonstrou ser o sal
mais indicado devido sua maior capacidade de remocao da agua. Além de reduzir o
volume de fase aquosa, sua hidratacdo é uma reacdo exotérmica, tendo como
resultado o aquecimento entre 40 e 45 °C da amostra durante as etapas de
extragao/particao, favorecendo a extragcado, especialmente dos compostos apolares.

Em alguns casos a temperatura atingida pelo extrato pode ser um fator
limitante, uma vez que pode promover a degradacdo dos compostos de interesse,
fato que nao foi observado neste estudo.

Nos primeiros experimentos de otimizacao estudados observou-se que apés a
mistura de 10 mL de acetonitrila com 10 mL da amostra de vinho tinto seguido da
adicdo de MgSOQO,, ocorria a separacdo das fases aquosa e organica, porém, em
propor¢cdes diferentes daquela esperada. O volume esperado para cada uma das
fases seria de 10 mL, porém, devido a presenca de alcool na amostra em estudo, a
fase organica (superior) apresentava volume em torno de 12,5 mL.

Os problemas relacionados a separagdo das fases organica e aquosa
resultaram em um erro sisteméatico que reduzia a recuperacdo de todas as
micotoxinas na mesma proporcao (cerca de 50%). Buscando minimizar ou eliminar o
problema, testou-se a diluicAo da amostra inicial com diferentes quantidades de
agua, alterando as proporc¢des agua-vinho, diminuindo assim o teor de etanol na

amostra a ser extraida.
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Os testes realizados com menores volumes de vinho (vinho/agua, 1:9 viv e
vinho/agua, 2:8 v/v) resultaram em boas respostas com relacdo a reducao do efeito
matriz e eliminou o problema de separacao das fases. Entretanto observou-se uma
piora significativa no limite de deteccdo do método. Ja a utilizacdo da proporcdo de
vinho/agua, 7:3 (v/v) néo foi suficiente para promover a reducdo do efeito provocado
pela presenca de etanol na amostra e suas consequéncias negativas em razédo do
procedimento de extracao.

A utilizacdo da proporcao vinho/agua, 5:5 (v/v) mostrou-se a opcdo mais
adequada, pois permitiu que o limite de deteccdo se mantivesse inalterado e reduziu
significativamente a influéncia do efeito matriz.

Os resultados do efeito matriz observados para cada uma das propor¢des de

vinho e 4gua estudadas encontram-se na Figura 15.
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4.3.2 Purificagdo do extrato e tamponamento do meio

4.3.2.1 Tamponamento do meio com &cido formico e formiato de amdnio e
purificacdo com adsorventes C18, Oasis HLB®, Abselut Nexus® Carbono
Grafitizado (CG) e ChloroFiltr® (CF).

Os solventes aplicados nos procedimentos de extragcdo, em muitos casos,
retram ndo apenas os analitos de interesse da matriz, mas também outros
interferentes que afetam a qualidade do resultado analitico obtido.

Buscando minimizar a interferéncia desses compostos na quantificacdo e
confirmacdo das micotoxinas estudadas testou-se a adicdo de uma etapa de
purificacdo com os adsorventes C18, Oasis HLB®, Abselut Nexus®, CG e CF nas
guantidades descritas na Figura 16.

Esse procedimento de adicdo dos adsorventes foi realizado apés a extracéo
com 10 mL acetonitrila com o meio tamponado pela adi¢do de &cido férmico (4%) e
formiato de amonio (0,6 g).

O adsorventes foram estudados nas seguintes quantidades quando aplicados
individualmente: C18 (500 mg); Oasis (100 mg); Abselut Nexus (100 mg); CG (20
mg); CF (20 mg). Quando foram usados sob a forma de mistura, as quantidades
aplicadas foram: C18 e CG (500 mg e 20 mg respectivamente); Oasis e CG (100 mg
e 20 mg respectivamente); Nexus e CG (100 mg e 20 mg respectivamente); C18 e
CF (500 mg e 20 mg respectivamente); Oasis e CF (100 mg e 20 mg
respectivamente); Nexus e CF (100 mg e 20 mg respectivamente). Em todos 0s
casos, juntamente aos adsorventes individuais ou as misturas deles, foi adicionado
600 mg de MgSO,.

O adsorvente Abselut Nexus € composto por um polimero com caracteristicas
lipofilicas e hidrofilicas, com capacidade para extracdo de compostos acidos e
basicos (Agilent Technologies, 2012).

O Oasis HLB é um adsorvente que possui um recheio de equilibrio hidrofilico-
lipofilico, passivel de ser molhavel com agua, o que facilita sua passagem, sem
sofrer efeitos de secagem dos poros. Essa caracteristicas de recheio o tornam
aplicavel a quase todas as necessidades de extracdo em faze solida em geral. O
adsorvente C18 é conhecido, principalmente, pela sua eficiéncia na remocéo de
gorduras (Waters, 2012).
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O CG é um adsorvente bastante efetivo, porém, pode remover junto com 0s
interferentes da matriz uma grande quantidade de compostos aromaticos polares, o
que limita sua aplicagdo (ZANELLA, et al., 2009).

O CF, entre os adsorventes poliméricos avaliados, € o mais recente e
inovador. Este adsorvente foi desenvolvido quase que especificamente para
aplicacdo no método QUEChERS. Inicialmente, o CF buscou substituir o uso de
carbono grafitizado, que era utilizado para promover a remocao de residuos de
clorofila proveniente das extracdes de frutas e vegetais. Porém, este resultava
também na perda de muitos outros analitos de interesse. Em testes aplicados a
outras matrizes, o CF comprovou ser um adsorvente excelente para remocéo de
outros interferentes da matriz (além da clorofila) e que impede a perda de analitos de
interesse do extrato (UCT, 2012).

Na Figura 16 demonstra-se o resumo dos resultados de recuperacédo e o
efeito matriz, obtidos através da utilizacdo de cada um dos adsorventes e das
misturas avaliadas. Observa-se que melhores valores de recuperacfes, na faixa de
80 e 90% para maioria das micotoxinas foram obtidos com o uso dos adsorventes
CF e C18 utilizados individualmente.

Todas as combinagdes contendo carbono grafitizado resultaram na perda de
aproximadamente 50% das micotoxinas estudadas.

E possivel observar que o uso individual dos adsorventes, sem a utilizacdo de
misturas, resultou em maior nimero de micotoxinas com bons resultados de
recuperacdo e com efeito matriz aceitavel (dentro da faixa de +20%).

