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RESUMO

Métodos utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometro de massa/massa (LC-MS/MS) foram desenvolvidos para diferentes
grupos de micotoxinas e avaliados em castanha-do-Brasil. (a) Desenvolvimento
de um Método para Determinacdo de Aflatoxinas Bi, B, Gi, e G, por LC-
MS/MS em castanhas-do-Brasil. O primeiro método foi desenvolvido utilizando
ionizagdo quimica a pressdo atmosférica (APCI) no modo positivo [M+H]', para
determinacdo simultanea das aflatoxinas (AFLs) Bi, B, Gi, e G, em castanhas-
do-Brasil. Através da monitoracdo de mudltiplas reacdes foi possivel analisar as
transicbes das AFLs aumentando assim a especificidade e sensibilidade. A
separacao das AFLs foi realizada utilizando uma coluna Cg e um gradiente de fase
movel composta por agua:metanol (ambos com 25 mM de acetato de amonia) em
um tempo total de corrida de 7 minutos. A extracdo das toxinas foi conduzida
utilizando uma solucdo de acetonitrila:agua (80:20) e nado foi utilizada etapa de
limpeza. Os valores de limite de deteccédo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) do
método para AFB1, AFB,, AFG; e AFG; foram 0.04; 0.045; 0.050 e 0.060 pg.kg™ e
0.08, 0.09, 0.10 e 0.12 pg.kg’ respectivamente. Os coeficientes de correlagéo
para as toxinas foram excelentes e a linearidade foi obtida em uma faixa de 0.005,
0.02 0.25 e 0.04 até 0.5, 2.0, 25 e 4.0 pg.kg™* para cada toxina respectivamente.
Os componentes da matriz ndo influenciaram a deteccdo e quantificacdo das
AFLs. Os valores de recuperacdo ficaram entre 92 e 100 % e valor do SAFLs
obtidos a partir de amostras naturalmente contaminadas esteve entre 1.2 & 11.5
Hg.kg™. (b) Desenvolvimento de Métodos para 15 Micotoxinas por LC-MS/MS
Utilizando lonizagcdo Quimica por Pressdao Atmosférica e por Eletrospray.
Neste estudo dois métodos foram desenvolvidos para quantificacdo de 15
micotoxinas APCI e eletrospray (ESI) como fontes de ionizagédo. A separacéo foi
realizada utilizando uma coluna Cig e gradientes de fase modvel compostas de
metanol:agua @mbos com 25 mM e acetato de amoénia). As toxinas estudadas
foram AFLs, citrinina (CTR), fumonisinas (FB; e FB;), ocratoxina A (OTA),
tricotecenos (NEO; 15ADON; 3ADON; DAS; HT2; T) e zearalenona (ZON). Os
tempos cromatograficos para os métodos foram de 11.5 e 9.5 minutos para APCI
e ESI respectivamente. APCI n&o foi capaz de ionizar FB;; FB,; CTR e OTA e a
ESI néo foi capaz de ionizar as AFLs. Os LOQs utilizando APCI foram 0.25, 2.5,
0.7, 0.01, 0.015, 0.015, 0.02, 0.2, 1.0, 0.5 e 0.05 pg.kg* para NEO; 15ADON;
3ADON; AFB;; AFB;; AFG;; AFG,. DAS; HT,, T, e ZON respectivamente.
Utilizando ESI, os LOQs foram de 0.1, 1.5, 0.14, 0.04, 0.08, 0.1, 0.2, 0.08, 2.5,
0.08 e 0.05 pg.kg™! para NEO; 15ADON; 3ADON; DAS; HT2; Tz; FB1; FB2; CTR;
OTA e ZON respectivamente. Sete micotoxinas foram ionizadas pelas duas fontes
de ionizacdo. Todavia, os LOQs foram menores utilizando ESI. Os dois métodos
desenvolvidos mostraram vantagens e desvantagens quando comparados e a
escolha da fonte de ionizacdo dependera do objetivo do estudo. Os dois estudos
confirmaram o uso da espectrometria de massas como uma das melhores
ferramentas para analise de micotoxinas em alimentos, especialmente devido as
restricdes das legislacdes internacionais.



