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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

DESENVOLVIMENTO E VALIDAC}NAO DE METODOLOGIA
ANALITICA PARA ADETERMINACAO DE MICOTOXINAS EM

VINHOS
AUTORA: FERNANDA POLETTO DAMBROS
ORIENTADORA: NEIDI GARCIA PENNA
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 05 de agosto de 2013.

Micotoxinas sdao metabolitos secundarios produzidos por fungos filamentosos que ocorrem
naturalmente em alimentos. As micotoxinas mais frequentemente encontradas em frutas e
seus produtos processados sdo alternariol (AOH), alternariol monometil éter (AME), citrinina
(CIT), ocratoxina A (OTA) e patulina (PAT). OTA € produzida por espécies de Aspergillus e
Penicillium e possui propriedades nefrotdxicas, carcinogénicas, mutagénicas e teratogénicas.
Muitas vezes, OTA esta presente nos alimentos em coocorréncia com outra micotoxina, a
CIT, que também possui propriedades nefrotoxicas e teratogénicas. PAT € produzida
principalmente por espécies de Penicillium e ocorre em uma grande variedade de frutas, como
maca, uva e ameixa. AOH e AME sdo produzidas pelo Alternaria alternata e possuem
propriedades carcinogénicas e genotdxicas. Juntamente com OTA, sdo as micotoxinas mais
frequentes em vinhos. Levando em consideracdo a importancia da fiscalizacdo de micotoxinas
em alimentos, bem como a regulamentagéo estabelecida pela ANVISA, desenvolveu-se duas
metodologias analiticas para detec¢do de cinco micotoxinas que podem estar presentes em
uvas e, consequentemente, em vinhos. A primeira metodologia foi desenvolvida e validada
para analise de PAT utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas sequencial (CLAE/MS/MS) com fonte de ionizacdo quimica a
pressdo atmosférica (APCI). Para a preparacdo das amostras anteriormente as analises,
passou-se por etapas de extracdo com acetato de etila e agitacdo em vortex, congelamento do
extrato por 24 horas, evaporacdo do solvente em banho-maria, ressuspensdo e diluicdo. O
limite de quantificagdo (LQ) obtido foi de 12 pg kg™ e a recuperacdo média do método foi de
89,4%. Atraves dessa metodologia, foram analisadas 105 amostras de vinhos comerciais,
nacionais e importados, e nenhuma delas apresentou contaminacdo com PAT. A segunda
metodologia foi desenvolvida e validada para analise simultanea de AOH, AME, CIT e OTA,
utilizando CLAE/MS/MS com fonte de ionizagdo por electrospray (ESI). Para preparagéo da
amostra para analise, apenas diluiu-se a mesma em solucdo de metanol e agua. Os LQs
obtidos foram de 1 ug kg™ para AOH, AME e OTA e de 20 pg kg™ para CIT. A recuperagéo
média do método foi de 92,5% para AOH, 96,1% para AME, 97,8% para CIT e 96,2% para
OTA. Ao analisar 111 amostras de vinhos, encontraram-se 81 contaminadas com AOH, 48
com AME, duas com OTA e nenhuma com CIT.

Palavras-chave: Vinho. Micotoxinas. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
Espectrometria de Massas.
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Mycotoxins are secondary metabolites produced by filamentous fungi that occur naturally in
foods. The mycotoxins most commonly found in fruits and their processed products are
alternariol (AOH), alternariol monometyl ether (AME), citrinin (CIT), ochratoxin (OTA) and
patulin (PAT). OTA is produced by Penicillium and Aspergillus species and have
nephrotoxic, mutagenic, teratogenic and carcinogenic. Often, OTA is present in foods in co-
occurrence with other mycotoxin, the citrinin, which also have nephrotoxic and teratogenic.
PAT is mainly produced by Penicillium species and occurs in a wide variety of fruits such as
apple, grape and plum. AOH and AME are produced by Alternaria alternata and have
genotoxic and carcinogenic properties. Along with OTA, mycotoxins are more common in
wines. Given the importance of surveillance of mycotoxins in foods, as soon as regulations
established by ANVISA, has developed two analytical methods for detection of five
mycotoxins that may be present in grapes and consequently in wine. The first method was
developed and validated for analysis of patulin using high performance liquid
chromatography coupled tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) with atmospheric
pressure chemical ionization (APCI). The sample preparation prior to analysis, it moved by
extraction with ethyl acetate and vortex, freezing the extract for 24 hours, solvent evaporation
in a water bath, resuspended and diluted. The limit of quantitation (LQ) obtained was 12 g
kg and the average recovery of the method was 89.4%. Through this methodology, we
analyzed 111 samples of wines and any sample no showed patulin contamination. The second
method was developed and validated for simultaneous analysis of AOH, AME, CIT and OTA
using HPLC-MS/MS with electrospray ionization (ESI). For preparing for analysis, the
sample was diluted with solution of methanol and water. The LQ obtained was 1 pg kg™ for
AOH, AME and OTA and 20 pg kg™ for CIT. The average recovery of the method was 92.5%
for AOH, 96.1% for AME, 97.8% for OTA and 96.2% for CIT. By analyzing 111 samples of
wine, found 81 contaminated with AOH, 48 with AME, 2 with OTA and no with CIT.

Keywords: Wine. Mycotoxins. High Performance Liquid Chromatography. Mass
Spectrometry.
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INTRODUCAO

Micotoxinas sdao metabolitos secundarios produzidos por fungos filamentosos que
ocorrem naturalmente em alimentos, como frutas e cereais. Elas representam um grupo de
diversas substancias produzidas por diferentes espécies micotoxicogénicas. Esses fungos
podem infectar culturas agricolas tanto durante o crescimento da planta, como durante a
colheita, armazenagem ou processamento dos alimentos.

A importancia do estudo das micotoxinas deve-se aos problemas gerados tanto a saide
publica quanto a economia. Entre as consequéncias da contaminacdo micotoxicologica de
alimentos e bebidas estdo as perdas diretas dos produtos agricolas, a reducdo do valor
nutricional dos produtos, as patologias animais, 0s danos a salude humana e o
comprometimento das relagdes comerciais entre paises.

As micotoxinas mais frequentemente encontradas em frutas e seus produtos
processados sdo as toxinas do Alternaria, dentre as quais, destacam-se alternariol (AOH) e
alternariol monometil éter (AME), a citrinina (CIT), a ocratoxina A (OTA) e a patulina
(PAT). Como essas micotoxinas sdo muito estaveis, mesmo quando submetidas a altas
temperaturas, e como podem difundir-se das partes podres para as partes saudaveis dos frutos,
a sua presenca, especialmente em produtos processados, € de grande probabilidade. Por isso, é
importante que se investigue a presenga desses contaminantes em vinhos.

Métodos analiticos tém sido desenvolvidos para a determinacdo de micotoxinas em
diferentes matrizes. Contudo, ndo ha métodos analiticos para a determinacdo simultanea de
tais micotoxinas em vinhos. Pensando na importancia da fiscalizacdo de micotoxinas em
alimentos, bem como na regulamentacdo estabelecida pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) quanto a presenca de ocratoxina A em vinhos, desenvolveram-se duas
metodologias analiticas para detec¢do de cinco micotoxinas que podem estar presentes em
uvas e, consequentemente, em vinhos: AOH, AME, CIT, OTA e PAT. Para isto, foi utilizada
a tecnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
sequencial (CLAE/MS/MS).



1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Micotoxinas

Micotoxinas sdo substancias toxicas resultantes do metabolismo secundario de
diversas linhagens de fungos filamentosos. Sdo de ocorréncia universal, porém predominam
em climas tropicais e subtropicais, nos quais o desenvolvimento fungico é favorecido pelas
condic¢des ambientais (MALLMANN & DILKIN, 2007).

Os fungos micotoxigénicos sdo contaminantes de alimentos destinados ao consumo
humano e animal. Diversos fatores, como umidade e temperatura ambiental, teor de umidade
e atividade de agua do substrato, favorecem o crescimento fungico e a consequente producao
de micotoxinas em produtos alimenticios (MALLMANN & DILKIN, 2007).

Os alimentos mais afetados sdo amendoim, café, frutas secas, macas, milho, nozes,
trigo, entre outros. Algumas micotoxinas também podem ser encontradas em cervejas e
vinhos, devido a utilizacdo de cevada e uvas contaminadas na producdo dessas bebidas
(TURNER et al., 2009). Como a maioria sdo substancias muito estaveis e capazes de suportar
até altas temperaturas, geralmente ndo sofrem degradacdo durante o processamento dos
alimentos, permanecendo intactas no produto final (BULLERMAN & BIANCHINI, 2007).

Quando presentes em alimentos, as micotoxinas podem ser patogénicas e causar
graves danos a saude dos consumidores devido as suas propriedades toxicas. Entre os efeitos
deletérios mais preocupantes estdo 0s carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos e
imunossupressores. Entretanto, o potencial micotoxigénico depende da substancia
contaminante, das espécies de fungos produtores, da composicdo da matriz e de fatores
ambientais, como temperatura e umidade (CRUZ et al., 2010).

Regulamentos sobre micotoxinas foram estabelecidos em muitos paises, a fim de
proteger o consumidor contra os efeitos nocivos desses contaminantes de alimentos. Muitos
paises tém legislacdo especifica e limites maximos permitidos em frutas e subprodutos. A
maioria das micotoxinas com limite maximo estabelecido sdo produzidas por fungos dos
genéros Aspergillus, Penicillium e Fusarium, sendo que ndo h& nenhum pais que estabeleca
limites maximos para as produzidas por espécies do género Alternaria (BARKAI-GOLAN &
PASTER, 2008). Dentre as principais micotoxinas contaminantes de frutas, destacam-se as



13

toxinas do Alternaria, alternariol (AOH) e alternariol monometil éter (AME), a citrinina
(CIT), a ocratoxina A (OTA) e a patulina (PAT), cujas formulas estruturais estdo demostradas

na figura 1.

AOH AME CIT
QL _soo o
CH;-_S\ 9 OH O
2 F"NH-C =
(@] @ O
. P
“CHg3 O
Cl
OTA PAT

Figura 1 — Formulas estruturais referentes as micotoxinas alternariol (AOH), alternariol
monometil éter (AME), citrinina (CIT), ocratoxina A (OTA) e patulina (PAT).

1.2 Alternariol e alternariol monometil éter

Fungos do genéro Alternaria séo parasitas de plantas e podem causar a deterioracdo de
frutas e verduras. Também sdo contaminantes de grdos, como aveia, cevada, trigo e sorgo.
Alternaria alternata é a espécie mais comum em commodities agricolas, porém outras
espéecies tambem podem ser produtoras de micotoxinas em alimentos, como A. citri, A.
solanie e A. longipes (LAU et al., 2003).

O fungo Alternaria alternata produz as micotoxinas AOH e AME, que foram isoladas

pela primeira vez em 1953 (SCOTT, 2001). Essas micotoxinas, chamadas de toxinas do
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Alternaria, podem estar presentes em uma grande variedade de alimentos, podendo causar
danos a salde humana. Em um estudo cientifico, Scott (2004) evidenciou propriedades
cancerigenas das toxinas do Alternaria em ratos tratados com AOH e AME. Também foram
identificados efeitos mutagénicos de AOH e AME em células microbianas de animais (POSE
et al., 2010). Lehmann e colaboradores (2006) escreveram sobre o potencial estrogénico de
AOH, seus efeitos inibitorios sobre a proliferacdo celular e seu efeito genotdxico em culturas
de células de mamiferos. Contudo, a maior preocupacdo para a saude humana é a associacao
encontrada entre a contaminacdo em graos de cereais por A. alternata e os altos niveis de
cancer de esofago na China (LIU et al., 1991).

AOH e AME podem ser encontradas em diversas frutas e verduras, como amoras,
azeitonas, laranjas, macas, meldes, tangerinas e tomates (DRUSCH & RAGAB, 2003;
SCOTT et al., 2001). Também podem estar presentes em subprodutos de frutas, como suco de
maca e suco de uva, em niveis consideraveis (LAU et al., 2003). Em estudo sobre fungos e
micotoxinas em uvas e vinhos, Serra e colaboradores (2005) encontraram fungos Alternaria
em 24% das amostras analisadas, apresentando-se como o segundo género de maior
ocorréncia nesses alimentos.

A presenca das toxinas do Alternaria tem sido muito relatada em vinhos,
principalmente em vinhos tintos. Scott e colaboradores (2006) encontraram AOH em 83% dos
vinhos tintos analisados, em niveis de 0,27 a 19,4 pg L™ e AME em baixas concentracdes.
Quanto a vinhos brancos, apenas 13% das amostras estavam contaminadas, sendo que as
concentracdes de AOH e AME eram menores que 1,5 ug L™

A determinacédo das toxinas do Alternaria pode ser realizada através de cromatografia
em camada delgada (CCD), cromatografia gasosa (CG) ou cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) com deteccdo por ultravioleta (UV). Detectores de fluorescéncia (FLD)
também tém sido utilizados, porém a detec¢do por espectrometro de massas (MS), por ser
mais sensivel e mais eficiente na analise de tracos, € a melhor técnica para analise de AOH e
AME (CRUZ et al., 2010).