A formacéo de uma solucdo tampado composta por acido férmico e formiato de
amonio (pH = 3,8) resultou em um meio de extragcdo um pouco mais acido do que
aguele obtido com solugcédo tampao de acido acético e acetato de sédio (pH = 4,8).
Esperava-se que em menor valor de pH (3,8) a recuperacdo fosse melhorada para
algumas micotoxinas, especialmente para as do grupo das Fumonisinas devido a
sua estrutura quimica. As fuminosinas apresentam quatro grupos hidroxila na sua
estruturas e, quando em meio levemente alcalino, essas toxinas ja podem ser
hidrolisadas. Ao adquirirem essa configuracao, possuem maior afinidade com a fase
aguosa, 0 que ocasiona sua perda significativa durante o procedimento de extracao.
Quanto mais &cido o pH de extracdo aplicado, mais favorecida serd a extragédo

desse grupo de micotoxinas para a fase organica.
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Entretanto, os resultados de recuperagdo e efeito matriz obtidos nao se
mostraram promissores tanto quanto teoricamente era esperado. Dessa forma, a
utilizacdo do tamponamento com acido férmico / formiato de amdnio nao foi utilizado

no procedimento final.
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Figura 16 — (A) Micotoxinas em diferentes faixas de recuperacéo percentual e (B) efeito matriz observado com a aplicacdo dos

adsorventes CF, C18, Abselut Nexus®, Oasis HBL®, CG e misturas entre eles, considerando extracdo em meio tamponado com

acido formico e formiato de amoénio. (continua)
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4.3.2.2 Acidificacdo do meio com acido acético e purificacdo com adsorventes
C18, Carbono Grafitizado (CG), Florisil e ChloroFiltr® (CF).

Os demais experimentos de otimizacdo que seguem, envolveram a
acidificacdo do meio de extragdo com &cido acético e posterior purificacdo do extrato
com C18, CG, Florisil, CF e mistura desses adsorventes, 0S quais apresentaram
resultados de recuperacdo e efeito matriz muito semelhante aos obtidos no item
4.3.2.1.

O adsorventes foram avaliados nas seguintes quantidades quando aplicados
individualmente: C18 (500 mg); CF (20 mg); Florisil (500 mg). Quando foram
avaliados em misturas, as quantidades aplicadas foram: C18 e CG (500 mg e 20 mg
respectivamente); Florisil e CG (500 mg e 20 mg respectivamente). Em todos os
casos, juntamente aos adsorventes e as misturas, foi adicionado 600 mg de MgSO..

E comum a adicdo de pequenas quantidades de MgSO, associada aos
adsorventes aplicados para SPE dispersiva, com o objetivo de atuar como um
agente de secagem e, remover a maior parte da agua promovendo uma melhor
purificacdo (ANASTASSIADES et al., 2003).

Além disso, estudou-se a aplicacdo de uma etapa extra de secagem,
aplicando 600 mg de MgSO, sem este ser combinado a nenhum adsorvente.

A Figura 17 mostra uma comparacgao entre os resultados obtidos com o uso
de tamponamento do meio de extracdo com solucdo de acido formico e formiato de
amonio e os resultados obtidos pela acidificacdo do meio com acido acético 1%,
ambos os procedimentos seguidos de purificagdo com CF. Pode-se observar que o
tamponamento do meio de extracdo pela formacédo do tampao de acido férmico e
formiato de amdnio exerceu pouca influéncia sobre os resultados de recuperacéo e
de efeito matriz.

Comparando o desempenho dos adsorventes testados, os melhores
resultados observados, tanto sobre o efeito matriz quanto em relacdo as
recuperacgdes das micotoxinas, se deram com a aplicacdo de CF como adsorvente.

Como pode ser observado na igura 18, o uso da mistura de adsorventes
novamente resultou em um efeito matriz pior, quando comparado ao uso dos
adsorventes individuais. Particularmente, o uso de CG resultou em uma perda

significativa dos compostos de interesse.
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Neste experimento foi testado também a insercdo de uma etapa extra de
secagem, sem a presenca de adsorventes, atuando apenas como uma corre¢ao das
possiveis perdas que poderiam ser observadas pela separacao das fases em niveis
diferentes pela presenca de etanol na matriz.

Os resultados obtidos com a adocédo da etapa extra de secagem, sem a
presenca de adsorventes para purificagdo, foram muito semelhantes aos obtidos
com o uso do CF como adsorvente. Por essa razdo, optou-se por utilizar apenas
MgSO, na segunda etapa de secagem do extrato, sem adicdo de nenhum

adsorvente, para fins de validacdo do método.
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Figura 17 - (A) Numero de micotoxinas em cada uma das faixas de recuperacao percentual e (B) efeito matriz observado com tamponamento

(acido formico e formiato de aménio) e sem tamponamento (apenas acidificagdo do meio com acido acético 1%) seguido de purificacdo com CF.
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Figura 18 — (A) Micotoxinas em diferentes faixas de recuperacdo percentual e (B) efeito matriz observado com a aplicacdo dos

adsorventes C18, Florisil, CF, CG e misturas entre eles, considerando extracdo em meio acidificado com acido acético 1%. (continua)
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4.4 Validacdo do método

4.4.1 Curva analitica e linearidade

Para o estudo de linearidade das curvas analiticas todas as solucdes
analiticas foram preparadas em solvente organico no extrato da matriz, conforme
procedimento descrito no item 3.5.

Na Tabela 6 consta coeficiente angular (a), coeficiente linear (b) e coeficiente
de determinacdo (r?) das equacdes de reta obtidas como curvas analiticas, bem
como as faixas lineares de trabalho para cada um das micotoxinas em solvente
organico e no extrato da matriz.

O valor do coeficiente de determinacdo (r°) expressa numericamente 0
percentual da variacdo total do sinal analitico (y) explicado pela variacdo da
concentracdo do analito (x). Esse percentual, como qualquer outro, varia de 0 a
100% e o valor de r? sendo a expressdo numérica do mesmo, varia de 0 a 1.
Idealmente, quanto mais proximo de 100% for o percentual da variagdo observada
para o sinal analitico modificado pela variacdo da concentracdo se tera um valor de
r> mais proximo de 1. Logo, melhor sera a qualidade da curva analitica, pois a
variacdo da resposta analitica em funcdo da concentracdo do analito serd mais
sensivel e melhor representada pela equacéo da reta obtida.