ABSTRACT

Liquid chromatography with mass/ mass spectrometry (LC-MS/MS) methods were
developed for mycotoxins of different groups and evaluated in dried Brazil-nut
matrices. (a) Development of a LC-MS/MS Method for the Determination of
Aflatoxins By, By, G;, and G in Brazil Nut. The first method was developed
using atmospheric pressure chemical ionization in the positive mode [M+H]", for
simultaneous determination of the aflatoxins (AFLs): AFB;, AFB,, AFG; and AFG;
in Brazil nuts matrix. By means of multiple reaction monitoring it was possible to
analyze the AFLs fragment ions to increase specificity and sensitivity. The
separation of the toxins was carried out in a Cg column with gradient mobile phase
composed of water:methanol (25 mM ammonium acetate) in a total run time of 7.0
min. The toxin extraction solvent was acetonitrile:water (80:20) and no clean up
was required for the Brazil nut samples. The method values of LOD and LOQ for
AFB;, AFB,, AFG, and AFG;, were 0.04; 0.045; 0.050 and 0.060 pg.kg™; 0.08,
0.09, 0.10 and 0.12 pg.kg?, respectively. The toxins correlation coefficients were
excellent and the linearity obtained was over the range of 0.005, 0.02 0.25 and
0.04 to 0.5, 2.0, 25 and 4.0 ug.kg! for each toxin, respectively. The Brazil nut
matrix did not influence the AFLs detection and quantification. The method
recoveries from the Brazil nuts were between 92 and 100% and SAFL levels
obtained from naturally contaminated samples ranged from 1.2 to 11.5 pg.kg™. (b)
Development of Methods for 15 Mycotoxins by LC-MS/MS Using Atmospheric
Pressure Chemical and Electrospray lonizations. In this study, two methods
were developed for quantification of 15 mycotoxins in a single injection using
atmospheric pressure chemical ionization (APCI) and eletrospray ionization (ESI)
as ionization sources and compared. The separation was performed using a Cis
column and the mobile phase solvents used were methanol and water (both with
25 mM of ammonium acetate). The toxin studied were: AFLs (AFB;1; AFB,; AFGy;
AFG,), CTR, fumonisins (FB1. FB>), OTA, trichotecenes (NEO; 15ADON; 3ADON;
DAS; HT2; T2) and ZON. The chromatography time for methods using APCI and
ESI was 11.5 and 9.5 min, respectively. The mycotoxins that were able to be
ionized by APCI were NEO; 15ADON; 3ADON; AFB;i; AFBy;, AFG1; AFG,. DAS;
HT, and T, (positive mode) and ZON (negative mode). ESI ionized NEO; 15ADON;
3ADON; DAS; HT,; T2; FBy; FBp; CTR and OTA (positive mode) and ZON
(negative mode). The limits of quantification (LOQ) using APCI were 0.25, 2.5, 0.7,
0.01, 0.015, 0.015, 0.02, 0.2, 1.0, 0.5 and 0.05 pg.kg™ for NEO; 15ADON; 3ADON;
AFB1; AFB2; AFG:; AFG2: DAS; HT2 and T. and ZON respectively. Using ESI were
0.1, 1.5, 0.14, 0.04, 0.08, 0.1, 0.2, 0.08, 2.5, 0.08 and 0.05 pg.kg™ for NEO;
15ADON; 3ADON; DAS; HTy Ta; FB1; FBy; CTR; OTA and ZON espectively.
Seven mycotoxins were ionized by both IS. However their LOQ were lower using
ESI. Aflatoxins were ionized only by APCI. The methodologies developed with the
two IS showed different advantages. IS selection will depend on the study
purposes. The two studies confirmed the use of MS spectrometry as one of the
best tools for mycotoxin analysis in food, especially due to the very restrict
international regulation.
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1 INTRODUCAO

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por fungos
filamentosos. S&o produzidas principalmente por cinco géneros de fungos:
Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Alternaria e Claviceps. A producdo dos tipos e
guantidades de micotoxinas varia de ano a ano e depende de fatores como a
espécie de fungos, composicdo do alimento e condicdes climaticas. Estas
substancias podem estar presentes em alimentos para consumo humano e animal
e sua principal via de entrada é a ingestdo de alimentos tais como gréos, leite,
ovos e seus produtos. A intoxicagdo provocada pelas micotoxinas produz diversos
efeitos no organismo tais como: hepatotdxicos, nefrotoxicos, estrogénicos,
neurotoxicos, hemorragicos e imunotoxicos. A exposicdo a micotoxinas pode
levar a mutagénese, teratogénese e carcinogénese.

Outro aspecto importante dos efeitos provocados pelas micotoxinas éo
impacto negativo na economia de diversos paises exportadores. Dos critérios para
estimar o impacto econdmico produzido pelas micotoxinas, 0S principais Sao:
perda de vidas humanas e animais, perdas na producdo de grdos e queda no
rendimento de crescimento e reproducdo de animais. Também s&o critérios os
custos com armazenagem e tratamento dos grdos e alimentos processados,
custos com restricdbes de legislacdo e gastos com pesquisas para avaliar o
impacto e severidade relacionados as micotoxinas. E estimado que cerca de 25 %
da producdo mundial de gréos e 20 % da producdo de graos da Unido Européia
sdo contaminadas com estas toxinas. As perdas econdmicas provocadas pelas
micotoxinas sado praticamente impossiveis de serem avaliadas com precisao.