1.3 Citrinina

Citrinina (CIT) foi isolada pela primeira vez a partir de fungos Penicillium citrinum

em 1931, por Hetherington & Raistrick (1931). Mais tarde, também foi isolada de outras
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espécies contaminantes de grdos, como Aspergillus ochraceus, Penicillium verrucosum
(GUPTA, 2007) e Monascus sp (LI et al., 2003). Em 1951, CIT foi encontrada em gréos de
arroz amarelo exportados da Tailandia para o Japdo que estavam contaminados com P.
citrinum (GUPTA, 2007).

CIT produz efeitos teratogénicos em ratos e causa danos de desenvolvimento precoce
em camundongos (CHAN, 2007; SINGH et al., 2007). Também é responsavel por efeitos
hepato-nefrotoxicos em uma variedade de espécies. Estudos in vitro demonstraram que essa
micotoxina produz multiplos efeitos na funcdo das mitocondrias dos rins e na sintese de
macromoléculas, o que resulta em morte celular. Outros efeitos toxicos incluem
vasodilatacdo, constricdo dos brénquios e aumento do tdnus muscular. No entanto, o
mecanismo de toxicidade da CIT ndo foi bem elucidado até agora (GUPTA, 2007).

Como ndo ha evidéncias de carcinogenicidade causada por CIT, a Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre Céancer (IARC) classificou-a no grupo 3, concluindo que ha
pouca evidéncia de sua toxicidade em experimentos realizados em animais e ndo ha
evidéncias em humanos (IARC, 2006). Um fato importante sobre sua toxicidade € a
coocorréncia frequente com ocratoxina A (OTA), outra nefrotoxina, em diversos géneros
alimenticios, onde atuam sinergicamente, potencializando seus efeitos toxicos (XU et al.,
2006).

ContaminacBes com CIT foram relatadas em uma série de commodities agricolas,
alimentos e ingredientes, como também em fluidos bioldgicos. Ela pode estar presente em
uma variedade de grdos e cereais, como amendoim, arroz, aveia, cevada, milho e trigo e
também ocorre em frutas e seus produtos derivados. Sabe-se que CIT produzida por P.
expansum é contaminante de sucos de maca e, em menor quantidade, de sucos de uva
(VINAS et al., 1993). Ha poucos dados na literatura sobre os niveis de contaminacéo por CIT
em frutas e seus produtos processados. No entanto, os limites existentes relacionados a dados
analiticos foram baseados em diversos métodos analiticos com diferentes sensibilidades e
precisdo. Assim, é dificil estabelecer limites maximos aceitaveis de CIT. Atualmente, ndo ha
legislacdo especifica sobre seus niveis maximos permitidos em alimentos. A principal razéo é
a falta de métodos analiticos de rotina (XU et al., 2006) e sua instabilidade nos géneros
alimenticios (FLAJS et al., 2009).

Os metodos mais utilizados para determinar citrinina qualitativamente e
quantitativamente sdo CCD, CLAE com deteccdo por UV ou por FLD e ensaios
imunoenzimaticos. Recentemente, técnicas CLAE/MS e CG/MS tornaram-se também

disponiveis para a determinacao dessa micotoxina (AREVALO et al., 2011).
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1.4 Ocratoxina A

Ocratoxinas sdo um grupo de micotoxinas produzidas por algumas espécies de
Aspergillus e Penicillium. A OTA foi descrita pela primeira vez na Africa do Sul como um
metabdlito secundario produzido por uma cepa do fungo Aspergillus ochraceus (VAN DER
MERWE et al., 1965). Outras espécies também sdo produtoras de OTA, principalmente A.
carbonarius e P. verrucosum. Esses fungos podem infectar plantas e produtos vegetais, como
cereais (aveia, cevada, milho e trigo), amendoim, café, cacau, especiarias, frutas secas e uvas
(JORNET et al., 2000). Consequentemente, a contaminacdo por OTA pode ocorrer também
em seus produtos derivados, tais como cerveja, paes, vinho e outros.

Inquéritos sobre a presenca de OTA em vinhos foram realizados em todo o mundo
(BATTILANI et al., 2006). A proporg¢do de vinhos em que essa micotoxina j& foi detectada é
muito elevada (acima de 50%) em alguns paises (especialmente na bacia do Mediterraneo),
embora apenas alguns vinhos apresentem concentracdes excedentes ao limite méaximo
estabelecido pela Unido Europeia (2,0 ng mL™) (MATEO et al., 2007). Geralmente, vinhos
tintos apresentam maior contaminagdo do que vinhos brancos ou rosés (BATTILANI et al.,
2006), provavelmente por permanecerem por um longo periodo em contato com as cascas das
uvas durante a sua producdo. Em um estudo com vinhos brancos feitos no Rio Grande do Sul,
ndo houve deteccdo de OTA em nenhuma das amostras analisadas, mesmo naquelas
produzidas a partir de uvas de baixa qualidade (SIMON, 2006).

A presenca de OTA nos vinhos deve-se, principalmente, ao crescimento de A.
carbonarius em uvas. Area geografica, condicBes meteoroldgicas, feridas de bagas causadas
por insetos e suscetibilidade do cultivar sdo considerados os principais fatores que promovem
a invasdo de bagas por A. carbonarius (COZZI et al., 2006; VISCONTI et al., 2008). Em
geral, as pesquisas indicam que os niveis de OTA dependem da regido em que o vinho foi
produzido. Vinhos produzidos em regides de baixas latitudes (climas mais quentes),
geralmente tém maior incidéncia e concentragcdes da toxina do que os produzidos em regies
de altas latitudes (climas mais frios) (CRUZ et al., 2010).

Quando presente em alimentos e bebidas, OTA pode causar danos nefrotdxicos,
genotdxicos, hepatotoxicos, imunotdxicos e teratogénicos em diversas espécies. Efeitos
carcinogénicos em ratos e camundongos também foram relatados (CASTEGNARO et al.,
1998; PFOHL-LESZKOWICZ et al., 1998). Além disso, OTA tem sido associada a

Nefropatia Endémica dos Balcds e ao desenvolvimento de tumores no trato urinario de
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humanos (NIKOLOQV et al., 1996; RADIC et al., 1997). Por essas razdes, a IARC classificou
a OTA como um possivel agente cancerigeno para seres humanos (grupo 2B) (IARC, 2006).

Cromatografia liquida acoplada a detector FLD, precedida por clean-up com colunas
de imunoafinidade, é, geralmente, 0 método mais aplicado para determinacdo de OTA em
vinho. Ensaios imunoenzimaticos (ELISA) também sdo usados, porém, problemas
decorrentes da complexidade da matriz podem resultar em dados ndo confiaveis. Este
problema pode ser superado pelo emprego de CLAE acoplada a espectrometria de massas
(BACALONI et al., 2005).

1.5 Patulina

A patulina (PAT) é uma micotoxina produzida por fungos dos géneros Penicillium e
Aspergillus, que podem estar presentes em frutas e outros produtos de origem vegetal,
particularmente, macas e derivados (PIEMONTESE et al., 2005). Alguns autores relataram a
capacidade de producdo de patulina por cepas do género Penicillium isoladas de uvas
(HARWIG et al., 1978; SOMMER et al., 1974), o que possibilita a contaminacdo de seus
produtos derivados, como sucos e vinhos. Em um estudo realizado na Austria, 50,6% das
amostras de mosto de uva analisadas estavam contaminadas com PAT, apresentando
concentracdes de até 750 pg L™* (MAJERUS et al., 2008).

Na década de 1940, essa toxina foi isolada e qualificada como um antibidtico, porem,
estudos posteriores apontaram que a PAT néo apresentava toxicidade somente para fungos e
bactérias, mas também para plantas superiores e animais (NUNES, 2008). Alguns estudos
informaram que varios Orgdos ou sistemas, incluindo figado, intestino, rins e sistema
imunologico foram afetados pela administracdo de PAT em determinados animais
experimentais (LIU et al., 2003; LIU et al., 2007). Sabe-se que 0s sintomas agudos de
consumo de alimento contaminado com essa micotoxina podem incluir agitacdo, convulsdes,
edema, inflamagdo intestinal, ulceragdo e vOmitos. Os efeitos cronicos incluem
embriotoxicidade, genotoxicidade, imunotoxicidade e neurotoxicidade (ZAIED et al., 2013).
No entanto, a IARC (2006) concluiu que ndo ha provas suficientes de carcinogenecidade em
humanos e animais, classificando a PAT no grupo 3.

Em funcdo das evidéncias continuas dos efeitos negativos da patulina, muitas agéncias

reguladoras estabeleceram limites para a sua concentracdo em alimentos. Na Uni&o Europeia,
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o limite permitido ¢ de 50 pug L™. No Brasil, foi estabelecido pela ANVISA, o limite maximo
de 50 pg kg™ em suco de maca (BRASIL, 2011). Com relagdo a incidéncia de PAT em frutas,
a Food and Drug Administration (FDA), reserva especial atencdo a macas e seus derivados
ndo fermentados em funcédo da frequéncia com que é detectada (USFDA, 2004). Porém, cepas
produtoras tém sido isoladas de uma série de vegetais e frutas, incluindo ameixas, cerejas,
damascos, peras, péssego e uvas (LUGAUSKAS et al., 2005). Embora sua presenca esteja
mais comumente associada a macas, estudos devem continuar a investigar e monitorar outras
variedades de frutas e produtos vegetais para garantir que medidas de controle de PAT sejam
aplicadas a todos os produtos que possam ser contaminados com essa toxina (MOAKE et al.,
2005).

Os primeiros métodos para a determinacdo de PAT em suco de maca utilizavam CCD,
porém, esses métodos tém sido substituidos por técnicas de CLAE/UV. No entanto, essa
técnica possui a probabilidade de interferéncia com a substancia hidroximetilfurfural, o que
prejudica a eficicia da analise. Por isso, a quantificacdo de PAT é mais eficiente através da
técnica de espectrometria de massas, que, por apresentar maior seletividade e sensibilidade
guando comparada a deteccdo por UV, permite andlise de tracos mais confidvel e precisa,

além de dispensar etapas de clean-up e de concentracdo prévia da amostra (NUNES, 2008).

1.6 Métodos empregados para andlise de micotoxinas em frutas e subprodutos

O fato de que a maioria das micotoxinas sdo toxicas em concentracfes muito baixas,
torna necessario dispor de métodos sensiveis e confiaveis para a sua deteccdo (CRUZ et al.,
2010). Diferentes métodos de analise foram aplicados a determinacdo de micotoxinas, devido
as suas estruturas variadas. Esses incluem cromatografia liquida com detec¢do por UV ou
FLD, que sdo amplamente utilizados em pesquisa e para a aplicacdo das legislacbes de
seguranga alimentar e regulamentos do comércio agricola internacional. Outros métodos
cromatogréaficos, como CCD e CG, também sdo empregados para a determinagdo de
micotoxinas, enquanto que 0S recentes avangos na instrumentacgéo analitica tém destacado o
potencial da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas sequencial (CLAE/MS/MS) (NUNES, 2008).

Métodos cromatograficos convencionais geralmente sdo caros e demorados, portanto,

uma gama de metodos, a maioria baseada em principios imunologicos, foram desenvolvidos e
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comercializados para analise rapida. Estes métodos incluem, entre outros, fluorimetria direta,
polarizagdo de fluorescéncia e biossensores. Métodos de ELISA diretos e indiretos tém sido
desenvolvidos para anélise de OTA e PAT em vinhos e outros alimentos (CIGIC & PROSEN,
2009; TURNER et al., 2009).

Como diferentes micotoxinas podem estar presentes na mesma matriz, métodos
analiticos para a determinacgdo simultanea de diferentes micotoxinas tém sido desenvolvidos
recentemente. Monbaliu e colaboradores (2009) desenvolveram um metodo multi-toxinas por
CLAE/MS para a determinacdo de micotoxinas produzidas por Fusarium, aflatoxinas, OTA e
toxinas do Alternaria em pimentéo, totalizando 23 micotoxinas analisadas simultaneamente
na amostra. No entanto, sdo raros os métodos disponiveis para a determinagdo simultanea de

micotoxinas em frutas ou em produtos de frutas através da técnica de CLAE/MS/MS.

1.7 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas é uma técnica de deteccdo e quantificacdo de compostos
de alta tecnologia, através do espectrdbmetro de massas. O espectrdbmetro de massas é
composto basicamente por trés unidades fundamentais: uma fonte de ions, um analisador ou
filtro de massas e um sistema de deteccdo. A fonte de ions tem a finalidade de gerar os ions a
serem analisados na fase gasosa a partir das amostras de interesse. O analisador de massas
emprega combinagfes entre campos elétricos e magnéticos para separar 0s ions gerados na
fonte de ionizacdo de acordo com as suas razdes massa/carga (m/z). O detector tem a
finalidade de quantificar os ions provenientes do analisador de massas e converté-los em
sinais eletrénicos (MARTINS JUNIOR, 2005).