Conforme pode ser observado na Tabela 6 e na Figura 19, as curvas
analiticas obtidas tanto a partir de soluces preparadas em solvente organico como
preparadas no extrato da matriz, apresentaram comportamento muito similar. Em
ambos 0s casos, das 36 micotoxinas analisadas, 11% apresentaram coeficiente de
determinacdo (r?) acima de 0,99. Para as curvas analiticas em extrato da matriz,
80% das micotoxinas apresentaram r? entre 0,95 e 0,98, e para as curvas analiticas

em solvente, 78% apresentaram r? neste mesmo intervalo.
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Tabela 6 — Coeficiente angular (a), coeficiente linear (b), coeficiente de determinacdo (r%) e faixa linear de trabalho obtidos pela
analise cromatografica das solucdes analiticas (Concentracdes vide Apéndice 2) preparadas em solvente organico e no extrato da

matriz, para cada uma das micotoxinas estudadas.

(continua)
Solvente organico Extrato da matriz
Micotoxinas ) Faixa Linear ) Faixa Linear
A b r a b r

(Mg L™ (HgL™)
Aflatoxina B1 351,03 -68,81 0,9748 0,2-10 248,44 -17,966 0,9738 0,2-10
Aflatoxina B2 342,03 49,014 0,9820 0,1-10 260,5 9,861 0,9763 0,2-10
Aflatoxina G1 368,64 42,885 0,9722 0,1-10 298,18 29,996 0,9514 0,1-10
Aflatoxina G2 951,93 28,533 0,9643 0,2-10 115 39,427 0,9559 0,5-10
Ocratoxina A 288,46 1,9037 0,9904 0,1-10 272,43 15,776 0,9879 0,1-10
Deoxinivalenol (DON) 7,9679 17,573 0,9940 25 -500 5,0607 -12,529 0,9803 25 - 500
Fumonisina B1 131,69 -660,03 0,9786 5-500 132,26 -660,72 0,9918 5-500
Fumonisina B2 196,74 | -759,48 0,9882 5—500 192,91 -341,89 0,9907 5-500
Fumonisina B3 249,3 -521,31 0,9693 5-500 247,91 -753,51 0,9757 5-500
Nivalenol (NIV)
Diacetoxiscirpenol (DAS) 5,9671 33,368 0,9648 10 - 500 7,0397 -79,297 0,9308 10 - 500
T2-Toxina 3,5415 26,912 0,9657 25 -500 3,7124 22,536 0,9513 25 - 500
HT2-Toxina 4,5771 12,009 0,9940 5—500 3,8797 49,913 0,9768 5-500
3-Ac-DON 5,1533 51,227 0,9455 5-500 3,6091 7,4924 0,9548 5-500
Zearalenona (ZEN) 13,493 79,878 0,9772 5—500 12,77 96,097 0,9623 5-500
15-Ac-DON 3,3087 -31,499 0,8508 50 - 500 1,9716 12,617 0,8125 50 - 500
Acido Penicilico 125,46 588,19 0,9845 5-500 106,43 374,42 0,9757 5-500
Fusarenona-X 4,0441 27,11 0,9815 25 -500 2,787 19,001 0,9874 25 - 500

Células em branco — néo detectado
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Tabela 6 — Coeficiente angular (a), coeficiente linear (b), coeficiente de determinac&o (r?) e faixa linear de trabalho obtidos pela
analise cromatografica das solucdes analiticas (Concentracdes vide Apéndice 2) preparadas em solvente organico e no extrato da

matriz, para cada uma das micotoxinas estudadas.

(concluséo)

Solvente organico Extrato da matriz
Micotoxinas ) Faixa Linear ) Faixa Linear
A b r a b r

(Mg L™ (Mg L™
- Zearalanol (B- ZAL) 45,8 -129,27 0,9868 5-500 41,077 50,698 0,9679 5-500
a-Zearalanol (a-ZAL) 56,135 127,69 0,9905 5-500 52,563 440,18 0,9824 5-500
Citrinina 171,67 294,1 0,9752 5-500 167,63 3103,9 0,9807 5-500
Zearalanona (ZAN) 19,434 190,11 0,9504 5-500 19,143 180,61 0,9803 5-500
fgﬁ:f”’omammm 18542 | 438,42 0,9769 5 - 500 213,49 -3353,2 0,9817 25 - 500
Esterigmatocisteina 486,68 11032 0,9751 5-500 484.,8 9330,2 0,9771 5-500
Roquefortina C 619,12 9802,2 0,9729 5-500 589,47 9538,2 0,9834 5-500
a-Zearalenol (a-ZEL) 19,256 231,08 0,9485 5-500 19,058 185,71 0,9808 5-500
Acido micofendlico 200,54 831,84 0,9792 5-500 191,67 1650,1 0,9692 5-500
Altenariol 35,267 36,781 0,9732 5-500 31,566 141,37 0,9789 5-500
Altenariol Metilico 23,171 88,434 0,9806 5-500 21,838 145,93 0,9918 5-500
Ergotamina 144,3 141,74 0,9849 1-100 141,13 124,85 0,9819 1-100
Ergonovina 179,83 222,11 0,9452 1-100 220,43 -118,3 0,9667 1-100
Ergocornina 402,72 186,23 0,9814 1-100 363,79 15,847 0,9880 1-100
Ergocriptina 334,89 565,99 0,9783 1-100 323,84 634,21 0,9826 1-100
Ergocristina 153,79 256,1 0,9600 1-100 163,31 181,75 0,9929 1-100
Ergosina 286,82 414,03 0,9815 1-100 482,1 181,13 0,9889 1-100
Mevilinona 317,6 409,21 0,9834 1-100 265,74 101,85 0,9882 1-100
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4.4.2 Efeito Matriz

O efeito matriz € definido como o efeito observado pelo aumento ou
decréscimo na resposta do detector para um determinado analito presente no
extrato da matriz quando comparado com a resposta do detector para o analito em
um solvente orgénico. Esse efeito é dependente do equipamento aplicado na
analise, das caracteristicas fisicas e quimicas dos analitos, do tipo e da quantidade
de matriz presente no extrato e do pré-tratamento aplicado a amostra (MOL et al.,
2003).

Em LC-MS/MS este efeito € normalmente causado pela interferéncia dos
componentes da matriz que eluem na mesma banda ou ho mesmo tg que o analito e
competem com 0 mesmo, durante o processo de ionizacao (P1ZZUTTI, 2006).

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

Os resultados dos calculos do efeito matriz em cada uma das 7
concentracbes estudadas, bem como aqueles determinados através da inclinacao
da curva analitica, encontram-se nas Tabelas 7 e 8, respectivamente.