Todavia, a Food and Drugs Administration (FDA) produziu estimativas baseadas
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em modelos de computador e concluiram que cerca de 932 milhdes de doélares é o
custo anual gasto por perdas com graos contaminados nos Estados Unidos.

Com o intuito de minimizar os efeitos das micotoxinas, diversos paises tem
instituido legislacdes para controle das mesmas, estabelecendo limites maximos
seguros das micotoxinas em alimentos. Ao compararmos a situacao desde 1995
até 2003, é possivel verificar que ocorreu um aumento de 30 % no numero de
paises com legislacdo e também um acréscimo no numero de micotoxinas
inclusas e em muitos casos uma diminuigdo nos limites considerados seguros. Ao
mesmo tempo, diversas legislacfes estdo sendo harmonizadas entre paises que
compde blocos econdmicos como Unido Européia e Mercosul.

Com as restricdes cada vez maiores exigidas pelas legislacdes, aumento do
namero de toxinas regulamentadas e diminuicdo dos limites maximos permitidos,
principalmente pela Unido Européia e paises desenvolvidos, ha uma necessidade
cada vez maior de desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos que
possam suprir essas exigéncias. Atualmente, os métodos mais utilizados para
deteccéo e quantificacdo de micotoxinas estdo relacionados principalmente com
os tipos de micotoxinas a serem analisadas, e preferencialmente utilizam técnicas
de imunoensaios, cromatografia em camada delgada, cromatografia gasosa com
detector de captura de elétron (CG-ECD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE) com detectores de fluorescéncia (FL) e de ultravioleta (UV). Métodos

utilizando estas técnicas estdo presentes em publicacdes oficiais como
Association of Official Analytical Chemists e Committee of European
Normatization, e aceitos por praticamente todas as legislacdes. Porém eles ainda

possuem algumas limitagcdes e dificuldades tais como longo tempo nas etapas de
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extracdo e limpeza, gasto de grandes volumes de solventes toxicos, sensibilidade,
dificuldade em andlise de multi-toxinas principalmente de gupos diferentes de
micotoxinas e necessidade de métodos de confirmacao.

Essas limitacbes tém levado pesquisadores a buscar novos métodos.
Atualmente, a aplicacdo de detectores de massa/massa (MS/MS) acoplados a
CLAE e CG aparecem como uma das melhores ferramentas para andlise de
micotoxinas. Estes detectores tém como base a analise da massa do analito,
ampliando sua especificidade e conseqientemente sua seletividade e
sensibilidade. Estudos desenvolvidos com estes detectores tém demonstrado uma
diminuicdo nos limites de deteccdo e quantificacdo quando comparados com 0S
métodos tradicionais. Outra vantagem € a diminuicdo no tempo de andlise, pois
sua seletividade e especificidade reduzem consideravelmente as etapas de
extracdo das micotoxinas e limpeza, bem como a seguranga nos resultados, pois
ndo necessitam de etapas de confirmacdo sendo considerados auto
confirmatorios. Todavia, provavelmente a maior vantagem do uso destes
detectores € a possibilidade de analise de multi-toxinas provenientes de diversos
géneros de fungos toxigénicos, em um unico processo de extracdo e deteccao,
caracteristica esta que faz com que este detector fique muito a frente dos demais.
Existe atualmente uma tendéncia mundial quanto a andlise simultdnea de multi-
toxinas, isto por que diversos estudos tém demonstrado uma acéo sinérgica entre
as micotoxinas. Varias micotoxinas podem estar presentes em uma mesma matriz,
sendo que suas concentraces individuais estejam abaixo dos limites maximos
permitidos, porém suas presengas simultaneas tém revelado danos provenientes

justamente pelo sinergismo de suas ac¢fes toxicas, Portanto, o uso de métodos de
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deteccdo de diversas micotoxinas ao mesmo tempo torne-se indispenséavel para
conclusbes mais precisas deste efeito sinérgico, para uma maior protecdo dos
consumidores e atualizacdo das legislacfes atuais.