Espectrometria de massas sequencial envolve a geragdo de ions produtos, formados a
partir da fragmentacdo de um ion precursor, previamente selecionado, apds este sofrer
aplicacdo de uma energia de colisdo. O processo de fragmentacdo de um ion de m/z especifica
requer o isolamento deste ion e dos ions produtos, realizado por quadrupolos analisadores de
massas. Um sistema triploquadrupolo € composto por trés analisadores quadrupolos dispostos
em seérie. O primeiro (Q1) seleciona a relacdo m/z referente ao ion precursor. O segundo (Q2)
funciona como uma cela de colisdo, onde o ion precursor é fragmentado em ions produtos. O
terceiro (Q3) seleciona as relagdes m/z dos ions produtos de interesse. O quadrupolo QO néo

atua como filtro de massas e possui como Unica funcdo a focalizagdo dos ions provenientes da
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fonte de ionizacdo para o primeiro analisador de massas (MARTINS JUNIOR, 2005). A

figura 2 apresenta um esquema representativo de espectrometria de massas sequencial.

Espectrometro de massas triploquadrupolo

Fonte de Detector
1011Zagao Q1 Q2 Q3 —— O
QO
Tonizagao Selecao de Selegao de Deteccgao
Amostra APCI -'@' m/z do ion nvz dos ions dosions
ouESI precursor produtos produtos

Energia de coliséio
o~

Figura 2 — Esquema representativo de espectrometria de massas sequencial.

1.7.1 lonizagdo de compostos

Espectrdmetros de massas necessitam que as moléculas sejam ionizadas para serem
selecionadas e identificadas de acordo com sua relacdo massa/carga (m/z). As técnicas de
ionizacdo permitem a producdo de ions a partir de compostos de alta massa molecular e ndo
volateis, que sdo mecanicamente ou eletrostaticamente selecionados e separados das
moléculas neutras (FERREIRA, 2009).

A ionizacdo pode ser feita em modo positivo ou negativo. Para a ionizacdo em modo
positivo, ocorre o fornecimento de elétrons para a molécula neutra, enquanto que no modo

negativo os elétrons sdo retirados da molécula.

1.7.1.1 lonizag&o por Electrospray (ESI)

ESI é uma técnica de ionizacdo em que uma pequena quantidade de energia é
transferida para as mdleculas da substancia a ser analisada, permitindo a geracdo de espécies

carregadas do analito com pequena ou nenhuma fragmentacdo da molécula ionizada
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(MARTINS JUNIOR, 2005). Essa técnica ocorre a pressio atmosférica, quando a fase movel
passa por uma camara com fluxo de gas aquecido por um capilar, no qual é aplicada uma
diferenca de potencial elétrico, a fim de formar um campo eletrostatico. O campo elétrico
criado induz o acumulo de carga na superficie do liquido no final do capilar, formando
goticulas carregadas. O gas aquecido auxilia na evaporacdo do solvente, que evapora da
goticula carregada, tornando-a instavel pelo acimulo de carga. Quando o acumulo de carga
torna-se maior que a tensdo superficial da gota, ocorre um fenémeno chamado explosdo de
Coulomb, que faz com que a molécula do analito retenha a carga da goticula de solvente e
torne-se um ion (OLIVEIRA, 2010).

1.7.1.2 lonizagédo quimica a pressdo atmosférica (APCI)

APCI é uma técnica de ionizacdo que utiliza reacBes ion-molécula em fase gasosa sob
pressdo atmosférica. Nessa técnica, a solucdo contendo o analito € inserida em um
nebulizador, onde é convertida em uma névoa fina por um jato de nitrogénio em alta
velocidade. As goticulas formadas sdo deslocadas pelo fluxo de gés para um tubo de quartzo
aquecido, denominado camara de dessolvatacdo. O calor transferido para as gotas
pulverizadas permite a vaporizacao da fase mdvel e do analito. O gas aquecido e as moléculas
do analito vaporizadas deixam a camara e sdo direcionadas para a regido onde ocorre uma
descarga elétrica, a descarga corona. Ao evaporar, a fase mével atua como gas ionizante e
produz ions reagentes a partir do contato com o solvente nebulizado com a descarga. A
descarga corona causa a formacéo de ions primarios, que colidem com moléculas de solvente
vaporizadas, formando os ions secundarios reativos, os quais serdo detectados (PRAKASH et
al., 2007).

1.8 Validacgéao

Para garantir que um novo meétodo analitico gere informacgBes confidveis e
interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliacdo denominada validacdo. A

validacdo de um método € um processo continuo que comega no planejamento da estratégia
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analitica e continua ao longo de todo o seu desenvolvimento. Os parametros analiticos
normalmente encontrados para validacdo de métodos de separacdo sdo linearidade
seletividade, precisdo, limite de deteccdo, limite de quantificacdo e robustez (RIBANI et al.,
2004).

O parametro linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais & concentracdo da substancia em exame, dentro de uma
determinada faixa de aplicacdo. A seletividade de um método de separagéo € a capacidade de
avaliar, de forma inequivoca, as substancias em exame na presenca de componentes que
podem interferir sua determinagdo em uma amostra complexa (INMETRO, 2011).

A preciséo representa a dispersao de resultados entre ensaios independentes, repetidos
de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condic¢des definidas, e engloba
os estudos de repetitividade e precisdo intermediaria. A repetitividade representa a
concordancia entre os resultados de medicGes sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob
as mesmas condi¢cdes de medi¢do: mesmos procedimento, analista, instrumento, local e
repeticdes em um curto intervalo de tempo. A precisdo intermediaria indica o efeito das
variacdes dentro do laboratdrio devido a eventos como diferentes dias ou diferentes analistas
ou diferentes equipamentos ou uma combinacéo destes fatores (RIBANI et al., 2004).

O parametro limite de deteccdo (LD) representa a menor concentragdo da substancia
em exame que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada. O parametro limite
de quantificacdo (LQ) representa a menor concentracdo da substancia em exame que pode ser
medida (RIBANI et al., 2004).

Por fim, a robustez de um método mede a sensibilidade que este apresenta frente a
pequenas variagdes. Diz-se que um método € robusto quando ele ndo é afetado por uma

modificacdo pequena e deliberada em seus parametros (INMETRO, 2011).

1.9 Legislagéo brasileira

Em 18 de fevereiro de 2011, foi aprovada a resolucdo que estabelece os limites
maximos toleraveis (LMTs) de micotoxinas em alimentos. Para OTA, o LMT em polpa de
uva, suco de uva, vinho e seus derivados é de 2 pg kg™. Para PAT, foi estabelecido LMT
apenas em polpa e suco de maca (50 pg kg™). Para citrinina e toxinas do Alternaria, néo foi

estabelecido nenhum limite maximo toleravel (BRASIL, 2011).
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Development and validation of a methodology for analysis of patulin in wine by high

performance liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry

ABSTRACT

Patulin is a mycotoxin produced mainly by the fungus Penicillium expansum. When present
in fruits and derived products, may cause harmful effects to the health of the consumer. In this
study was developed an analytical method using high performance liquid chromatography
coupled to tandem mass spectrometry for the determination of patulin in wines. The
recoveries were found between 76.7 and 89.4%. The limits of detection and quantification
instruments were obtained at 1 and 3 pg kg™. The limit of quantification of the method was 12
ug kg?. The method was validated e used to analyze 105 samples of commercial wines,

domestic and imported. However, any had patulin contamination.

Keywords: Patulin. Wine. HPLC/MS/MS.



26
INTRODUCAO

A patulina € uma micotoxina produzida principalmente pelo fungo Penicillium
expansum?, além de outras espécies dos géneros Penicillium, Aspergillus e Byssochlamys® que
podem estar presentes em frutas e outros produtos de origem vegetal.® A maior fonte de
contaminacdo por patulina sdo as macéas e sucos de maca, no entanto, cepas produtoras dessa
micotoxina tém sido isoladas de uma série de outras frutas, incluindo ameixas, cerejas,
damascos, peras, péssego e uvas,* bem como produtos derivados dessas frutas.’

Sabe-se que os sintomas agudos decorrentes do consumo de alimento contaminado
com patulina podem incluir agitacdo, convulsbes, edema, ulceracdo, inflamacao intestinal e
vomitos. Os efeitos cronicos incluem embriotoxicidade, genotoxicidade, imunotoxicidade e
neurotoxicidade.® No entanto, a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer concluiu que
ndo ha provas suficientes de carcinogenecidade em humanos e animais, classificando a
patulina no grupo 3.’

Em funcdo das evidéncias continuas dos efeitos negativos da patulina, muitas agéncias
reguladoras estabeleceram limites para a sua concentracdo em alimentos. Na Uni&o Europeia,
o limite permitido ¢ de 50 pug L% No Brasil, foi estabelecido pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o limite maximo toleravel (LMT) de 50 pg kg™ em suco de
mac4, mas nenhum limite para suco de uva ou vinho.’

Existem diversos métodos propostos para a detec¢do de patulina, incluindo analise por
cromatografia em camada delgada (CCD),'® cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
acoplada a detector ultravioleta (UV)** e cromatografia gasosa (CG) com espectrometria de
massas (MS).”> Os métodos de CLAE e CG apresentam limites de deteccdo satisfatorios,
porém, para analises de matrizes complexas, como sucos de frutas e vinhos, ha a possibilidade
de interferentes*® e a necessidade de derivacdo no processo de preparo de amostra.* A

cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE/MS/MS)
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é considerada a técnica analitica mais avancada para a identificacdo e a quantificacdo na
analise de micotoxinas. Embora a presenca da patulina esteja mais comumente associada a
macas e seus derivados, estudos devem continuar a investigar e monitorar outras variedades
de frutas e seus derivados para garantir que medidas de controle de patulina sejam aplicadas a
todos os produtos que possam ser contaminados com essa toxina.*> Assim, o objetivo desse
trabalho foi desenvolver e validar um método analitico para a determinacdo de patulina em

vinhos através da técnica de CLAE/MS/MS.

PARTE EXPERIMENTAL

Reagentes e solventes
Os reagentes e solventes utilizados foram acetonitrila, acetato de etila, acetato de
amonio, acido formico e metanol da J.T.Baker (EUA). A agua utilizada no preparo das

solugdes foi purificada através do sistema Milli-Q Gradient A10 da Millipore (EUA).

Padroes

O padrdo de patulina utilizado foi proveniente da Sigma-Aldrich (Alemanha). A partir
do padrdo liofilizado, foi preparada uma soluc&o estoque de 100 pg mL™ em acetonitrila. A
solucdo estoque foi utilizada na preparacdo dos padrdes intermediérios para o preparo da

curva de calibracéo e fortificagdo de amostras.

Fortificacdo da amostra “branco”
Para validagdo da metodologia, obteve-se uma amostra de vinho tinto ndo

contaminada naturalmente por patulina (amostra ‘“branco”). A amostra “branco” foi
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fortificada a partir da solucdo padrdo de 1000 pg kg™, em trés niveis de concentracdo

diferentes: 25, 50 e 75 pg kg™

Amostras de vinho para analise de patulina
Foram coletadas 95 amostras de vinhos tintos e 10 amostras de vinhos brancos
comerciais, nacionais e importados, no periodo de maio a novembro de 2012, totalizando em

105 amostras. As amostras foram mantidas sob refrigeracédo até a realizacdo das analises.

Extracdo de patulina

Para extracdo de patulina, adicionou-se 20 mL de acetato de etila em 1 mL de amostra
de vinho e agitou-se a mistura em multi-vortex por 10 minutos. Logo, o extrato foi
centrifugado a 4000 rpm, durante 5 minutos e armazenado em freezer, a temperatura de 18 °C
negativos, durante 24 horas. Apds esse periodo, coletou-se uma aliquota de 10 mL da fase
superior do extrato, a qual foi submetida a secagem em banho-maria, a temperatura maxima
de 39 °C, sob fluxo de nitrogénio, até total evaporacdo do solvente. O extrato seco foi
ressuspendido em vortex, durante 1 minuto, com 200 pL de acetonitrila. A amostra
ressuspendida foi diluida na proporcao de 1:10 em vial com solucdo de metanol:agua (1:1,

V:V) e submetida a analise.

Condigdes cromatogréficas

O equipamento utilizado para a analise cromatogréafica foi um cromatografo liquido de
alta eficiéncia modelo 1200 da Agilent Technologies (EUA), equipado com desgaseificador,
bomba binéaria, amostrador automatico e forno da coluna.

A coluna utilizada foi uma Eclipse XDB-Cig, 150 x 4,6 mm, 5 um, marca Agilent

Technologies. A fase movel foi composta por uma solucéo aquosa de agua:acetato de aménio
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(fase movel A) e uma solucdo organica de metanol:dgua:acetato de amonio (fase movel B). A
eluicdo da fase mével foi realizada por gradiente com vazdo de 1000 pL min™, conforme a

tabela 1. O volume de injec¢éo foi de 20 pL e a temperatura do forno da coluna foi de 40 °C.