Dentre as micotoxinas estudadas, as que apresentaram maior similaridade
entre a curva analitica obtida em solvente e aquela em extrato da matriz foram
Esterigmatocisteina e Fumonisina B1l, conforme pode ser observado através da
Figura 20.

Os resultados apresentados na Tabela 8 demonstraram que o efeito matriz
para 75% das micotoxinas estudadas situou-se entre +20% e -20%. Através destes
resultados é possivel concluir que o procedimento de extracdo e purificacdo da
amostra foi otimizado sem comprometimento para determinacdo confiavel dos
analitos.

O efeito matriz obtido foi em sua maioria negativo, ou seja, a matriz exerce
um efeito de supressdo da ionizagcdo do analito, diminuindo a intensidade do sinal

atraveés da interferéncia dos componentes provenientes da matriz.



(@)

300000 -

250000 -

200000 -

150000 -

Area do Pico

100000 -

50000 -

Concentragées
(5 -500 ng mL-1, n=6)

y =484 ,8x + 9330,2
R*=0,9771

114

y =486,68x + 11032

R*=0,9751

+ Solucao analitica em
Solvente orgénico

 Solucdo analitica em
extrato da matriz

(b)

80000 -
70000 -
60000 -
50000 -

40000 -

Area do Pico

30000 -

20000 -

10000 -

100 200 300 400

Concentragdo (ng mL-)

Concentragoes
(5 -500 ng mL-", n=6)

y =132,26x - 660,72
R*=0,9918

500 600

y =131,69x - 660,03
R*=0,9786

« Solugdo analitica em
solvente organico

« Solugdo analitica em
extrato da matriz

100 200 300 400

Concentragdo (ng mL)

500 600

Figura 20 — Curva analitica preparada a partir das solucbes analiticas das

micotoxinas (a) Esterigmatocisteina e (b) Fumonisina B1, em solvente organico e

extrato da matriz.
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Tabela 7 — Percentual do efeito matriz observado na faixa de concentracao estudada nas curvas analiticas.

(continua)
Efeito Matriz calculado em cada concentracdo (n=6)
Micotoxinas Concentragcdo 1 | Concentragdo 2 | Concentracdo 3 | Concentracdo 4 | Concentragcdo 5 | Concentragdo 6 | Concentracdo 7 Média

(ngmL™) | (%) | (hgmL™) | (%) | (\gmL™) | (%) | (hgmL™) | (%) | (h\gmL™) | (%) | (ngmL™) | (%) | (hgmL™) | (%) (%)
Aflatoxina B1 0,1 0,2 88 0,5 7 1,0 -37 2,0 -17 5 -25 10 -29 -4
Aflatoxina B2 0,1 0,2 32 0,5 -47 1,0 -32 2,0 27 5 -31 10 -23 21
Aflatoxina G1 0,1 -35 0,2 59 0,5 -35 1,0 -3 2,0 -32 5 17 10 -19 -12
Aflatoxina G2 0,1 0,2 0,5 1 1,0 -16 2,0 -14 5 -29 10 21 -16
Ocratoxina A 0,1 3 0,2 1 0,5 -4 1,0 -7 2 10 5 -5 10 5 -1
Deoxinivalenol (DON) 5 10 25 -34 50,0 -42 100 -35 250 -43 500 -36 -38
Fumonisina B1 5 67 10 29 25 22 50,0 -7 100 11 250 -8 500 2 17
Fumonisina B2 5 13 10 24 25 -9 50,0 11 100 8 250 -4 500 -1 6
Fumonisina B3 5 22 10 25 25 -2 50,0 -1 100 3 250 -8 500 1 6
Nivalenol (NIV) 5 10 25 50,0 100 250 500
Diacetoxiscirpenol (DAS) 5 10 -26 25 31 50,0 -3 100 17 250 -23 500 23 3
T2-Toxina 5 10 25 20 50,0 8 100 -9 250 8 500 4 6
HT2-Toxina 5 85 10 76 25 12 50,0 14 100 -12 250 -6 500 -15 22
3-Ac-DON 5 67 10 -35 25 -27 50,0 -38 100 -38 250 -43 500 -28 -20
Zearalenona (ZEN) 5 66 10 22 25 -5 50,0 0 100 -6 250 5 500 5 10
15-Ac-DON 5 10 25 50,0 -35 100 -37 250 -33 500 -39 -36
Acido Penicilico 5 25 10 -14 25 -12 50,0 -15 100 -16 250 -19 500 -14 -9
Fusarenona-X 5 10 25 -17 50,0 -29 100 -26 250 -37 500 -30 -28
B- Zearalanol (B- ZAL) 5 68 10 31 25 -4 50,0 2 100 -12 250 -4 500 -11 10
o-Zearalanol (a-ZAL) 5 65 10 28 25 18 50,0 13 100 -3 250 2 500 6 16

* Células em branco: valores néo calculados devido a exclus&o de 2 ou mais pontos (n=6) desta concentracdo da curva analitica.
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Tabela 7 — Percentual do efeito matriz observado na faixa de concentracao estudada nas curvas analiticas.

(concluséo)

Efeito Matriz calculado em cada concentragéo (n=6)
Micotoxinas Concentracdo 1 | Concentragdo 2 | Concentragdo 3 | Concentracdo 4 | Concentragdo 5 | Concentracdo 6 | Concentragdo 7 Média

(ngmL™) | (%) | (hgmL™) | (%) | (ngmL?) | (%) | (ngmL™) | (%) | (ngmL™) | (%) | (hgmL™) | (%) | (hgmL™) | (%) (%)
Citrinina 5 21 10 36 25 10 50,0 4 100 5 250 -2 500 -1 11
Zearalanona (ZAN) 5 29 10 16 25 -11 50,0 11 100 9 250 -13 500 1 6
Acido Ciclopiazénico
(CPA) 5 10 25 -52 50,0 -8 100 -4 250 0 500 13 -10
Esterigmatocisteina 5 21 10 15 25 -6 50,0 -1 100 -12 250 -3 500 0 2
Rogquefortina C 5 15 10 23 25 -2 50,0 -3 100 -4 250 -9 500 -4 2
o-Zearalenol (a-ZEL) 5 25 10 6 25 -17 50,0 8 100,0 9 250 -13 500 1 3
Acido micofendlico 5 56 10 30 25 5 50,0 -4 100,0 -2 250 4 500 5 12
Altenariol 5 85 10 2 25 -3 50,0 1 100,0 | -11 250 -6 500 -11 8
Altenariol Metilico 5 44 10 7 25 4 50,0 1 100 9 250 -11 500 -4 5
Ergotamina 1 60 2 46 5 0 10,0 -3 20 -7 50 -5 100 -1 13
Ergonovina 1 7 2 24 5 -26 10,0 4 20 -1 50 15 100 22 6
Ergocornina 1 1 2 20 5 -8 10,0 1 20 21 50 -16 100 -8 -4
Ergocriptina 1 52 2 31 5 2 10,0 6 20 1 50 -11 100 -1 12
Ergocristina 1 28 2 11 5 26 10,0 6 20 0 50 -5 100 8 11
Ergosina 1 20 2 1 5 -4 10,0 0 20,0 -8 50 -12 100 0 0
Mevilinona 1 3 2 -13 5 -31 10,0 -23 20 -20 50 -23 100 -16 -17