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de métodos para multi-
toxinas por LC-MS/MS para (a) aflatoxinas (AFB;, AFB», AFG;, AFG>) e aplicacdo
em andlises de castanha-do-Brasil, bem como (b) para 15 toxinas de diferente
grupos quimicos (citrinina, fumonisinas [FB1 e FB2], ocratoxina A, patulina,
diversos tricotecenos e zearalenona), frente a duas fontes de ionizag&o: ionizagéo
quimica a pressdo atmosférica e ionizacdo por eletrospray comparando-as para

futura aplicacdo em alimentos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Micotoxinas

O termo micotoxina é proveniente do termo grego mykes que significa fungo
e do latin toxicum que significa veneno. Este termo foi utilizado pela primeira vez
em 1962 apds uma crise veterinaria incomum préxima a Londres, Inglaterra, onde
cerca de 100 000 perus norreram apds a ingestdo de racdo contendo farelo de
amendoim proveniente do Brasil. A doenca foi chamada de doenca X dos perus.
Apés analise do farelo foi verificada pela primeira vez a presenca de fungo
produtor (Aspergillus flavus) da toxina denominada a partir deste de aflatoxinas
(AFLs). Todavia, surgimento de casos de cancer de figado em trutas, relacionados
com a ragao contendo sementes de algodéo, foram documentadas em meados de
1935 e no gado em torno de 1953. A relacdo do Ergot e doencas animais
provavelmente nao foi reportado até a idade média, considerando que algumas
atividades biologicas do ergot eram conhecidas pelos chineses a mais de 5 000
anos atras. Existem varias documentacées de casos de ergotismo em animais
domésticos e gado nos Estados Unidos no século XIX implicando a presenca de
ergot como causa de problemas de producdo animal. Nos anos 30 gréos
provenientes dos Estados Unidos foram embargados pela Alemanha devido a
presenca de fatores causadores de inibicdo de ingestdo de alimento pelos
animais, provavelmente deoxinivalenol (DON) e outros tricotecenos. Casos de

Leucoencefalomaldcia em equiinos relacionados pela primeira vez com a ingestao
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de milho mofado foram reportados em 1891, hoje se sabe que provavelmente
foram causados pela presenca de fumonisinas (FBs). O consumo de milho
contaminado com Fusarium verticillioides foi a primeira indicacdo de que milho
mofado poderia causar a sindrome de edema pulmonar em suinos. Apés a
descoberta das FBs, o surgimento de casos de edema pulmonar em suinos
mostraram-se sendo causados pela presenca de FBs. A associacdo de
estrogeinismo em porcos com o consumo de grdos mofados sdo conhecidos
desde 1928. A ocratoxina A (OTA) foi isolada e identificada no final dos anos 70 e
relacionada com doencas renais em cavalos e porcos (BINDER, 2007; MORGAVI
e RILEY, 2007).

Em 1993, a Organizacdo Mundial de Saude-Agéncia Internacional de
Pesquisas do Cancer (WHO-IARC) avaliaram o potencial carcinogénico de
algumas micotoxinas e as classificaram. As AFLs foram classificadas como
carcinogénicas para seres humanos (Grupo 1) enquanto que as FBs e OTA foram
classificadas como possivelmente carcinogénicas (Grupo 2B). Tricotecenos e
zearalenona (ZON) foram classificadas como ndo carcinogénicas para seres
humanos (Grupo 3). Os riscos provocados pelas micotoxinas para saude humana
e animal vem sendo avaliados exaustivamente até os dias atuais (HUSSEIN e
BRASEL, 2001).

Em geral, as micotoxinas sao lipofilicas (com excessao da FB1) e tendem a
acumular-se no tecido adiposo. O impacto das micotoxinas na saude depende da
quantidade consumida, a toxicidade do composto, peso, espécie e idade do

individuo, presenca de outras micotoxinas (efeito sinérgico) e outros fatores
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relativos a dieta. As principais micotoxinas sdo: AFLs, FBs, OTA, ZON, citrinina

(CTR), patulina (PTL) e tricotecenos (STEYN, 1995; HUSSEIN e BRASEL, 2001).

2.1.1 Aflatoxinas

As micotoxinas mais comuns sdo as AFLs devido ao fato de elas
representarem uma das substancias com maior poder carcinogénico conhecida
até hoje. S8o os grupos de micotoxinas mais estudadas com cerca de mais de
5000 publicagbes. Sdo produzidas por diferentes espécies do género Aspergillus
(principalmente A. flavus e A. parasiticus). Existem cerca de mais de 20 tipos de
AFLs, porém as mais importantes sdo as AFB1, AFB,, AFG;, AFG,, AFM; e AFM,.
Estruturalmente sdo diidrofuranos ou tetrahidrofuranos ligados a um anel
cumarinico (SCUSSEL, 2000; HUSSEIN e BRASEL, 2001). Ver as estruturas

quimicas das principais AFLs encontradas em alimentos na Figura2.1.