Espectrometria de massas

O espectrometro de massas utilizado foi da marca Applied Biosystems, modelo API
4000 QTrap. Duas fontes de ionizacao foram testadas para analise de patulina: ionizacéo por
electrospray (ESI) e ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (APCI), ambas em modo
positivo e modo negativo. Para facilitar a ionizacdo do composto, foram testadas duas
solucdes com diferentes aditivos para a diluicdo do padrdo de patulina: uma contendo acetato
de amdnio e outra contendo acido formico. A fim de definir a melhor forma para a ionizacao
da molécula de patulina, realizou-se uma varredura completa na faixa de 100 a 200 m/z e o
monitoramento do ion formado (m/z=155 em modo positivo e m/z=153 em modo negativo),
variando-se a fonte de ionizagdo, 0 modo de ionizagéo e o aditivo na solugéo padréo.

Apos definidos a fonte e 0 modo de ionizagdo, os parametros de massas referentes ao
analito (declustering potential (DP), collision energy (CE), collision cell exit potential (CXP)
e entrance potential (EP)) foram otimizados, infundindo-se solucdo padréo de patulina de 200
ng L™ diretamente no espectrometro de massas, com vazdo de 10 pL min™. Os parametros
dependentes da fonte de ionizagéo (collision gas (CAD), curtain gas (CUR), ion source gas 1
(GS1), nebulizer current (NC) e temperature (TEM)) foram otimizados através de analise por

injecdo em fluxo (FIA), utilizando um padréo de patulina de 10 pg L™.

Validacao do metodo analitico
O método foi validado conforme as recomendacbes do Instituto Nacional de

Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO).*® Os parametros avaliados
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foram linearidade, seletividade, repetitividade e precisdo intermedidria, recuperacéo, limite de
deteccdo, limite de quantificacdo e robustez.

Para validacdo do método, obteve-se uma amostra de vinho ndo contaminado
naturalmente com patulina. A partir dessa amostra, foram feitas fortificacbes com padréo de
patulina em trés niveis de concentracdo, com sete replicatas de cada nivel. As amostras
fortificadas foram extraidas e analisadas conforme a metodologia desenvolvida e o

procedimento foi repetido em trés dias diferentes, por trés diferentes analistas.

Parametros avaliados para a validacdo do método analitico

A faixa de trabalho (curva de calibracdo) foi definida a partir da injecdo de padrbes
preparados em ordem crescente de concentracdo, a partir do limite de quantificacdo
encontrado. A linearidade foi determinada a partir da equacdo da reta e do coeficiente de
correlacdo (r), obtidos através do Software Analist, utilizado para a quantificacdo do analito
em estudo.

A seletividade foi verificada através da comparagdo entre os cromatogramas obtidos a
partir da andlise da amostra “branco” (ndo contaminada com patulina) e da amostra fortificada
com padrao de patulina.

Para a avaliacdo da repetitividade do método, foram extraidas e analisadas amostras
fortificadas em septuplicata, em trés niveis de concentracdo. Os resultados obtidos foram
avaliados conforme o coeficiente de variacdo (CV) entre as concentragcdes encontradas para
cada fortificagdo. A precisdo intermediaria foi avaliada a partir da extracdo e analise de
amostras fortificadas em trés dias diferentes, por trés analistas diferentes. Os resultados foram
avaliados conforme o regulamento n°® 401/2006 da Unido Europeia, que permite coeficientes

de variacdo maximos de 20 a 30 entre os dias, dependendo da contaminacao da amostra.’’
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A recuperacdo do método foi testada a partir da média e do CV encontrados pela
analise de amostras fortificadas com trés niveis de concentracdo de patulina: 25, 50 e 75 g
kg™. Os resultados foram avaliados conforme o regulamento n°® 401/2006 da Unido Europeia,
que determina que contaminacfes com 20 a 50 pg kg de patulina devem apresentar
recuperacdes entre 70 a 105%, enquanto que contaminacdes acima de 50 pg kg™ devem
apresentar recuperacdes entre 75 a 105%."

Para a determinacdo do limite de deteccdo foi realizada a analise da relacdo
sinal/ruido, que deve ser, no minimo, igual a 3. Para a determinacdo do limite de
quantificacdo, foram injetados diferentes padrées em ordem crescente de concentracdo. O
padrdo que apresentou sinal com relacdo sinal/ruido, no minimo, igual a 10, ou seja, 10 vezes
superior a média de oscilacdes da linha base, foi definido como limite de quantificacao.

A robustez do método foi avaliada a partir de variaces de £5% nas condicOes
cromatograficas. Os parametros avaliados foram vazdo, temperatura da coluna e coluna
cromatografica. A concentracdo da solucdo-padréo utilizada para comparacdo dos resultados

obtidos pelo método desenvolvido e pelos métodos com variagdes cromatograficas foi de 10

ug kg™

Ensaio de proficiéncia

A fim de avaliar a reprodutibilidade do método desenvolvido, foi realizada a analise de
uma amostra certificada pelo FAPAS (Food Analysis Performance Assessment Scheme).
Devido a indisponibilidade de amostra certificada de vinho com patulina, utilizou-se uma
amostra certificada de suco de mac4, contendo 55,2 pg kg™ de patulina, a fim de avaliar a

eficacia do método.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Otimizacao dos parametros de massas dependentes do composto

A fonte escolhida para ionizacdo do composto foi a APCI, uma vez que o sinal gerado
pelo analito obteve maior intensidade e estabilidade nesse modo do que no gerado em ESI. O
modo que apresentou maior intensidade do sinal foi 0 modo negativo, gerando o ion de
m/z=152,9. Este resultado confirma o encontrado por Sewram e colaboradores,*® porém difere
do método desenvolvido por Tamura e colaboradores,™ que optaram pela analise de patulina
com ionizacdo ESI, para conseguir analisar 14 micotoxinas simultaneamente. O aditivo
escolhido para diluicdo do padrédo e, consequentemente, compor a fase movel, foi o acetato de
amonio.

Apbs definida a forma de ionizacdo, foram realizados experimentos de varredura
MS/MS, como product ion, precursor ion e neutral loss, a fim de definir os melhores
parametros para 0 monitoramento do ion gerado e seus respectivos fragmentos. Os fragmentos
escolhidos para compor o método de analise, ou seja, aqueles que apresentaram maior
intensidade do sinal foram os de m/z=108,9, m/z=134,8 e m/z=124,8. Os parametros

dependentes do composto definidos para 0 método estdo demonstrados na tabela 2.

Otimizagdes dos parametros de massas dependentes da fonte de ionizacéo

Os parametros dependentes da fonte de ionizacdo foram obtidos através de andlise por
injecdo em fluxo (FIA), a partir de otimizagdo automatica realizada pelo software. Durante a
otimizacdo automatica, diversas combinacgdes de valores dos parametros sdo variadas, a fim
de definir a combinacdo que melhor detecta o analito em estudo. Assim, os valores otimizados

para analise de patulina foram CAD=medio, CUR=10, NC=-5, TEMP=500 e GS1=50.
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Validagdo do método analitico

Linearidade

A faixa de trabalho definida foi de 3 a 40 pg kg™, sendo que os pontos que compde a
curva de calibracdo sdo 3, 5, 10, 20, 30 e 40 g kg™, correspondentes a uma contaminagéo na
amostra de 12, 20, 40, 80, 120 e 160 pg kg™, respectivamente. A linearidade da curva de
calibracio é comprovada pelo coeficiente de determinacdo R®=0,9998. A partir dos valores
obtidos, conclui-se que o modelo é adequado, pois o coeficiente de correlacdo foi maior que

0,999, considerado como evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de regresséo.

Seletividade

Seletividade de um método de separacdo é a capacidade de avaliar, de forma
inequivoca, as substancias em exame na presenca de componentes que podem interferir com a
sua determinacdo em uma amostra complexa.’’ Ao comparar o cromatograma da amostra
“branco” com o cromatograma de uma amostra fortificada com padrao de patulina, verificou
que ndo ha nenhum pico cromatografico formado no mesmo tempo de retencdo e com 0s
mesmo fragmentos de patulina, comprovando, assim, que o método é seletivo. Os

cromatogramas podem ser visualizados na figura 1.

Repetitividade, Precisdo intermediaria e Recuperacao

Através da analise das amostras fortificadas, obteve-se a repetitividade do método, que
apresentou CV igual a 8,4% para as fortificacdes de 25 pg kg™, 5,8% para as fortificacdes de
50 pg kg™ e 3,5% para as fortificacdes de 75 pg kg™.

A precisdo intermediaria, avaliada durante trés dias de repeticdo das analises,

apresentou CV igual a 9,1%, 6,9% e 8,5% respectivamente. A recupera¢do media obtida para
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o primeiro nivel de fortificacdo foi de 89,4%, enquanto que no segundo nivel foi de 84,2% e
no terceiro nivel igual a 81,4%. A recuperacdo média entre todas as fortificagcdes, portanto, a
recuperacdo global do método foi igual a 89,4%. Comparando com 0s parametros
estabelecidos (Tabela 3) pelo regulamento n® 401/2006 da Unido Europeia, todos os
resultados apresentados (Tabela 4) estdo de acordo com os valores aceitaveis pela norma,
comprovando a validade do método.’

De acordo com dados da literatura, Malysheva e colaboradores®* desenvolveram um
método cromatogréafico acoplado a espectrometria de massas para a determinacgédo de patulina,
no qual se obteve recuperacdes de 104 a 111% e um CV maximo igual a 22%. Em outro
trabalho, Iha e colaboradores® encontraram recuperacdes de patulina em suco de maga entre
80,5 e 83%, com CV méaximo de 5,7, porém a técnica de andlise utilizada foi CLAE acoplada

a detector de arranjo de diodos.

Limite de deteccéo e Limite de quantificacéo

O limite de deteccdo encontrado foi de 1 pg kg™. O limite de quantificagdo
instrumental foi de 3 ug kg?, o que corresponde a um limite de quantificagdo do método de
12 ug kg™, apds correcéo pelo fator de diluicdo. Os cromatogramas podem ser visualizados na

figura 2.

Robustez

As variagdes cromatograficas realizadas para anélise da robustez ndo interferiram nos
resultados, comprovando, assim, que o método desenvolvido é robusto. Pequenas alteracdes,
como uma mudanca sutil no tempo de retencdo, foram observadas, porém os resultados
obtidos, quando comparados ao método original, apresentaram boa exatidao e precisdo, com

coeficientes de variacdo aceitaveis. Os resultados podem ser observados na tabela 5.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967312016718
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Ensaio de proficiéncia
A analise da amostra de suco de macd proveniente do FAPAS resultou em uma
contaminacdo de 43,5 pg kg™ apresentando assim uma recuperacdo satisfatoria de 78,8%.
Além da recuperacdo obtida, 0 método € avaliado através do calculo do Z-score, que deve
encontrar-se entre -2 e 2, para ser considerado aceitavel. O resultado obtido para 0 FAPAS
1640, expresso em Z-score, foi de -1,2, confirmando que o método analitico apresenta

reprodutibilidade adequada.

Aplicacdo do método validado em amostras de vinhos

Nédo foi encontrada nenhuma amostra contaminada com patulina, entre as 105
amostras de vinhos analisadas através do método desenvolvido nesse estudo. O mesmo
ocorreu quando Tamura e colaboradores'® analisaram 14 vinhos tintos e 13 vinhos brancos no
Japdo. Em 2009, Bara® analisou 60 amostras de vinhos na Roménia e encontrou apenas trés
amostras contaminadas, em concentracdes entre 25 e 50 pg kg™, enquanto que 50% das
amostras de suco de uva analisadas apresentaram contaminagdo. A partir desses resultados,
supde-se que alguma das etapas que compde a transformacdo do suco de uva em vinho pode
desestabilizar ou degradar a molécula de patulina. A adicdo de conservantes, como o didxido
de enxofre (SO;), pode ser uma etapa responsavel pela descontaminacdo do suco que dara
origem ao vinho. Outra hip6tese para a auséncia de patulina nas amostras analisadas é a baixa
ocorréncia dessa micotoxina em uvas. Em um estudo realizado no Parana, nenhuma das 40
amostras de uvas analisadas apresentou contaminagdo com patulina.®* No entanto, essas uvas
estavam contaminadas com outra espécie de fungo, que ndo o Penicillium, o que pode ter
impedido o seu crescimento e a consequente producdo de patulina. Em outro estudo, fungos
produtores de patulina foram isolados de todos os cultivares analisados destinados a producéo

de vinhos, sugerindo, assim, contaminacdo nas uvas por essa micotoxina.”> Portanto, é
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importante que continue a investigacdo da presenca desse contaminante em uvas e Seus
subprodutos, como sucos e vinhos, uma vez que ja foi relatada a presenca dessa micotoxina

nessas matrizes.

CONCLUSAO

O método desenvolvido apresentou resultados satisfatorios em todas as etapas de
validacao, mostrando ser sensivel, preciso e exato, portanto, adequado para a quantificacao de
patulina em amostras de vinhos. Nenhuma amostra analisada apresentou contaminagdo com
essa micotoxina. Conclui-se, assim, que o consumo de vinhos ndo apresenta riscos a saude

humana, quando se refere a contaminacéo por patulina.

REFERENCIAS

1. Sabino, M. Em Mycotoxins in Fruits and Vegetables. Barkai-Golan, R.; Paster, N., eds.;
Elsevier: San Diego, 2008, cap. 12.