* Células em branco: valores néo calculados devido a exclusdo de 2 ou mais pontos (n=6) desta concentracdo da curva analitica.
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Tabela 8 — Percentual do efeito matriz obtido através do calculo a partir da inclinacao

da curva analitica obtida em solvente organico e em extrato da matriz.

Efeito Matriz (%)
Micotoxinas .callculacjo a partir da
inclinacdo das curvas
analiticas (n=6)
Aflatoxina B1 =29
Aflatoxina B2 24
Aflatoxina G1 -19
Aflatoxina G2 .22
Ocratoxina A 5
Deoxinivalenol (DON) .37
Fumonisina B1 0
Fumonisina B2 2
Fumonisina B3 1
Nivalenol (NIV) n.d.*
Diacetoxiscirpenol (DAS) 16
T2-Toxina 4
HT2-Toxina .15
3-Ac-DON -30
Zearalenona (ZEN) -5
15-Ac-DON -39
Acido Penicilico 15
Fusarenona-X -31
B- Zearalanol (B- ZAL) -10
a-Zearalanol (a-ZAL) 6
Citrinina 2
Zearalanona (ZAN) -1
Acido Ciclopiazénico (CPA) 14
Esterigmatocisteina 0
Roquefortina C 5
a-Zearalenol (a-ZEL) 1
Acido micofendlico 4
Altenariol -10
Altenariol Metilico -6
Ergotamina 2
Ergonovina 23
Ergocornina -10
Ergocriptina -3
Ergocristina 6
Ergosina 2
Mevilinona -16

*n.d. — Nao detectado
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Para Ocratoxina A, a micotoxina mais importante a ser determinada em
amostras de vinhos tintos, o efeito matriz observado em cada uma das faixas de
concentracdo (Tabela 7) n&do apresentou variacdes significativas, mantendo-se
sempre dentro do intervalo considerado aceitavel.

Apenas a exemplo de ilustracdo, a Figura 21 mostra que a intensidade do
sinal da transicdo de quantificacdo e de confirmacdo da solugcdo preparada no
extrato das amostras de vinho tinto € um pouco inferior aquela obtida quando
preparada em solvente, demonstrando que ha uma leve supressdo do sinal pela
presenca da matriz, porém, esse comportamento manteve-se reprodutivel na faixa

de concentracéo estudada.
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Figura 21 — Cromatograma obtido para Ocratoxina A para (a) transicdo de
quantificacdo e (b) de confirmacéo, por UPLC-MS/MS, na concentracédo de 2 ng mL"

! em solvente (1) e em extrato da matriz (2).

4.4.3 Limite de deteccao e limite de quantificacao

Para a determinacédo dos valores de LOD e LOQ do instrumento e do método,
as solucdes analiticas foram preparadas em solvente orgéanico e no extrato da matriz
(amostra de vinho tinto), com a finalidade de avaliar a influéncia do extrato da matriz

sobre estes parametros.
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A partir da medida das areas das micotoxinas estudadas, para n=6, das
solugdes analiticas preparadas em solvente organico e em extrato da matriz pode-se
estimar o LOD e LOQ do método.

As Tabelas 9 e 10 trazem os resultados de LOD estimado do método (LODm)
e do instrumento (LODi) e do LOQ estimado do instrumento (LOQi) para as
micotoxinas em solvente organico e em extrato da matriz, respectivamente.

Conforme mencionado no item 3.7.5.2, considera-se como valor real do LOQn,
(em pg kgt) a menor concentracdo que, ao ser fortificada na matriz, apresenta
recuperacoes entre 70 e 120%, com RSD% menor ou igual a 20% (PIZZUTTI, 2006).

Os resultados de LOQm obtidos através dos estudos de recuperacdo
encontram-se também expostos nas Tabelas 9 e 10, para comparacdo com 0S
valores obtidos através dos estudos de linearidade.

Apenas para Nivalenol néo foi possivel determinar o LOD e o LOQ estimado
para 0 método e instrumento pois 0 mesmo ndo pode ser detectado
satisfatoriamente em nenhuma das concentracdes estudadas.

A micotoxina Nivalenol € o primeiro analito a ser eluido na corrida
cromatografica (em 1 min). Nos estudos de Spanjer e colaboradores (2008) essa
micotoxina também ndo pode ser detectada satisfatoriamente, pois apresenta um
pico cromatografico que ndo pode ser separado satisfatoriamente, acompanhado de
um ruido base muito elevado. As otimizacdes realizadas nesse trabalho ndo foram
suficientes para melhoria da qualidade dos picos cromatograficos obtidos para que

pudesse haver determinacao inequivoca dessa micotoxina.
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Tabela 9 — LOD estimado do método (LODm) e instrumento (LODi) e LOQ

estimado do método (LOQm) e instrumento (LOQI) para as solu¢cbes de micotoxinas

preparadas em solvente organico obtidos pelos estudos de linearidade e LOQ real

do método obtido através dos estudos de recuperacéao.