As AFLs, assim como outros compostos heterociclicos fluorescem e sao
distinguidas por suas propriedades fluorescentes. As AFB; e AFB; produzem uma
fluorescéncia azul e as AFG; e AFG; fluorescem de amarelo-esverdeado sob luz
ultravioleta. Existem variacGes entre os efeitos toxicos entre as diferentes AFLs. A
AFB; é a mais toxica, tanto em aflatoxicoses cronicas quanto agudas, sendo que a
toxicidade decresce onde a AFG; é maior que a AFB;, que é maior que a AFG,. Os
sintomas agudos produzidos pelas AFLs incluem diminuicdo do crescimento,
desordem na atividade gastrointestinal, distirbios neuroldgicos e morte. Na
aflatoxicose cronica o figado torna-se hiperplasico com fibrose progressiva e/ou

tumor. Podem ser encontradas contaminando uma grande variedade de alimentos
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como amendoim, milho, soja, arroz, feijao, centeio, sorgo, semente de algodao,
castanha-do Brasil, leite, ovos, frutas secas, chas e diversos alimentos produzidos
com matérias-primas contaminadas (SCUSSEL, 1998; MCKEAN et al., 2006;

BINDER, 2007).

As AFLs sdo absorvidas no trato gastrointestinal e biotransformadas
primariamente no figado, por enzimas microssomais do sistema de funcdes
oxidases mistas. A biotransformacdo da AFB;, particularmente, tem sido estudada
com maior interesse, uma vez que guarda estreita relacdo com seus mecanismos

de acgéao toxica.

Existe atualmente consenso de que a AFB; é, na realidade, um pro-
carcinégeno, o qual requer ativacdo metabodlica para manifestar seus efeitos
toxicos. A forma ativada da AFB; € o composto identificado como 8,9-0xido de
AFB;, ou AFB;-epOxido, originado através da epoxidacao da dupla ligacdo do éter
vinilico, presente na estrutura bi-furandide da molécula de AFB;. Este composto &
altamente eletrofilico e capaz de reagir rapidamente, através de ligacbes
covalentes, com sitios nucleofilicos de macromoléculas, como A&cido
desoxirribonucléico (DNA), acido ribonucléico (RNA) e proteinas. Estas ligacdes
determinam a formacdo de adutos, os quais representam a lesdo bioquimica
priméria produzida pelas AFLs. A ligacdo da AFB;1-epdxido com o DNA modifica a
sua estrutura e, conseqientemente, a sua atividade biolégica, originando assim 0s
mecanismos basicos dos efeitos mutagénicos e carcinogénicos da AFB;. A
formacéo de adutos ocorre através da ligagdo com guaninas da molécula de DNA,

na posicdo N, ao nivel do codon 249, do gene supressor de tumores p53. A
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ocorréncia deste tipo de alteragcdo € caracteristica de varios carcinomas no
homem, sobretudo o hepético. Estudos efetuados em figados de ratos
demonstraram que os adutos AFB;-N7-guanina podem ser retirados apds a sua
formacgédo, deixando sitios apurinicos na molécula de DNA. Os sitios vagos
tendem a serem preenchidos com adenina, resultando em transversdo de guanina
para timina, o que origina um ponto de mutacdo bastante significativo. Os adutos
de DNA, depois de sofrerem depurinacdo espontanea, podem ser conjugados e

excretados, sobretudo através da urina.

O processo de carcinogénese, fundamentado em trabalhos experimentais,
envolve, geralmente, duas fases distintas: a iniciacdo e a promoc¢ao do cancer. A
fase de iniciacdo é resultante de alteracdes mutagénicas nas células, ao passo
que a de promocédo relaciona-se com a expressao fenotipica das modificacdes
ocorridas na primeira fase. Neste contexto, as mutacdes determinadas pelas AFLs
representam alteragbes genéticas permanentes nas células afetadas, o que
possibilita a iniciagdo do processo cancerigeno.Os adutos de RNA e de proteinas
determinam lesfes bioquimicas, as quais devem, provavelmente, estar envolvidas
com os mecanismos de toxicidade aguda da AFB;, dado que conduzem a morte
celular pela inativagdo de macromoléculas essenciais as células. A formacao
destes adutos inicia-se com a hidrolise da AFB;-epoxido para produzir 8,9-dihidro-
8,9-dihidroxi-B; (ou Bji-diol), o qual reage com amino-grupos primarios de
proteinas, originando bases de Schiff desestruturando as proteinas. Os principais

adutos de proteinas sdo formados com albumina, durante a sua sintese nos
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hepatdcitos (SCUSSEL, 1998 e 2000; HUSSEIN e BRASEL, 2001; MCKEAN et

al., 2006; SCUSSEL et al. 2006a; BINDER, 2007).