2. Steiman, R.; Seigle-Murandi; F., Sage, L.; Krivobook, S.; Mycopathologia 1989, 105, 129-
133.

3. Piemontese, L.; Solfrizzo, M.; Visconti, A.; Food Additives & Contaminants 2005, 22,
437-442.

4. Lugauskas, A.; Raudoniene, V.; Veistyte, L.; Annals of Agricultural Environmental
Medicine 2005, 12, 109-118.

5.Spadaro, D.; Garibaldi, A.; Gullino, M. L.; Food Additives & Contaminants 2008, 1, 134—
139.

6. Zaied, C.; Abid, S.; Hlel, W.; Bacha, H.; Food Control 2013, 31, 263-267.

7. http://lwww.iarc.fr, acessada em Outubro de 2012.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713512005543
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713512005543
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713512005543
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713512005543
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09567135
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09567135/31/2
http://www.iarc.fr/

37
8. Commision Regulation N° 1425/2003 of 11 August 2003.
9. http://www.brasilsus.com.br/legislacoes/anvisa/107378-7.html, acessada em Outubro de
2012.
10. Welke J. E.; Hoeltz, M.; Dottori, H. A.; Noll, 1. B.; Food Control 2009, 20, 48-52.
11. Barreira, M. J. ; Alvito, P. C.; Almeida, C. M. M.; Food Chem. 2010, 121, 653-658.
12. Cunha, S. C.; Faria, M. A.; Fernandes, J. O.; Food Chem. 2009, 115, 352—359.
13. Boonzaaijer, G.; Bobeldijk, I.; Van Osenbruggen, W. A.; Food Control 2005, 16, 587—
591.
14. Kataoka, H.; Itano, M.; Ishizaki, A.; Saito, K.; J. Chromatogr. A 2009, 1216, 3746-3750.
15. Moake, M. M.; Padilla-Zakour, O. I.; Worobo, R. W.; Comprehensive Reviews in Food
Science and Food Safety 2005, 1, 1-21.
16. Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO);
Orientacédo sobre validacdo de métodos analiticos, 4% ed., 2011,19 p.
17. Commission Regulation (EC) N° 401/2006. Official Journal of the European Union 2006.
18. Sewram, V.; Nair, J. J.; Nieuwoudt, T. W.; Leggott, N. L.; Shephard, G. S.; Journal of
Chromatography A 2000, 897, 365-374.
19. Tamura, M.; Takahashi, A.; Uyama, A.; Mochizuki, N.; Toxins 2012, 4, 476-486.
20. Ribani, M.; Bottoli, C. B. G.; Collins, C. H.; Jardim, I. C. S. F.; Melo, L. F. C.; Quim.
Nova 2004, 27, 771-780.
21. Malysheva, S. V.; Mavungu, J. D.; Boonen, J.; Spiegeleer, B.; Goryacheva, I. Y.;
Vanhaecke, L.; Saeger, S.; Journal of Chromatography A 2012, 1270, 334-339.
22. lha, M. H.; Souza, S. V. C.; Sabino, M.; Food Control 2009, 20, 569-574

23. Bara, C.; Natural Resources and Sustainable Development 2009, 199-202.

24. Caldas, G. M. M.; Oliveira, R. C., Tessmann, D. J.; Junior, M. M.; Ciéncia Rural 2008,

38, 14-18.


http://www.brasilsus.com.br/legislacoes/anvisa/107378-7.html
http://www.cabdirect.org/search.html?q=do%3A%22Natural+Resources+and+Sustainable+Development%22

25. Chunmei, J.; Junling, S.; Qi’na, H.; Yanlin, L.; Food Control 2013, 31, 5-13.

38



39
Figura 1 — Cromatogramas de amostra sem contamina¢do com patulina (A) e de amostra

fortificada com patulina (B).

Figura 2 — Cromatograma referente as solucdes padréo de 1 pug kg™, representando o limite de

deteccdo do método (A) e de 3 pg kg™, representando o limite de quantificacdo do método

(B).
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Tabela 1 — Gradiente de fase movel (fases aquosa e organica) para a determinacédo de patulina

através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Tempo (min) Vazdo (uL min™) Fase aquosa (%) Fase organica (%)
0,00 1000 95 5
1,00 1000 95 5
1,01 1000 90 10
2,00 1000 90 10
2,01 1000 85 15
3,00 1000 85 15
3,01 1000 70 30
5,50 1000 70 30
5,51 1000 0 100
6,50 1000 0 100
6,51 1000 70 30
7,20 1000 70 30
7,21 1000 95 5
10,00 1000 95 5
Tabela 2 — Parametros do espectrdmetro de massas referentes ao analito patulina.
_ . Declustering Collision Collision cell
lon precursor lon produtos
potential energy exit potential
(m/z) (m/z)
V) V) (V)
108,9 -35 -14 -5
152,9 124,8 -35 -14 -21
134,8 -35 -12 -5
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Tabela 3 — Parametros de recuperacédo estabelecidos no regulamento n°® 401/2006 pela Unido

Europeia.
Nivel (ug kg-l) CVintradia(%0) CVentre os dias(%0) Recuperagao (%)
<20 <30 <40 50a 120
20-50 <20 <30 70 a 105
> 50 <15 <25 75a105

*Coeficiente de variagédo

Tabela 4 — Resultados dos testes de repetitividade, precisdo intermediaria e recuperacao.

Repetitividade Precisdo intermediaria
Fortificacdo Recuperacdo Média* CV** Recuperacdo Média*** CVv**
(Mg kg™) (%) (%) (%) (%)
25 84,5 8,4 89,4 9,1
50 79,3 5,8 84,2 6,9
75 76,7 3,5 81,4 8,5

*Média entre 7 replicatas analisadas no mesmo dia. ** Coeficiente de variacdo. ***Média

entre 21 replicatas analisadas em trés dias diferentes.



Tabela 5 — Resultados obtidos nos ensaios de robustez.
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Variavel Area do pico Altura do Recuperacéo Tempo de Cv*
ariave
(counts) pico (cps) (%) retengé@o (min)
Sem variacdo 4 3
oarafi 2,93x10 6,47x10 100,0 5,53 0,0
cromatogréfica
Vazao 4 3
050 UL min? 2,50x10 6,02x10 85,32 5,72 11,2
ML min
Vazao 4 3
1050 Ul min-d 2,56x10 5,62x10 87,37 5,33 9,5
pL min
Temperatura da . 3
luna 38 °C 2,47x10° 6,05x10° 84,30 5,54 12,0
coluna 38 °
Temperatura da 4 3
| 40 °C 2,11x10 4,13x10 72,01 5,42 23,0
coluna 40 °
Coluna . 3
o NST 2,59x10° 4,96x10° 88,40 5,52 8,7
18

*Coeficiente de variacdo calculado entre a area do pico obtido pelo método sem variacao

cromatografica e a area do pico obtido pelo método com variacdo cromatogréafica.
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Development of an analytical method for analysis of mycotoxins in wine by high

performance liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry

ABSTRACT

An analytical method using high performance liquid chromatography coupled to tandem mass
spectrometry was developed for the simultaneous determination of four mycotoxins in wines:
alternariol (AOH), alternariol monomethyl ether (AME), citrinin (CIT) and ochratoxin A
(OTA). In order to obtain a quick result of analysis, were discarded extraction steps and
developed an analytical method with simple sample preparation: only one dilution step. The
recoveries were found between 86.8 and 100.3%. The limits of detection and quantification
obtained were 0.003 and 1 pg L™ for AOH, AME and OTA and 0.05 and 20 pg L™ for CIT,
respectively. The method was validated and used for analysis of 111 samples of commercial
wines. The occurrence was 72.9% of AOH, AME 43.2% and 1.8% of OTA, any of the

samples were contaminated by CIT.

Keywords: Mycotoxin. Wine. HPLC/MS/MS.
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INTRODUCAO

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por algumas espécies de fungos
filamentosos capazes de contaminar diversos alimentos. Cereais estdo entre as culturas mais
estudadas para contaminacdo por essas toxinas, mas frutas e seus produtos processados, como
uva e vinho, podem também representar uma fonte potencial de risco.*

Ocratoxina A (OTA) é a micotoxina mais estudada em vinhos, porém outras
micotoxinas, como alternariol (AOH) e alternariol monometil éter (AME) também séo
encontradas. A OTA é produzida pelas espécies Penicillium verrucosum, Aspergillus
ochraceus e Aspergillus niger, entre outras, e constitui uma séria ameaca para a satde humana
e animal, pois € uma potente nefrotoxina, além de apresentar propriedades imunossupressoras,
teratogénicas e cancerigenas.” A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer (IARC)
classificou OTA no Grupo 2B, como possivel cancerigeno para os seres humanos.’
Atualmente, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabelece um limite
méaximo toleravel igual a 2 ug L™ de OTA em vinhos, 0 mesmo limite estabelecido pela
Unido Europeia.*” Outra caracteristica da OTA é a sua coocorréncia com outra micotoxina,
chamada citrinina (CIT), que também é produzida por Penicillium verrucosum, além de
outros fungos como P. citrinum, P. expansum, Aspergillus terreus e Monascus ruber.

CIT é uma micotoxina menos estudada que OTA e sua presenca em vinhos, apesar de
possivel, ainda ndo foi relatada. Os efeitos deletérios causados por essa toxina nao sdo muito
bem conhecidos, mas sabe-se que CIT possui propriedades embriotoxicas, genotoxicas e
carcinogeénicas, além de causar nefrotoxicidade em animais domésticos, como cées, coelhos e
bovinos. Quando em coocorréncia com OTA, as duas micotoxinas podem agir em sinergismo,
potencializando seus efeitos e provocando maiores danos aos consumidores do alimento

contaminado.’
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AOH e AME séo produzidas por fungos do género Alternaria, principalmente pela
espécie Alternaria alternata. Seus efeitos a salde humana ainda ndo foram totalmente
elucidados, no entanto, h4 uma grande preocupacdo em relacéo a sua toxicidade.® Os poucos
relatos existentes descrevem a atividade genotéxica de AOH em mamiferos® e seu potencial
efeito carcinogénico em humanos.’® A presenca de AOH e AME tem sido muito relatada em
vinhos, sendo que, na maioria das vezes, a contaminacao é maior em vinhos tintos do que em
vinhos brancos. Isso ocorre porque 0 mosto destinado a producdo de vinhos tintos permanece
durante um longo periodo em contato com as cascas da uva, na etapa de maceracao, ao
contrario da producéo de vinho branco, em que raramente a maceracao €é realizada.

Devido aos possiveis efeitos deletérios a saide humana, ha necessidade de monitorar
essas quatro micotoxinas em vinhos. Sdo encontrados na literatura diversos métodos
analiticos para a determinacdo de OTA em vinhos, inclusive métodos que utilizam
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. No entanto, sdo raros 0os métodos
descritos para a determinacdo de multi-micotoxinas em vinhos. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi desenvolver e validar um método analitico capaz de identificar e quantificar
simultaneamente quatro micotoxinas em amostras de vinhos, utilizando cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a espectrometria de massas sequencial (MS/MS), bem

como avaliar a presenca das mesmas em vinhos comerciais, nacionais e importados.

PARTE EXPERIMENTAL

Reagentes e solventes
Os reagentes e solventes utilizados foram acetonitrila, acetato de aménio e metanol da
J.T. Baker (EUA). A agua utilizada no preparo das solugdes foi purificada através do sistema

Milli-Q Gradient A10 da Millipore (EUA).
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Padrdes
Os padrdes de AOH, AME, CIT e OTA utilizados foram todos provenientes da Sigma-
Aldrich (Alemanha). O padrdo CIT foi obtido em solucdo de acetonitrila, pronto para ser
usado, com concentracdo de 100 pg mL™ A partir dos padrées liofilizados de AOH, AME e
OTA foram preparadas trés solucdes estoque, as quais foram utilizadas na preparacdo dos
padrdes intermediarios para o preparo da curva de calibracdo e fortificacdo de amostras. As
solucdes estoque de AOH e AME foram preparadas em metanol, com concentracdo de
100 ug mL™, enquanto a solugdo estoque de OTA foi preparada em acetonitrila, com

concentracdo de 100 g mL?

Fortificacdo de amostra

Para avaliacdo da recuperacdo e da repetitividade do método, fortificou-se com
padrdes de micotoxinas uma amostra de 10 mL de vinho, previamente analisada em
espectrometro de massas, ndo contaminada com 0s compostos a serem analisados. Para a
fortificacdo, preparou-se, a partir das solucdes estoque, uma solucdo intermediaria de cada

micotoxina, com concentracdo de 10 pg L™, em metanol:agua (1:1, V:V).

Amostras de vinho para anéalise de micotoxinas

Foram coletadas 101 amostras de vinhos tintos e 10 amostras de vinhos brancos
comerciais, nacionais e importados, no periodo de maio de 2012 a janeiro de 2013,
totalizando em 111 amostras. As amostras foram mantidas sobre refrigeracao até a realizacédo

das analises.
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Preparacgdo de amostras
Para obter um método analitico rapido e econdmico, optou-se por uma etapa de
preparacdo de amostras simples, rapida e de baixo custo e, para isto, eliminaram-se etapas de
extracdo. Assim, as amostras de vinhos a temperatura ambiente foram agitadas em vortex por

10 segundos e, em seguida, diluidas (1:200) em solucdo de metanol:agua (1:1, V:V).