LOD Estimado LOQ Estimado LOQm
Micotoxinas Instrumento Método Instrumento | Método Real
(gmt™ | (gkg®) | (ngmL™) | (ugkg?) | (MIkg’)
Aflatoxina B1 0,2 0,8 0,67 2,66 1
Aflatoxina B2 0,1 0,4 0,33 1,33 1
Aflatoxina G1 0,1 0,4 0,33 1,33 2,5
Aflatoxina G2 0,2 0,8 0,67 2,66 10
Ocratoxina A 0,1 0,4 0,33 1,33 1
Deoxinivalenol (DON) 25 100 83,25 333 50
Fumonisina B1 20 16,65 66,6 50
Fumonisina B2 20 16,65 66,6 50
Fumonisina B3 20 16,65 66,6 50
Nivalenol (NIV) n.d.* n.d.* n.d.* n.d.* n.d.*
Diacetoxiscirpenol (DAS) 10 40 33,30 133,2 50
T2-Toxina 25 100 83,25 333 50
HT2-Toxina 20 16,65 66,6 50
3-Ac-DON 20 16,65 66,6 125
Zearalenona (ZEN) 20 16,65 66,6 50
15-Ac-DON 50 200 166,50 666 500
Acido Penicilico 5 20 16,65 66,6 50
Fusarenona-X 25 100 83,25 333 50
- Zearalanol (B- ZAL) 5 20 16,65 66,6 50
a-Zearalanol (a-ZAL) 5 20 16,65 66,6 50
Citrinina 5 20 16,65 66,6 50
Zearalanona (ZAN) 5 20 16,65 66,6 50
,(Ac(::liad:)Ciclopiazénico 5 20 16,65 66.6 50
Esterigmatocisteina 5 20 16,65 66,6 50
Roquefortina C 5 20 16,65 66,6 50
a-Zearalenol (a-ZEL) 5 20 16,65 66,6 50
Acido micofendlico 5 20 16,65 66,6 50
Altenariol 5 20 16,65 66,6 50
Altenariol Metilico 5 20 16,65 66,6 50
Ergotamina 1 4 3,33 13,32 10
Ergonovina 1 4 3,33 13,32 10
Ergocornina 1 4 3,33 13,32 10
Ergocriptina 1 4 3,33 13,32 10
Ergocristina 1 4 3,33 13,32 10
Ergosina 1 4 3,33 13,32 10
Mevilinona 1 4 3,33 13,32 10

* n.d. — Nao detectado
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Tabela 10 — LOD estimado do método (LODm) e instrumento (LODi) e LOQ

estimado do método (LOQm) e instrumento (LOQI) para as solugcbes de micotoxinas

preparadas em extrato da matriz obtidos pelos estudos de linearidade e LOQ real do

meétodo obtido através dos estudos de recuperacao.

LOD Estimado LOQ Estimado LOQm
Micotoxinas Instrumento Método Instrumento Método Real
(hg mL™) (Mg kg™ (ng mL™) (hg kg™) (mg kg™)
Aflatoxina B1 0,2 0,8 0,67 2,66 1
Aflatoxina B2 0,2 0,8 0,67 2,66 1
Aflatoxina G1 0,2 0,8 0,67 2,66 2,5
Aflatoxina G2 0,5 2 1,67 6,66 10
Ocratoxina A 0,1 0,4 0,33 1,332 1
Deoxinivalenol (DON) 25 100 83,25 333 50
Fumonisina B1 20 16,65 66,6 50
Fumonisina B2 20 16,65 66,6 50
Fumonisina B3 20 16,65 66,6 50
Nivalenol (NIV) n.d.* n.d.* n.d.* n.d.* n.d.*
Diacetoxiscirpenol (DAS) 10 40 33,30 133,2 50
T2-Toxina 10 40 33,30 133,2 50
HT2-Toxina 20 16,65 66,6 50
3-Ac-DON 20 16,65 66,6 125
Zearalenona (ZEN) 20 16,65 66,6 50
15-Ac-DON 25 100 83,25 333 500
Acido Penicilico 5 20 16,65 66,6 50
Fusarenona-X 25 100 83,25 333 50
B- Zearalanol (B- ZAL) 5 20 16,65 66,6 50
a-Zearalanol (a-ZAL) 5 20 16,65 66,6 50
Citrinina 5 20 16,65 66,6 50
Zearalanona (ZAN) 5 20 16,65 66,6 50
?gg’:)mc"’piaza”ico 25 100 83,25 333 50
Esterigmatocisteina 5 20 16,65 66,6 50
Roquefortina C 5 20 16,65 66,6 50
a-Zearalenol (a-ZEL) 5 20 16,65 66,6 50
Acido micofendlico 5 20 16,65 66,6 50
Altenariol 5 20 16,65 66,6 50
Altenariol Metilico 5 20 16,65 66,6 50
Ergotamina 1 4 3,33 13,32 10
Ergonovina 1 4 3,33 13,32 10
Ergocornina 1 4 3,33 13,32 10
Ergocriptina 1 4 3,33 13,32 10
Ergocristina 1 4 3,33 13,32 10
Ergosina 1 4 3,33 13,32 10
Mevilinona 1 4 3,33 13,32 10

* n.d. — N&o detectado
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4.4.4 Fortificacdo e Recuperacéo

Os resultados das recuperacdes médias (n=6) percentuais e 0 RSD%, para as
micotoxinas em cada um dos 3 niveis fortificados, podem ser visualizados na Tabela
11. Os valores de recuperacdo média estao relacionados a exatiddo do método e a
eficiéncia de extracdo do procedimento analitico e foram calculados conforme
descrito no item 2.5.4. J& os valores de RSD%, estdo relacionados a precisdo do
método e foram calculado conforme descrito no item 2.5.5.

Conforme pode ser observado na Tabela 11Tabela 11, os percentuais de
recuperacado ficaram na faixa de 70 a 120%, para 98% das micotoxinas avaliadas
em todos os niveis de fortificacdo estudados, confirmando a 6tima exatiddo do
método.

Em relacdo ao RSD%, os resultados obtidos também foram excelentes em
todos os niveis estudados. Nos primeiro e segundo niveis de fortificacdo, dentre as
36 micotoxinas estudadas, 31 e 32, respectivamente, apresentaram RSD abaixo de
20%. J& no terceiro nivel o RSD obtido para todas as micotoxinas estudadas (exceto

nivalenol) foi inferior a 20%.
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Tabela 11 — Média dos percentuais de recuperacdo e RSD% dos extratos das

amostra de vinho tinto fortificados nos 3 niveis estudados (Concentracdes vide

Apéndice 3).
Niveis de fortificacédo
Micotoxinas 1° 2° 3°
Rec (%) RSD (%) Rec (%) RSD (%) Rec (%) RSD (%)