Aflatoxina B1
O

Z

Figura 2.1- Estruturas quimicas das principais aflatoxinas encontradas em alimentos

2.1.2 Citrinina

A CTR esta relacionada com o “problema do arroz amarelo”, fato que
ocorreu no Japdo em 1951, onde arroz importado da Tailandia estava contaminado
pelo fungo produtor de CTR e estudos mostraram a presenca desta micotoxina. Foi

isolada pela primeira vez a partir de uma cultura de Penicillium citrinium em 1931
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(SOUZA, 1997). CTR é particularmente instavel, o que faz com que se deva tomar
cuidado nos processos de extragdo. Sua estrutura molecular pode ser vista na
Figura 2.2. Seu ponto de fusdo € de 172°C. E soltvel em metanol, etanol e na
maioria dos outros solventes polares. Pode ser degradada em solucdes &cidas,
alcalinas ou por calor. Ela é capaz de formar complexos quelatos (SOUZA, 1997).
Fungos da espécie Penicillium incluindo P. verrucosum tém-se mostrado
produtores de CTR. Estes fungos sdo também capazes de produzir OTA em
cereais, fazendo com que em algumas ocasifes estas toxinas aparecam juntas.
Outros fungos também podem produzir a CTR, tais como: Aspergillus terreus, A.
carneus e A. niveus (OSBORNE, 1982). Citrinina causa danos renais e hepaticos.
Outros efeitos incluem vasodilatacdo, constricdo brénquica e aumento do ténus
muscular. Foram também observados efeitos teratogénicos em ratos quando
administrada em altas doses. As evidéncias carcinogénicas ndo estao ainda muito
bem elucidadas. Em seres humanos, a CTR parece estar implicada em doencas
renais. Em circunstancias normais, aparentemente a CTR € instavel aos
processamentos de cereais. Seu mecanismo de acado continua pouco elucidado. A

CTR tem sido detectada em arroz, trigo, amendoim e frutas.(SOUZA, 1997).

HOOC
OH

Figura 2.2- Estrutura quimica da citrinina
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2.1.3 Fumonisinas

As micotoxinas mais recentemente descritas com relevancia para saude de
homens e anmais sdo as FBs, as quais foram primeiramente reportadas na Africa
do Sul em 1988. Estes compostos sdo produzidos principalmente por fungos do
género Fusarium (principalmente F. verticillioides, F. proliferatum e F. nygamai)
bem como por Alternaria spp. Existem diversos tipos de FBs, porém as mais
importantes sdo as FB1, FB, e FBsz. Sua estrutura quimica basica é formada por
uma cadeia hidrocarbdnica longa (similar & estrutura da esfinganina e esfingosina)
a qual contém grupos metil, acetil e amino (GUTLEB et al., 2002; MATTSSON,
2007; BINDER, 2007). Ver Figura 2.3.

Os principais efeitos relacionados com a presenca de FBs sé&o
leucoencefalomalacia em equinos (LEM) doenca que causa destruicdo do tecido
cerebral e edema pulmonar em suinos. Porém existem indicios de casos de
cancer de esdfago em humanos relacionados ao consumo de FBs. Os principais
alimentos que podem estar contaminados com FBs sdo o milho bem como
alimentos processados a partir desta matéria-prima, como racdes e farinhas
(MINERVINI et al., 2004; MCKEAN et al., 2006; MORGAVI e RILEY, 2007). O
mecanismo de acdo das FBs baseia-se na semelhanca de sua estrutura quimica
com a a estrutura da esfingosina e esfinganina. Esta semelhanca faz com que a
molécula de FB interfira na biossintese de esfingolipdios e “turnover” de
esfingosina. A inibicdo da biossintese de esfingolipidios pode ter um profundo

efeito sobre a célula, uma vez que estes componentes tém um importante papel
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na estrutura da membrana, comunicagao celular, interagdo intracelular e matrix
celular e regulacéo de fatores de crescimento. O sitio especifico de acdo das FBs
parece ser as enzimas esfinganina e esfingosina Nacetiltransferase. A inibicdo
desta via metabdlica resulta na deplecdo do complexo esfingolipidio e aumento
intracelular de esfinganina livre. O acumulo das bases esfingéides é a causa
primaria da toxicidade das FBs. A inibicAo na producdo de esfingolipidios
(presente  em grande quantidade no tecido cerebral) pode explicar o
desenvolvimento de Leuencefalomalacia em equinos (HUSSEIN e BRASEL, 2001,
GUTLEB et al., 2002; CONCOVA et al., 2003; MCKEAN et al., 2006; SCUSSEL et

al., 2006b; MATTSSON , 2007).

Fumonisin,

R1 R2

FBEBBBH OH GbH

Figura 2.3- Estruturas quimicas das principais fumonisinas

2.1.4 Ocratoxina A
A OTA é um metabdlito secundéario produzido tanto por espécies de

Aspergillus e Penicilium. Quimicamente s&do definidas como uma
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dihidroisocumarina ligada a L-fenelalanina na posi¢cado 7-carbonila (Figura 2.4).
Seus efeitos toxicos tém como principais 6rgaos alvo os rins. A presenca destas
toxinas estd relacionada com casos de nefrotoxicidade, nefropatias e ainda
existem suspeitas de casos de cancer relacionados com a presenca de OTA. Os
alimentos que podem ter contaminagcdo por OTA s&o principalmente os cereais,
feijdo, vinho e cerveja (HUSSEIN e BRASEL, 2001; MALLY, 2007; BINDER,
2007).