Equipamentos e condi¢des da CLAE/MS/MS

O equipamento utilizado para a analise cromatografica foi um cromatdgrafo liquido de
alta eficiéncia modelo 1200 da Agilent Technologies (EUA), equipado com desgaseificador,
bomba binaria, amostrador automatico e forno da coluna acoplado a espectrdmetro de massas.
A coluna utilizada foi uma Eclipse XDB-Cg, 150 x 4,6 mm, 5 um, marca Agilent
Technologies, mantida a temperatura de 25 °C.

Para a obtencdo de cromatogramas bem definidos, com melhor relacédo sinal/ruido, em
um curto intervalo de tempo, foram testadas diferentes proporcfes de fase mével. A fase
movel utilizada em gradiente era composta por uma solugcdo aquosa de &gua:acetato de
amonio (fase movel A) e uma solugdo organica de metanol:dgua:acetato de aménio (fase
movel B).

O espectrometro de massas utilizado foi da marca Applied Biosystems modelo API
5500 QTrap. Primeiramente, infundiu-se uma solugdo padrdo de cada uma das micotoxinas
separadamente para encontrar os espectros referentes a cada um dos compostos, através de
experimentos de varredura em modo MS. Os experimentos de varredura foram realizados a
partir da ionizacdo por electrospray (ESI) e da ionizagdo quimica a pressdo atmosferica
(APCI), ambas em modo positivo e em modo negativo.

Ap0os definidos a fonte e 0 modo de ionizacéo, os parametros de massas referentes ao

analito (declustering potential (DP), collision energy (CE), collision cell exit potential (CXP)
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e entrance potential (EP)) foram otimizados, infundindo-se as soluces padréo de 10 pg L™
de cada micotoxina diretamente no espectrometro de massas, com vazdo de 10 uL min™. Os
parametros dependentes da fonte de ionizacdo (collision gas (CAD), curtain gas (CUR), ion
source gas 1 (GS1), ion source gas 2 (GS2), temperature (TEM) e ion spray voltage (1S))
foram otimizados através de analise por injecdo em fluxo (FIA), utilizando soluc6es padréo de

1 pg L™ de AOH, AME, CIT e OTA.

Validacdo do método analitico

O método foi validado conforme as recomendacbGes do Instituto Nacional de
Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO).** Os parametros avaliados
foram linearidade, seletividade, repetitividade e precisdo intermedidria, recuperacéo, limite de
deteccdo e limite de quantificacéo.

Para validacdo do método, obteve-se uma amostra de vinho que ndo apresentou picos
cromatograficos correspondentes aos compostos analisados. A partir dessa amostra, foram
feitas fortificacbes com solucBes padrdes de AOH, AME, CIT e OTA em trés niveis de
concentracdo, com sete replicatas de cada nivel. As amostras fortificadas foram agitadas em
vortex, diluidas 200 vezes em metanol:dgua (1:1, V:V) e analisadas conforme o método
cromatografico desenvolvido. O procedimento foi repetido em trés dias diferentes, por trés

diferentes analistas.

Parametros avaliados para a validacdo do método analitico

A faixa de trabalho (curva de calibragédo) foi definida a partir da injecdo de padrbes
preparados em ordem crescente de concentracdo, a partir do limite de quantificacdo
encontrado. A linearidade foi determinada a partir da equacdo da reta e do coeficiente de

correlagéo (r), obtidos através do Software Analist, utilizado para a quantificacdo do analito
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em estudo. Para a determinacdo do limite de deteccdo foi realizada a analise da relacao
sinal/ruido, que deve ser maior ou igual a 3. Para a determinacdo do limite de quantificacdo
foram injetados diferentes padr6es em ordem crescente de concentracdo. O padrdo que
apresentou sinal com relacdo sinal/ruido, no minimo, igual a 10, ou seja, 10 vezes superior a
média de oscilagdes da linha base, foi definido como limite de quantificacao.

A recuperacdo do método foi testada a partir da média e do coeficiente de variacdo
(CV) encontrados pela analise de amostras fortificadas com trés niveis de concentracdo
diferentes. Para AOH, AME e OTA, os niveis de fortificacdo foram de 2, 4 e 8 ug L™. Para
CIT, os niveis foram de 40, 80 e 100 pg L™. Os resultados foram avaliados conforme o
regulamento n°® 401/2006 da Unido Europeia, que determina que contaminagdes com 1 a 10
Hg LT de OTA devem apresentar recuperagdes entre 70 a 110%.'2 Como n&o ha
recomendacdes para as demais micotoxinas, utilizou-se, para essa validacdo, os parametros
estabelecidos para contaminacGes com OTA.

Para a avaliacdo da repetitividade do método, foram extraidas e analisadas amostras
fortificadas em septuplicata, em trés niveis de concentracdo. Para AOH, AME e OTA, o0s
niveis de fortificagdo foram de 2, 4 e 8 pg L™ Para CIT, os niveis foram de 40, 80 e
100 pg L. Os resultados obtidos foram avaliados conforme o CV entre as concentracdes
encontradas para cada fortificacdo. A precisao intermediaria foi avaliada a partir da extracdo e
analise de amostras fortificadas em trés dias diferentes, por trés analistas diferentes. Os
resultados foram avaliados conforme o regulamento n°® 401/2006 da Unido Europeia, que

estabelece que o CV maximo entre os dias seja no maximo 30 para validagdo de OTA.*

RESULTADOS E DISCUSSAO

Condigdes CLAE/MSMS
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Cromatografia

As micotoxinas sdo substancias com uma ampla faixa de polaridade, portanto, uma
fase movel com grau variavel de hidrofobicidade durante a corrida cromatografica de cada
analise é necessaria. Assim, a cromatografia foi iniciada com maior proporcdo de solvente
aquoso, para eluicdo das micotoxinas mais polares, com aumento gradual de solvente
organico, para posterior eluicdo das micotoxinas mais apolares. Os picos cromatograficos
referentes a eluicdo de cada uma das micotoxinas estdo demonstrados na figura 1.

O gradiente de eluicdo da fase mdvel mais eficiente para a separagdo dos compostos
foi realizado com vazdo de 1000 puL min™. Nos primeiros 2 minutos, a fase mével era
composta por 60% de fase aquosa e 40% de fase organica. A partir de 2 minutos, a
composicao foi mudando gradualmente, até que as porcentagens de fases aquosa e organica se
igualassem em 50% em 3 minutos. De 3 a 5,5 minutos, a porcentagem de fase organica foi
aumentando até 100%, a qual se manteve durante 2,5 minutos, quando a composi¢do da fase
movel voltou as condigdes iniciais de equilibrio. O tempo total da analise cromatogréfica foi
de 10 minutos, resultando em uma determinacdo rapida de multi-toxinas. O volume de injecéo

do método foi de 20 uL. O gradiente de fase mével pode ser observado na figura 2.

Otimizacao dos parametros de massas

A fonte de ionizacdo por ESI apresentou sinais de maior intensidade para os quatro
analitos quando comparados aos sinais obtidos por APCI, sendo assim, a fonte escolhida para
a elaboracdo do metodo. Quanto a polaridade da ionizacdo, AOH e AME apresentaram
melhor padrdo de fragmentacdo no modo negativo, enquanto que CIT e OTA foram
analisadas em modo positivo. Assim, ha uma troca de polaridade de ionizacdo durante a
corrida cromatografica, que ocorre em 7,23 minutos (Figura 2). Os parametros otimizados em

modo negativo e positivo para cada fragmento estdo demonstrados na tabela 1.
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Os parametros dependentes da fonte de ionizacdo foram obtidos atraves de analise por
injecdo em fluxo, a partir de otimizacdo automatica realizada pelo software. Durante a
otimizacdo automatica, diversas combinac6es de valores dos parametros foram testadas, a fim
de definir a melhor combinacdo para a deteccdo dos analitos. Assim, os valores otimizados
para a determinacdo de AOH e AME foram CAD=médio, CUR=15, GS1=50, GS2=50,
TEMP=650 e 1S=-4500, enquanto que para CIT e OTA foram CAD=meédio, CUR=15,

GS1=50, GS2=50, TEMP=650 e 1S=5500.

Validacdo do método analitico

O desempenho do método foi avaliado para cada micotoxina em diferentes niveis de
contaminacdo e os resultados foram comparados com os pardmetros recomendados pelo
INMETRO.™ O método apresentou linearidade satisfatéria na faixa de trabalho relevante para
as quatro micotoxinas, apresentando um R? acima de 0,999. O limite de deteccdo instrumental
foi de 0,003 pg L™ para AOH, AME e OTA e de 0,05 pg L™ para CIT. O limite de
quantificacdo instrumental e, portanto, o primeiro ponto da curva de calibracdo foi de
0,005 pg L™ para AOH, AME e OTA e de 0,1 pg L™ para CIT. O limite de quantificac&o para
amostras, considerando um fator de diluicdo de 200 vezes, foi de 1 ug L™ para AOH, AME e
OTA e de 20 pg L™ para CIT. Os resultados de linearidade e de sensibilidade s&o
apresentados na tabela 2.

A partir da andlise das amostras fortificadas verificou-se a repetitividade do método,
que apresentou resultados satisfatorios quando comparados ao regulamento n° 401/2006 da
Unido Europeia. Os coeficientes de variagdo obtidos para as quatro micotoxinas ficaram
todos abaixo de 11, independentemente do nivel de fortificacdo. A precisdo intermediéria,

avaliada durante trés dias de repeticdo das analises e as recuperacGes medias obtidas também
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atenderam a regulamentacdo, comprovando a validade do método. Os resultados de

repetitividade, precisdo intermediaria e recuperacdes medias estdo demonstrados na tabela 3.

Aplicacdo do método validado em amostras de vinhos

A tabela 4 apresenta os resultados obtidos quanto a presenca das micotoxinas nas
amostras de vinhos analisadas. Entre essas amostras, 81 apresentaram contaminacdo com
AOH, sendo que as concentracdes variaram entre 1,03 e 21,4 pg L™, demonstrando um alto
indice de positividade (72,9%). Apenas dois vinhos brancos apresentaram contaminacéo, as
quais ficaram em torno de 1,03 pg L™ Quanto & presenca de AME, 48 (43,2%) amostras
estavam contaminadas, sendo que todas elas eram de vinhos tintos. Esses resultados sdo
similares aos os obtidos por Scott e colaboradores,*® que encontraram AOH em 83% dos
vinhos tintos analisados, em niveis de 0,27 a 19,4 pg L™ e AME em baixas concentragdes.
Quanto aos vinhos brancos analisados, apenas 13% das amostras estavam contaminadas,
todas com concentracdes de AOH e AME inferiores a 1,5 pg L™. A menor ocorréncia de
micotoxinas em vinhos brancos pode ser devido as diferencas durante a producao dos vinhos.
Nos vinhos tintos, sempre ha a etapa de maceracao, em que 0 mosto das uvas fica em contato
com as cascas em média, durante seis dias. As cascas sao as partes das uvas com maior
contaminacdo flngica, o que aumenta a probabilidade de micotoxinas. Na producdo dos
vinhos brancos, nem sempre a maceracdo é realizada, sendo que, quando executada, ocorre
por um periodo muito curto (um dia), o que diminui a contaminacdo do mosto por fungos
presentes nas cascas.'*

Nenhuma amostra de vinho apresentou contaminagdo com CIT nos limites
quantificaveis. Ndo ha na literatura algum estudo que demonstre a presenca de citrinina em

vinhos. Ha a possibilidade de haver contaminagdo com CIT em niveis menores que o limite
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de deteccdo definido no método proposto, resultando, portanto, em 100% de amostras
negativas.

Quanto a presenca de OTA, apenas duas amostras, ambas de vinho tinto, estavam
contaminadas, sendo que o nivel de contaminacéo apresentado € menor que o limite maximo
toleravel pela legislacdo. Em um estudo realizado no Rio de Janeiro, em 2004, analisaram-se
106 amostras de vinhos, sucos de uva e polpa congelada utilizando colunas de imunoafinidade
e CLAE. Entre as amostras de vinho, 24% apresentaram contaminacdo com OTA, com niveis
que variaram de 0,028 a 0,07 pg L™, sendo que as maiores concentragdes foram encontradas
nos vinhos tintos.”> J4 em uma pesquisa no Chile, realizada por Saelzer e colaboradores,*
nenhuma das amostras analisadas de vinho tinto apresentaram contaminacdo com OTA. Esses
resultados confirmam o observado por CRUZ e colaboradores,*” que afirmam que vinhos
produzidos em regibes de baixas latitudes geralmente apresentam maior contaminagdo com
OTA do que os vinhos produzidos em latitudes mais altas, onde o clima ndo é tdo favoravel

ao crescimento dos fungos produtores.

CONCLUSAO

O método de cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando espectrometria de
massas com modo de ionizacdo ESI negativo e positivo foi desenvolvido para andlise de
micotoxinas em vinhos.

O método apresentou 6étimos resultados nos parametros avaliados para comprovagado
de sua eficacia, podendo assim ser utilizado para analise de AOH, AME, CIT e OTA em
vinhos.