Aflatoxina B1 81 13,2 86 8,6 83 8,7
Aflatoxina B2 102 13,3 85 12 81 13,4
Aflatoxina G1 80 27,9 95 15,4 89 11,8
Aflatoxina G2 74 23,2 72 27,5 89 17,6
Ocratoxina A 100 18,8 98 12,7 91 11,8
Deoxinivalenol (DON) 92 15,4 88 16,2 95 7,4
Fumonisina B1 81 16,1 81 7,8 80 7,4
Fumonisina B2 82 6,8 81 8,8 82 8,4
Fumonisina B3 88 10,1 85 8,6 88 7,8
Nivalenol (NIV) n.q n.q n.q n.q n.q n.q
Diacetoxiscirpenol (DAS) 79 19,5 82 22,9 85 11,3
T2-Toxina 106 11,7 95 12,7 83 6,6
HT2-Toxina 83 17,8 88 10,5 84 9
3-Ac-DON 75 30,9 92 17 88 17,3
Zearalenona (ZEN) 88 10,8 90 11,3 90 9,2
15-Ac-DON 104 44,4 113 29,2 110 18,4
Acido Penicilico 93 4,5 92 8,5 90 8,8
Fusarenona-X 89 7,6 86 12,9 84 8,1
B- Zearalanol (B- ZAL) 86 5.2 87 6,8 88 9,2
a-Zearalanol (a-ZAL) 95 10,7 20 5,4 91 10,1
Citrinina 79 4,7 94 6,2 95 4,2
Zearalanona (ZAN) 90 10,3 96 17,7 83 9,6
?CCEAO)CiC'OpiaZé”iCO 70 17 80 16,9 88 9,6
Esterigmatocisteina 81 13 97 12,2 94 12,2
Roquefortina C 71 14,7 92 11,5 100 4.7
a-Zearalenol (a-ZEL) 920 10,3 96 17,7 84 9,6
Acido micofendlico 92 10,6 93 8,8 92 10,6
Altenariol 72 10,6 86 5,8 93 11,3
Altenariol Metilico 82 13,5 91 13,3 93 8,8
Ergotamina 78 6,5 82 7,6 82 6,2
Ergonovina 80 11,9 86 5,9 90 2,3
Ergocornina 94 14,2 87 13,1 92 9,5
Ergocriptina 94 10,4 89 9,1 87 7,3
Ergocristina 83 9,8 86 9,9 86 6,8
Ergosina 93 6,1 90 6,2 87 9,1
Mevilinona 90 10,4 89 7,8 89 5

*n.g. = ndo quantificado
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4.4.5 Aplicacdo do método desenvolvido e validado

O método desenvolvido e validado foi aplicado no monitoramento de 56
amostras de vinho adquiridos em supermercados da cidade de Amsterdam
(Holanda). Das 56 amostras avaliadas, nenhuma apresentou contaminagao com as
micotoxinas estudadas.

Com a aplicagdo do método pode-se observar que o0 mesmo € de facil e
rapida execucao.
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5 CONCLUSOES

O desenvolvimento e a validagdo de métodos analiticos com detectabilidade e
gue sejam confiaveis para determinacdo de contaminantes naturais em alimentos
sdo de grande importancia para a garantia da saude da populacdo pois, atravées
destes, garante-se a qualidade dos alimentos que chegam a mesa dos
consumidores de todo o0 mundo.

Neste trabalho foi desenvolvido e validado um novo método analitico
multirresidual, que envolveu o0 método QUEChERS modificado em seu procedimento
de preparo da amostra, para a determinacdo de 36 micotoxinas em amostras de
vinho tinto. A técnica analitica empregada foi a cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas, operada em modo de ionizacéo por
eletronebulizacéo positiva (UPLC- ESI-MS/MS).

Antes da validacdo do método analitico, observou-se a necessidade de uma
modificacdo do método escolhido para o procedimento de preparo da amostra,
justamente por se tratar de uma bebida alcodlica, o que acarretava erros no
procedimento. Dessa forma, todos 0s experimentos para a otimizacdo do
procedimento foram conduzidos de forma a minimizar os interferentes da matriz e
maximizar a extragdo dos analitos de interesse. Otimizados tais parametros e
obtidos os resultados de recuperacdo aceitdveis e com reprodutibilidade para
amostras com essa caracteristica, a validacdo do método pode ser realizada.

Aplicando-se o método QUEChERS modificado para extracdo das 36
micotoxinas verificou-se que 97% foram quantificadas nos extratos das amostras de
vinho tinto. Com relacdo aos valores de r? para as curvas analiticas preparadas em
solvente organico, 11% das micotoxinas estudadas apresentaram r*> = 0,99 e 78%
apresentaram r® entre 0,95 e 0,98. Para as curvas analiticas preparadas em extrato
da matriz, 80% das micotoxinas apresentaram r? entre 0,95 e 0,98.

Considerando o percentual do efeito matriz, 75% das micotoxinas estudadas
situaram-se entre +20% e -20%, ou seja, a matriz ndo exerce um efeito significativo
na determinagao desses compostos.

Os percentuais de recuperacao se apresentaram entre 70 e 120%, para 98%
das micotoxinas, em todos os niveis de concentracdo estudados, confirmando a
Otima exatiddo do método e sua eficiéncia no procedimento de extracdo. Em relacdo

ao RSD%, os resultados obtidos também foram excelentes. Nos primeiro, segundo e
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terceiro niveis de concentracdo estudados, 86%, 89% e 97% das micotoxinas,
respectivamente, apresentaram RSD inferior a 20%.

Apenas a micotoxina nivalenol ndo pode ser determinada satisfatoriamente
em nenhum dos niveis estudados pois ndo apresentou um pico cromatografico com
qualidade suficiente para sua detec¢do inequivoca e quantificacdo. Essa micotoxina
compde a familia dos tricotecenos e tem ocorréncia frequente em matrizes como
milho e trigo. Ndo ha relatos da contaminacdo de amostras de vinho tinto por
nivalenol na literatura consultada.

Todos os parametros avaliados durante a validacdo do método (linearidade,
curva analitica, seletividade, limites de deteccdo e de quantificacdo, e estudos de
exatidao e precisdo) apresentaram valores dentro dos limites, em concordancia aos
orgaos governamentais que regulamentam métodos para analise de contaminantes
(INMETRO, 2011).

Dessa forma, os objetivos tracados para este trabalho foram plenamente
alcancados. O método de analise desenvolvido e validado empregando UPLC-
MS/MS foi aplicado na determinacdo de micotoxinas em amostras reais de vinho
tinto e mostrou-se eficiente. O procedimento de extracdo € de facil e rapida

execucao.
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APENDICE 1 - Estrutura quimica, formula molecular e massa molecular de cada
uma das micotoxinas estudadas.