Mecanismos de toxicidade da OTA tém sido experimentalmente atribuidos a
lactona aberta a qual € estruturalmente anéloga a sitios ativos de enzimas
mitocondriais competindo com a ligagdo com o substrato. Estudos nos modos de
acao da OTA na respiracdo celular indicam inibicdo competitiva da ATPase,
succinato dehidrogenase (Oxidoredutases atuando sobre o grupo CH-CH de
doadores, com NAD+ ou NADP+ como aceptores) e citocromo C oxidade em
mitocondrias de figado de ratos. Outros estudos indicam os danos celulares
causados pela OTA a formacao de radical hidroxil e peroxidacao lipidica. No baco,
a OTA parece interromper a sintese protéica por inibicdo competitiva da fenilalonil-
tRNA sintetase a qual é resultado da fenilalanina da OTA.

Estudos recentes, in vittro, células renais de humanos e caes tem
demonstrado um efeito estimulatorio da OTA em proteina quinase extracelular e

caspase (caspases sdo um grupo de proteases baseadas em cisteina, enzimas

com um residuo de cisteina capazes de clivar outras proteinas depois de um
residuo de acido aspartico, uma especificidade incomum entre proteases). O
nome "caspase" € derivado dessa fungdo molecular caracteristica: cysteine-

aspartic-acid-proteases. Caspases sdo essenciais na apoptose celular, um dos



26

principais tipos de morte celular programada durante o desenvolvimento e em
outras fases da vida adulta. Algumas caspases também s&o necesséarias no
sistema imune, para a maturacao das citocinas. Falhas na apoptose sao uma das
contribuicdes principais para o desenvolvimento de tumores e doencgas auto-
imunes; somando-se isto a apoptose indesejada que ocorre na isquemia ou mal
de Alzheimer, despertou-se rapidamente interesse nas caspases como alvos
terapéuticos desde que foram descobertas em meados da década de 90)
resultando em apoptose. Em outros estudo in vittro , células uroteliais expostas a
OTA demonstraram uma inducdo ndo programada de sintese de DNA com
subseqtiente lesbes (PETZINGER e WEIDENBACH, 2002; MALLY et al,, 2005;

BINDER, 2007).
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Figura 2.4- Estrutura quimica das principais ocratoxinas

2.1.5 Patulina

A PTL é uma lactona produzida por fungos dos géneros Penicillium,

Aspergillus e Byssochlamys, os quais causam apodrecimento em frutas tais como
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maca, sidra e uva, frutas estas que sdo consideradas as mais provaveis de
possuirem contaminacdo com PTL. Quimicamente € conhecida como 4-hidroxil-4H-
furo [3,2] pirano-2 (6H)-1 (Figura 2.5). (HOPKINS, 1993). A PTL possui atividade
antibidtica de amplo espectro e tem sido testada em seres humanos. Todavia sua
efetividade nunca foi comprovada. Em testes com seres humanos para uso como
antibiotico, a PTL causou irritacdo estomacal, nauseas e vomitos. A ingestdo
prolongada de sucos de maga e sidras contaminadas com PTL produziu
desenvolvimento de cancer em alguns pacientes. Outras caracteristicas de seus
efeitos toxicos incluem distldrbios respiratorios e motores, espasmo, asfixia,
hemorragias no pulméao e cérebro (SCUSSEL, 1998, SCHUMACHER et al, 2004).
A presenca de deterioragdo em frutas como macas, uvas e sidras sao um indicativo
de possivel contaminacdo por PTL. Bebidas produzidas a partir de frutas
contaminadas também podem apresentar esta micotoxina. Seu mecanismo de

acao ainda permanece semelucidacdo (HOPKINS, 1993).

/

Figura 2.5- Estrutura quimica da patulina
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2.1.6 Tricotecenos

Os tricotecenos representam o maior grupo de micotoxinas produzidas por
Fusarium. Atualmente existem cerca de 170 tricotecenos e derivados de
tricotecenos isolados e caracterizados. Quimicamente s80 sesquiterpenos
triciclicos caracterizados pela presenca de uma dupla ligacdo entre os carbonos 9
e 10 e um anel epoxi nos carbonos 12 e 13 e conseqientemente sao
caracterizados como 12,13-epoxi-tricotecenos (Figura 2.6). Devido a caracteristicas
guimicas distintas, estes compostos foram classificados em 4 sub classes. Os
tricotecenos do grupo A possuem um grupo funcional na posi¢cdo C-8 que nao seja
uma cetona, enquanto que os tricotecenos do grupo B possuem uma cetona na
posicao C-8. No grupo C, h4 a presenca de um segundo grupo epéxi ha posi¢ao C-
7,8 ou C-9,10. Os tricotecenos do grupo D possuem um anel macrolitico entre os
carbonos 4 e 5 com duas ligacdes éster. Todavia, apenas alguns tricotecenos, dos
grupos A e B, tém importancia toxicolégica (D’'MELLO et al., 1999; GUTLEB et al.,

2002; BINDER, 2007).