A aplicacdo do método em amostras de vinhos comerciais, nacionais e importados,
demonstrou uma alta positividade de contaminagdo com AOH (72,9%) e AME (43,2%), baixa

ocorréncia de OTA (1,8%) e nenhuma contaminagdo com CIT.
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Figura 1 — Cromatogramas das micotoxinas demonstrando o sinal gerado por cada ion
produto separadamente. Picos referentes ao padrdo com 0,2 pg L™ de alternariol (AOH),

alternariol monometil éter (AME) e ocratoxina A (OTA) e de 2,0 pug L™ de citrinina (CIT).

Figura 2 — Cromatograma de alternariol (AOH), alternariol monometil éter (AME), citrinina
(CIT) e ocratoxina A (OTA) resultante da soma dos sinais gerados pelos ions produtos,
demonstrando o tempo de retencdo dos analitos e 0 momento da troca de polaridade da

ionizacdo (troca do modo positivo para 0 modo negativo).
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Tabela 1 — fons precursores, jons produtos e pardmetros de massas correspondentes.

fon fons Declustering Collision  Collision cell ~ Entrance

Analito  precursor  produtos potential energy exit potential ~ potential
(m/z) (m/z) V) V) V) V)

212,80 -85 -30 -17 -10

ACH 256,92 214,80 -85 -34 -23 -10
211,95 -85 -40 -23 -10

255,80 -95 -30 -10 -10

AME 270,97 254,90 -95 -38 -10 -10
227,80 -95 -38 -10 -10

233,10 46 21 12 10

CIT 251,02 204,90 46 35 12 10
191,00 46 33 12 10

239 66 31 12 10

OTA 404,03 358 66 19 16 10
220,9 66 47 12 10

Tabela 2 — Linearidade e sensibilidade do método para a determinacdo simultanea de

alternariol (AOH), alternariol monometil éter (AME), citrinina (CIT) e ocratoxina A (OTA).

LD* em LQ** em )
LD* em LQ**em  Curvade Faixa de

) ) solucgéo solucgéo ) ) ) )

Micotoxinas ; 3 vinho vinho calibracdo  trabalho

padréo padréo (g LY (g LY (g LY (g L)

] ) Mg Mg Mg Mg
(gL (ugL?)

AOH 0,003 0,005 0,6 1,0 0,006-0,2 1,0-40,0
AME 0,003 0,005 0,6 1,0 0,006-0,2 1,0-40,0
CIT 0,050 0,100 10,0 20,0 01-20  20-400
OTA 0,003 0,005 0,6 1,0 0,006-0,2 1,0-40,0

*Limite de detecgéo. ** Limite de quantificacao.



62
Tabela 3 — Recuperacdes e coeficientes de variacdo na determinacdo de alternariol (AOH),

alternariol monometil éter (AME), citrinina (CIT) e ocratoxina A (OTA).

) _ Nivel de fortificacdo Recuperacéo Coeficiente de
Micotoxinas
(Mg L™ (%) variacao (%)
2 96,5 6,9
AOH 4 94,1 5,0
8 86,8 51
2 98,3 3,2
AME 4 96,9 4,0
8 93,2 5,4
40 100,3 2,7
CIT 80 98,6 1,9
100 94,6 6,8
2 96,1 0,8
OTA 4 97,1 0,8
8 95,3 10,6

Tabela 4 — Contaminacédo de alternariol (AOH), alternariol monometil éter (AME), citrinina

(CIT) e ocratoxina A (OTA) em 111 amostras de vinhos analisadas.

Faixa de

) _ NUmero de amostras o indice de positividade
Micotoxinas ) contaminagdo
contaminadas 1 (%)
(Mg L)
ACH 81 1,03-21,4 72,9
AME 48 1,01 -5,03 43,2
CIT 0 0 0,0

OTA 2 1,04 -1,58 1,8




3 DISCUSSAO

Inicialmente, o projeto dessa pesquisa visava desenvolver um método que analisasse
cinco micotoxinas em vinhos simultaneamente. ApGs realizar os primeiros testes de
espectrometria, constatou-se que a fonte de ionizacdo ESI ndo gerava espectros de massas de
qualidade para a analise de PAT, enquanto que para as outras micotoxinas, a formacao de ions
era muito mais eficiente quando comparada a fonte de ionizacdo APCI. Com isso, decidiu-se
pelo desenvolvimento de dois métodos analiticos, uma vez que ndo é possivel acoplar no
equipamento espectrometro de massas duas fontes de ionizagdo concomitantemente.

E importante ressaltar que o desenvolvimento de um método para analise de patulina
através de CLAE/MS/MS e de grande valia, pois além de permitir uma anélise rapida, elimina
o risco de interferéncia com hidroximetilfurfural, comum em métodos de analise de patulina
por deteccdo ultravioleta, gerando resultados mais especificos.

Outro fator fundamental para a definicdo de dois métodos de analise foi a preparacédo
de amostras. Como estudado na literatura e constatado em laboratorio, a extragdo da PAT néo
é muito simples e exige varios cuidados durante o procedimento, uma vez que a molécula de
PAT, por ser um composto muito instavel, pode sofrer degradacdo antes da analise. Assim,
desenvolveu-se um método analitico por espectrometria de massas para analise de PAT com
varias etapas durante o processo de preparacdo das amostras para analise. O procedimento
envolveu extragdo com solvente, agitacdo em equipamento vortex, congelamento por 24
horas, concentracdo em banho-maria, ressuspensdo e, por fim, diluicdo. A etapa de
congelamento de amostras, até entdo nunca citada na bibliografia para analise de patulina, foi
um fator importantissimo para a eficiéncia do método, uma vez que esse procedimento
contribuiu para a diminuicdo de interferéncia no processo de ionizagdo dos compostos
causada por substancias promotoras de efeito matriz.

Ao contrario, o0 método desenvolvido para analise das outras quatro micotoxinas
(AOH, AME, CIT e OTA) envolveu espectrometria de massas com fonte de ionizacdo por
ESI e apenas uma etapa de preparacdo de amostra para analise, a dilui¢cdo. Assim, 0 segundo
método proposto permite analises mais rapidas que o primeiro, além de analisar quatro
micotoxinas simultaneamente, em um curto intervalo de tempo. Além disso, diluicdo da
amostra como Unica etapa de preparagdo permitiu reducdo no custo de analise, uma vez que

dispensa o uso de solventes e de equipamentos para extracao.



64

Referente a cromatografia, os dois métodos igualam-se quanto ao tempo de corrida
cromatogréfica e quanto a fase movel utilizada: os dois métodos separam os compostos em 10
minutos com gradiente de eluicdo utilizando agua, acetato de aménio e metanol. As diferencas
cromatograficas entre os dois métodos estdo nas porcentagens de fase movel ao longo da
corrida cromatografica e nas colunas utilizadas: coluna Cyg para PAT e coluna Cg para AOH,
AME, CIT e OTA.

Quanto as analises realizadas em amostras de vinhos, percebe-se que os vinhos nao
representam risco a saude dos consumidores em relacdo a intoxicacdo por CIT e PAT. No
entanto, os altos indices de positividade de AOH e AME revelam a necessidade de que haja
um controle rigoroso durante a producdo do vinho, com o propoésito de evitar a presenca desse
contaminantes e consequentes danos a saude humana. Além disso, é necessario estabelecer
limites maximos toleraveis dessas micotoxinas em alimentos, a fim de controlar a qualidade
dos vinhos comercializados no Brasil e assim, preservar a saide dos consumidores.

Quanto a OTA, presume-se que a baixa contaminacdo (1,8%) demonstrada no estudo
deve-se ao fato de que as amostras analisadas eram de vinhos produzidos no sul da América
do Sul, onde o clima ndo é tdo favoravel ao crescimento dos fungos produtores quando
comparado ao clima de regides de baixa latitude, onde a ocorréncia de OTA normalmente é
maior.

Por fim, os métodos foram validados para analise de vinhos, mas poderdo ser
utilizados futuramente para analise em outras matrizes. O método de anédlise de PAT, por
exemplo, pode ser adaptado e validado para analise em suco e polpa de maca, enquanto que o
método de AOH, AME, CIT e OTA pode ser adaptado para analise em suco de uva e polpa de

tomate, matrizes onde essas micotoxinas também podem estar presentes.



4 CONCLUSOES

o Foram desenvolvidos dois métodos analiticos para analise de micotoxinas em vinhos
utilizando CLAE/MS/MS. O primeiro utilizou ionizagdo quimica a pressao atmosférica para
anélise de patulina (PAT). O segundo utilizou ionizacdo por electrospray para anélise de
alternariol (AOH), alternariol monometil éter (AME), citrinina (CIT) e ocratoxina A (OTA).

o Os métodos foram validados conforme as recomendacdes do INMETRO.

o Os métodos propostos estdo adequados para atender tanto a legislacdo brasileira como

a legislacdo europeia quanto aos limites maximos permitidos para OTA e para PAT.

o Entre as amostras de vinhos analisadas, nenhuma apresentou contaminag¢do com CIT
ou com PAT, demonstrando que os vinhos ndo apresentam perigo a satde dos consumidores
por ocasido da intoxicacdo com esses compostos. No entanto, 72,9% apresentaram AOH e
43,2%, AME, evidenciando a necessidade de controle de qualidade em vinhos e da elaboracdo

de uma legislacdo quanto a presenca dessas micotoxinas.
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ANEXO

Anexo A - Normas para publicagdo

NORMAS DE PUBLICACAO para a Revista Quimica Nova

GERAL - Serdo considerados para publicacdo na Revista Quimica Nova manuscritos em
Portugués, Inglés e Espanhol, que cubram as areas tradicionais da Quimica bem como artigos
sobre Ensino de Quimica, Histdéria da Quimica, Politica Cientifica, etc., além de artigos de
areas afins, desde que tenham acentuado conteddo quimico. Os trabalhos devem se encaixar

dentro de uma das modalidades abaixo:

Artigos Originais: refere-se a trabalhos inéditos de pesquisa. Devem seguir a forma usual de
apresentacdo, contendo Introducdo, Resultados e Discussdo, Parte Experimental etc, de
acordo com as peculiaridades de cada trabalho. Deverdo ter no maximo 25 paginas, incluindo

figuras, tabelas, esquemas, etc e todas as paginas deverdo ser numeradas.

Artigos de Revisdo: destinados a apresentacdo do progresso em uma area especifica de
Quimica, com o objetivo de dar uma visdo critica do estado da arte do ponto de vista do
especialista altamente qualificado e experiente. Deverdo ter no méaximo 40 paginas, incluindo

figuras, tabelas, esquemas, etc e todas as paginas deverdo ser numeradas.

E imprescindivel que, na referida area, o autor tenha publicacbes que comprovem a sua
experiéncia e qualificacdo. Antes do envio do manuscrito, o autor devera submeter a editoria,
por e-mail, um resumo da revisdo pretendida e lista de publicacdes, acompanhados de uma
carta explicativa da pertinéncia do trabalho. O material serd analisado pelos Editores e, uma
vez aprovado, sera solicitado ao autor o envio do manuscrito completo, dentro das normas

de QN, e sO entdo sera dado inicio ao processo de avaliagao pelos assessores.

O Corpo Editorial de QN podera, eventualmente, convidar pesquisadores qualificados para

submeter artigo de reviséo.
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Artigos sobre Educacdo: trabalhos de pesquisas relacionadas ao ensino de Quimica e
divulgacdo de experiéncias inovadoras no ensino de graduacdo e pos-graduacdo. Deverdo ter
no maximo 25 péaginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas, etc e todas as paginas deverao

ser numeradas.

Notas Técnicas: trabalhos de comunicacdo de métodos, validacdo de métodos, técnicas,
aparelhagens ou acessorios desenvolvidos no laboratério de origem do autor do
manuscrito. Deverdo ter no maximo 25 paginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas, etc e

todas as paginas deverdo ser numeradas.

Assuntos Gerais: abordagem de assuntos de interesse geral dos quimicos, tais como politica
cientifica, programas de graduacdo e po6s-graduacdo, historia da quimica. etc. Deverao ter no
maximo 40 péaginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas etc. e todas as paginas deverdo ser

numeradas.

PREPARACAO DE MANUSCRITOS - Todos os trabalhos deverdo ser digitados em
espaco duplo, utilizando somente Microsoft Word. A seguir, deve ser gerado um Unico
arquivo no formato .pdf, do trabalho todo, para ser submetido através do sistema on line de
QN. A revista ndo aceita a submisséo de trabalhos por outra forma.

A primeira pagina devera conter o titulo do trabalho, nome e endereco dos autores. Havendo
autores com diferentes enderecos, estes deverdo vir imediatamente ap6s o nome de cada autor.
Os autores deverdo ser agrupados por endereco. O autor para correspondéncia, que devera ser
0 mesmo que submete o artigo on line, devera ser indicado com asterisco (*) e seu e-mail

colocado no rodapé da pagina (um sé e-mail).

A segunda pagina devera conter o titulo e o resumo do trabalho em inglés (abstract), com no
maximo 100 (cem) palavras, e a indicagdo de 3 palavras-chave (keywords), também em

inglés.