Formula Massa
Micotoxina Estrutura Molecular
Molecular
(@)
Aflatoxina B1 C17H120¢ 312,30
Aflatoxina B2 C17H1406 314,30
Aflatoxina G1 C17H1207 328,30
Aflatoxina G2 C17H1407 330,30
Ocratoxina A
(OTA) C,oH18CINOg 403,80
DeOxiNivalenol
(DON) C1s5H2006 296,32



http://en.wikipedia.org/wiki/File:(%E2%80%93)-Aflatoxin_B1_Structural_Formulae_V.1.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Ochratoxin_A.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Deoxynivalenol.png

DiAcetoxyScirpen

ol (DAS) C19H2607 366,40
3-Ac-DON C17H2507 338,40
H,C OH
0
H
H,C T o H
11l OH
15-Ac-DON C17H2,07 338,40
Nivalenol (NlV) C15H2007 312,30
H4C. H (o] ¥ ,-OH
) i = —0 (o}
Toxina T-2 i o1 e )Lcm C24H3409 466,52
J CHy
He” o
H.C CH,
Toxina HT-2 C22H3208 424,48
aH
Fusarenone X C17H220g 354,00
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NHy OH 00
Fumonisina B1 /R/\(\/\)\/K/J\(Y\/ CasHsoNOss | 721,80
OH OH Q. OO
:bxw
H
(8]
D\ /TT]:H
o N, o, o o
Fumonisina B2 | o~ e | CaHsoNO1s | 705,80
OH OH o\” \‘l;;;"m
HO (0]
g 12
HO (o] ?H
Fumonisina B3 NHC’“ C34H59NO14 708,83
o] (o]
HO o]
OH ]
Zearalenona e CrabosO 318.36
(ZEN) HO | 1811225 ’
@]
OMe OMe
Acido Penicilico N = e CgH1004 170,20
OHO (8] ©
8]
N o)
NH
Roquefortina C YNQ/[> Co2HasNsO2 | 389 46
N N 7
Acido
micofendlico C17H2006 320,30
Acido 13
Ciclopiazonico C20H20N203 336,40

(CPA)



http://www.iris-biotech.de/media/catalog/product/cache/2/image/9df78eab33525d08d6e5fb8d27136e95/L/S/LS-1167_169.jpg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/0b/Mycophenolicacid.svg

Esterigmatocistina C18H1206 324,28
Altenariol C14H1005 258,20
OH o]

Altenariol Metilico Ci5H1205 272,30

Zearalanona
(ZAN) C1gH2,05 318,36
Citrinina C13H1405 250,25
Ergotamina o = Ca3H3sNs05 581,66
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http://en.wikipedia.org/wiki/File:Sterigmatocystin.png
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/ee/Citrinin_structure.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/7f/Ergotamine-skeletal.svg
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9]
/grm: )
Ergosina N o = C30H37Ns05 547,64
T,
" Y
HM 'ill
Ergocristina C35H39N505 609,71
Ergonovina | H C19H23N30, 325,41
N\
HN
Ergocornina C31H39N505 561,67



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/a5/Ergocristine.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/c7/Ergonovine-skeletal.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/70/Ergocornine.svg

Ergocriptina

C32H41Ns505

575,70

Mevinolina

C24H3605

404,54
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http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/8f/Ergocryptine.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/50/Lovastatin.svg
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APENDICE 2 - Determinacéo da linearidade das curvas analiticas.

Volume final
Concentragdo da curva | Concentracdo da solugdo | Volume adicionado | Massa absoluta fortificada (volume do balso
- 1 . 1 - . volumétrico
analitica (ngg™) mistura (ng mL™) da solugao mistura na amostra (ng)
completo com
(HL)
metanol)
Grupo I|Grupo Il | Grupo Il | Grupo | | Grupo Il | Grupo I Grupo || Grupo Il | Grupo 111 {mL})
0,4 20 4 500 25000 5000 10 ] 250 50 25
0,8 40 8 500 25000 5000 20 10 500 100 25
2 100 20 500 25000 5000 20 10 500 100 10
4 200 40 500 25000 5000 40 20 1000 200 10
& 400 80 500 25000 5000 80 40 2000 400 10
20 1000 200 500 25000 5000 200 100 5000 1000 10
40 2000 400 500 25000 5000 400 200 10000 2000 10
Volume adicionado Volume Concentragdo das
Concentragdo das da solugdo preparada| adicionado de Volume antes micotoxinas antes da Fator do
micotoxinas (ng mL) em baldo acetonitrilaou [ do UPLC-MS/MS | injecdo no UPLC-MS/MS método®
volumétrico extrato da matriz (mL) (ng r‘nL'l}
(mL) adicionado (mL)
Grupo || Grupo Il | Grupo 1l Grupo || Grupo Il | Grupo 1l
0,2 10 2 0,5 0,5 1 0,1 5 1 a
0,4 20 a 0,5 0,5 1 0,2 10 2 a
1 50 10 0,5 0,5 1 0,5 25 5 a
2 100 20 0,5 0,5 1 1 50 10 4
4 200 40 0,5 0,5 1 2 100 20 4
10 500 100 0,5 0,5 1 5 250 50 4
20 1000 200 0,5 0,5 1 10 500 100 4

*Fator do método = Nivel de fortificagio / concentragio das micotoxinas no vial antes da injegio.



APENDICE 3 - Avaliagdo da exatiddo do método analitico.

*Fator do método = Nivel de fortificagio / concentrag8o das micotoxinas no vial antes da injecdo.

" o . Violume de
. e w Concentragao da solugdo Volume Massa absoluta fortificada . ) Volume do
Mivel de Fortificagao - . Quantidade agua
) mistura adicionado da na amostra . solvente de
(pg kg 1]. . ) da amostra | adicionado -
(ng mL™) solugao mistura (ng) extracao
(1) (g) a amostra (mL)
g (m)
Grupo | |Grupo Il |(Grupo Il |Grupo | [Grupo 1l |Grupo 11 Grupo | |Grupo Il [Grupo 1l
1 50 10 500 25000 5000 10 5 500 100 5 5 10
2,5 125 25 500 25000 5000 25 12,5 3125 625 5 5 10
10 500 100 500 25000 5000 100 50 50000 | 10000 5 5 10
w Volume Concentragdo das
Concentragdodas Volume da |Volume de - - :
micotoxinas ands extracio| aliquot tanol antes do micotoxinas antes da Fator d
aliqguota | metano N ator do
P g q . UPLC- injecdo no UPLC-MS/MS i
(ng mL'l} retirado |adicionado N método®
M5/ M5 (ng mL™)
(mL) {mL)
(L)
Grupo | |Grupo Il |Grupo 1 Grupo | |Grupo Il |Grupo 1
0,5 25 5 0,5 0,5 1 0,25 12,5 2,5 a
1,25 62,5 12,5 0,5 0,5 1 0,625 31,25 6,25 4
5 250 50 0,5 0,5 1 2,5 125 25 a
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