As figuras (incluindo gréaficos, esquemas, etc) deverdo ser em nimero maximo de 7 figuras
simples e ter qualidade grafica adequada (usar somente fundo branco). Para nimero maior ver
o item Material Suplementar. As figuras, tabelas, esquemas, etc deveréo ser colocadas apos as

referéncias e devidamente identificadas pelo respectivo nimero. Se escaneadas, deverao ser
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em alta resolugéo (800 dpi/bitmap para tragos).. No caso particular de esquemas contendo
estruturas quimicas, estas deverdo ter sempre a mesma dimensdo, para que possam ser
reduzidas uniformemente, além de boa qualidade grafica. Considerar que as figuras deverédo

ter largura maxima de uma coluna (8,5 cm).

Figuras coloridas terdo custo de publicacéo repassado aos autores, quando da publicacdo. Esse
valor sO poderd ser informado aos autores quando o trabalho estiver previsto para ser
publicado, ocasido em que a grafica fornece o orgcamento. A publicacdo de figuras coloridas

na versao online é isenta de custos.

Para figuras, graficos, esquemas, tabelas, etc idénticos aos ja publicados anteriormente na
literatura, os autores deverdo pedir permissdo para publicacdo junto a empresa/sociedade
cientifica que detenha os direitos autorais e envia-la a editoria de QN junto com a verséo final

do manuscrito.

As referéncias deverdo ser numeradas consecutivamente no texto, na forma de expoentes,
apos a pontuacdo (se houver). A lista de referéncias devera ser colocada no final do texto. As
legendas das figuras, graficos e esquemas deverdo ser colocadas em uma Unica folha a parte,
separadas das figuras. A seguir, deverdo ser colocadas as figuras, os graficos, 0s esquemas, as
tabelas e os quadros. Colocar os titulos acima de cada tabela. No texto, devera ser indicada

apenas a insercdo de cada um(a).

Referéncias

Revistas:

Sera utilizada a abreviatura da revista como definida no Chemical Abstracts Service Source

Index (ver http://www.cas.org/content/references/corejournals). Caso a abreviatura autorizada
de uma determinada revista ndo puder ser localizada e ndo for 6bvio como o titulo deve ser

abreviado, deve-se citar o titulo completo.

1. Varma, R. S.; Singh, A. P.; J. Indian Chem. Soc. 1990, 67, 518.

2. No caso especial da revista citada ndo ser de facil acesso, é recomendado citar o seu

numero de Chemical Abstract, como segue:


http://www.cas.org/content/references/corejournals
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Provstyanoi, M. V.; Logachev, E. V.; Kochergin, P. M.; Beilis, Y. L.; Izv. Vyssh. Uchebn.
Zadev.; Khim. Khim. Tekhnol. 1976, 19, 708. (CA 85:780515s).

3. Caso o trabalho tenha doi, mas ndo a referéncia completa, citar doi da seguinte maneira:

Vidotti, M.; Silva, M. R.; Salvador, R. P.; de Torresi, S. I. C.; Dall'Antonia, L.
H.;Electrochimica Acta (2007), doi:10.1016/j.electacta.2007.11.029.

E recomendado o uso de referéncias compostas na medida do possivel, em lugar de uma lista

de referéncias individuais. O estilo das referéncias compostas é o seguinte:

4. Varela, H.; Torresi, R. M.; J. Electrochem. Soc. 2000, 147, 665; Lemos, T. L. G.; Andrade,
C. H. S.; Guimaraes, A. M.; Wolter-Filho, W.; Braz-Filho, R.; J. Braz. Chem. Soc. 1996, 7, 123;
Angelo, A. C. D.; de Souza, A.; Morgon, N. H.; Sambrano, J. R.; Quim. Nova 2001, 24, 473.

Patentes:

Devem ser identificadas da seguinte forma (na medida do possivel o nimero do Chemical

Abstracts deve ser informado entre parénteses).

5. Hashiba, I.; Ando, Y.; Kawakami, I.; Sakota, R.; Nagano, K.; Mori, T.; Jpn. Kokai Tokkyo
Koho 79 73,771 1979. (CA 91:P193174v)

6. Kadin, S.B.; US pat. 4,730,004 1988. (CA 110:P23729y)
7. Eberlin, M. N.; Mendes, M. A.; Sparrapan, R.; Kotiaho, T. Br Pl 9.604.468-3,1999.
Livros:

com editor(es):

8. Regitz, M. Em Multiple Bonds and Low Coordination in Phosphorus Chemistry; Regitz,
M.; Scherer, O. J., eds.; Georg Thieme Verlag: Stuttgart, 1990, cap. 2.

sem editor(es):

9. Cotton, F.A.; Wilkinson, G.; Advanced Inorganic Chemistry, 5™ ed., Wiley: New York,
1988.
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Programas de computacao (Softwares):

10. Sheldrick, G. M.; SHELXL-93; Program for Crystal Structure Refinement; Universidade
de Gottingen, Alemanha, 1993.

Teses:

11. Velandia, J. R.; Tese de Doutorado, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Brasil,
1997.

Material apresentado em Congressos:

12. Ferreira, A. B; Brito, S. L.; Resumos da 20% Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
Quimica, Pogos de Caldas, Brasil, 1998.

Paginas Internet:
http://www.sbq.org.br/jbcs, acessada em Junho 2001.
Material ndo publicado:

Para material aceito para publicagdo: Magalhédes, U. H.; J. Braz. Chem. Soc., no prelo. Para
material submetido mas ainda ndo aceito: Magalh&es, U. H.; J. Braz. Chem. Soc., submetido.
Para trabalho ndo publicado ou comunicacdo pessoal: Magalhdes, U. H.; trabalho néo
publicado ou Magalhdes, U. H., comunicacdo pessoal. Os resultados ndo publicados so6

poderdo ser citados com a permissao explicita das pessoas envolvidas na sua obtencéo.

Os autores devem procurar seguir, naquilo que for possivel, as normas recomendadas pela
IUPAC, inclusive o Sistema Internacional de Unidades. Sobre a nomenclatura de compostos
(organicos e inorganicos) ja ha traducdes para a lingua portuguesa publicadas em QN. Quanto
aos Simbolos e Terminologias, onde ndo ha traducdo, espera-se que adaptacao seja feita pelos

autores, criando entdo, paulatinamente, um conjunto de normas em portugués.

SUBMISSAO DOS ARTIGOS — A QN oferece aos autores a submissdo on line, que pode
ser acessada através do registro de Login e Senha. E possivel registrar-se em nossa home page

(http://quimicanova.sbg.org.br) usando a opgdo Novo Usuério. ApoOs estar cadastrado no

sistema, o0 autor pode facilmente seguir as instru¢fes fornecidas na tela. Sera solicitada
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a submissdo de um dnico arquivo do manuscrito completo, em formato .pdf. Esta disponivel

uma ferramenta para gerar o arquivo .pdf, a partir de arquivo .doc ou .rtf, com envio
automatico para o e-mail do autor. Tdo logo seja completada a submissdo, o sistema
informara automaticamente, por e-mail, o codigo temporario de referéncia do manuscrito, até
que este seja verificado pela editoria. Entdo serd enviado e-mail com o nimero de referéncia
do trabalho.

Se ndo for recebido o e-mail com codigo de submissdo temporéaria, por algum motivo, a
submissdo ndo foi completada e o autor terd prazo maximo de 5 (cinco) dias para completa-la.

Depois desse prazo, o sistema ndo permite o envio, devendo ser feita nova submissao.
O autor podera acompanhar, diretamente atraves do sistema, a situacdo de seu manuscrito.

Ao fazer a submissdo, solicita-se uma carta de apresentacdo, que devera ser digitada no local

indicado, sendo obrigatoria a apresentacdo dos e-mails de todos os autores. Além disso,

devem ser enviados também os nomes, instituicdes a que pertencem e e-mails de trés ou
quatro possiveis assessores, que ndo podem pertencer a(s) mesma(s) instituicdo(des) dos

autores.

Material Suplementar — Esta modalidade foi criada para que na versdo impressa da revista
apareca 0 numero estritamente necessario de figuras e tabelas (6 a 7 figuras simples).
Ressalta-se que, como este material ficara disponivel apenas na versdo on line, figuras, tabelas
e ilustragdes coloridas apresentadas na forma de material suplementar ndo terdo custo

repassado aos autores, nem limite de paginas. Porém, devem ter boa qualidade gréfica.

O material suplementar devera ser colocado no final do trabalho, com indicacéo clara. Devera

ser submetido um unico documento .pdf, incluindo o material suplementar.

Os Editores poderdo solicitar aos autores, em qualquer fase da tramitacdo, a separacdo de

Material Suplementar.

MANUSCRITOS REVISADOS — Manuscritos enviados aos autores para revisdo deverdo

retornar a Editoria dentro de prazo méaximo de trinta dias ou serdo considerados retirados,
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sendo que o sistema encerra 0 processo, ndo permitindo que seja reaberto. Vencido o prazo,

devera ser feita nova submissdo, dando inicio a um novo processo.

A submissdo do manuscrito revisado devera ser feita pelo mesmo autor, usando o Login e a
Senha registrados anteriormente. O autor deve seguir as instru¢des fornecidas na tela, para
envio do documento .pdf completo da versdo revisada. Deve ser redigida uma carta de
encaminhamento, em pdf, aos assessores, detalhando as alteragcdes feitas na nova versao e
justificando as alteracdes sugeridas nos pareceres e que ndo foram aceitas pelos autores. Esses
dois arquivos devem ser enviados através da secdo Envio de Nova Versdo, na Pagina do
Autor, no sistema de submisséo on line de QN.

Tao logo seja completada a submissdo o sistema informard automaticamente, por e-mail, o
codigo temporério de referéncia do manuscrito, até que ele seja verificado pela editoria. Entéo

sera enviado e-mail contendo o nimero de referéncia do trabalho.

Se ndo receber 0 e-mail com codigo de submissdo temporéria, por algum motivo, a submissao
ndo foi completada e o autor terd prazo méaximo de 5 (cinco) dias para completa-la. Depois

desse prazo, o sistema ndo permite o envio, devendo ser feita nova submisséo.

O autor podera acompanhar, diretamente através do sistema, o status de seu manuscrito.

VERSAO FINAL -Quando for solicitada a versdo final, o autor receberd instrucdes
especificas quanto a programas para envio de arquivos (texto, figuras, tabelas, etc.). Arquivos

em formato .pdf ndo sdo mais solicitados nessa fase.

Se as Figuras forem escaneadas, deverdo ser em alta resolucao (800 dpi/bitmap para tracgos)
com extensdo tif ou jpg, desde que nas dimensdes especificadas pelos Editores. As fotos ou
desenhos com cor (300 dpi/grayscale) deverdo ser enviadas com extenséo tif/jpg, com largura
méaxima total de 8,5 cm para ndo haver problemas ao aplica-las no padréo da Revista. Outras
extensdes possiveis: cdr, eps, cdx ou opj. No caso particular de esquemas contendo estruturas
guimicas, estas deverdo ter sempre a mesma dimensdo, para que possam ser reduzidas

uniformemente.
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A Editoria de QN reserva-se o direito de efetuar, quando necessario, pequenas alteragdes nos
manuscritos, de modo a adequa-los as normas da revista ou tornar seu estilo mais claro,
respeitando, naturalmente, o contetdo do trabalho. Qualquer que seja a natureza do
manuscrito submetido, ele deve ser original em nivel de metodologia, informacao,
interpretacdo ou critica. A qualificacdo do trabalho serd atestada por dois consultores,
indicados pela Editoria.

Copyright ©2012 Sociedade Brasileira de Quimica

Para publicacdo, requer-se que os manuscritos submetidos a esta revista ndo tenham sido|
publicados anteriormente e ndo sejam submetidos ou publicados simultaneamente em outro
periddico. Ao submeter 0 manuscrito, os autores concordam que o copyright de seu artigo|
seja transferido & Sociedade Brasileira de Quimica (SBQ), se e quando o artigo for aceito
para publicacéo. O copyright abrange direitos exclusivos de reproducéo e distribuicdo dos
artigos, inclusive separatas, reproducfes fotograficas, microfilmes ou quaisquer outras
reproducdes de natureza similar, inclusive tradugdes. Nenhuma parte desta publicacdo pode
ser reproduzida, armazenada em bancos de dados ou transmitida sob qualquer forma ou
meio, seja eletronico, eletrostatico, mecénico, por fotocdpia, gravacdo, midia magnética ou
algum outro modo, sem permissdo por escrito da detentora do copyright. Embora todo
esforgo seja feito pela SBQ, Editores e Conselho Editorial para garantir que nenhum dado,
opinido ou afirmativa errada ou enganosa aparecam nesta revista, deixa-se claro que o
contelido dos artigos e propagandas aqui publicados sdo de responsabilidade, Unica e
exclusiva, dos respectivos autores e anunciantes envolvidos. Conseqiientemente, a SBQ, o
Conselho Editorial, os Editores e respectivos funcionérios, diretores e agentes isentam-se,
totalmente, de qualquer responsabilidade pelas consequéncias de quaisquer tais dados,

opinides ou afirmativas erradas ou enganosas.