Tricotecenos do grupo A tais como toxina T, (Tz); toxina HT, (HT);
neosolaniol (NEO) e diacetoxiscirpenol (DAS) estao implicadas mais com efeitos
téxicos agudos enquanto que tricotecenos do grupo B como deoxinivalenol (DON),
nivalenol (NIV), 3acetildeoxinivalenol (3-ADON) e 15- acetildeoxinivalenol (15-
ADON) estdo mais relacionados com efeitos téxicos cronicos (GUTLEB et al.,
2002; MORGAVI e RILEY, 2007). Os efeitos toxicos e sintomas caracteristicos
atribuidos aos tricotecenos em humanos e animais sdo principalmente, vémitos,

angina necrotica, diarréia, anorexia, alteragbes hematologicas, disturbios
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neuroldgicos, destruicdo da medula 6ssea e hemorragias generalizadas seguidas
ou ndo de morte. Em 1913 ocorreram casos fatais de uma doenca atribuida a
ingestdo de tricotecenos em regibes da antiga Russia. Esta doenca recebeu o
nome de Aleucia Toxica Alimentar (ATA) (MINERVINI et al, 2004; BONY et al.,

2007).

Em relagdo ao mecanismo de acdo dos tricotecenos, a citotoxidade dos
tricotecenos tem sido atribuida a sua potente inibicdo de sintese de proteinas,
RNA e DNA e tem sido experimentalmente relacionado ao nudcleo 12,13-

epoxitricoteceno. Os sitios ativos sugeridos foram o 9-ene e 0s ésteres

metabdlicos formados pelas hidroxilas. Quando os tricotecenos ligam-se aos
ribossomos e polissomos ativos, a ligacao peptidica € rompida, as sequiéncias de
iniciagdo e terminacdo séo reduzidas e o ciclo ribossomal é interrompido. Outros
efeitos toxicos dos tricotecenos incluem interrupcdo do transporte e funcbes da
membrana e supressao da resposta imune.

Os efeitos negativos da toxina T2 na funcdo da membrana celular é
explicado pela interrupcdo do transporte de aminoacidos, nucleotideos, glicose e
atividade do canal de sédio e potassio. Estudos demonstraram que o transporte
mitocondrial de elétrons € também inibido pela toxina T2 como resultado da
supressao da succinato dehidrogenase. Peroxidacéo lipidica através da formacéo
de radicais livres durante o metabolismo da toxina T2 também tem sido sugerido
como um modo de acdo de tricotecenos em figados de ratos. Com relacdo a
resposta imune, a proliferacdo de linfécitos humanos em culturas mostrou-se

inibida pela presenca da toxina T2, DON e DAS.
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Em outro estudo, onde foram utilizados macrofagos peritoniais de
camundongo, DON e DAS inibiram a atividade fagocitica, mitocondrial e produgéo
de anion superoxido. Em estudos relacionados a células sanguineas, a toxina T2
reduziu a formacdo de macréfagos na medula 6ssea de camundongos. Em outro
estudo, a DON inibiu os precursores de mondécitos. Ambas toxinas T2 e DAS
também inibiram precursores eritroblasticos humanos (HUSSEIN e BRASEL,

2001; CONKOVA et al., 2003; MINERVINI, et al., 2004; BONY et al, 2007).

TofD
x

Tricotecenos R1 R2 R3 R4 R5
Tipo A

HT2 -O H O-acetil OH OH
T2 -0 H O-acetil O-acetil OH
Tipo B

NIV -0 OH OH OH OH
DON -O OH OH H OH
3-ADON -O OH OH H O-

acetil

15-ADON -O OH O-acetil H OH

Figura 2.6- Estrutura quimica de alguns tricotecenos do grupo A e B
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2.1.7 Zearalenona

E produzida principalmente por espécies de Fusarium, tais como F.
culmorum, F. graminearum e F. sporotrichioides. Quimicamente é uma lactona
macrociclica (Figura 2.7) que exibe fluorescéncia azul esverdeada em
comprimentos de onda de luz ultravioleta (360 nm) e uma fluorescéncia verde
muito intensa quando excitada com comprimento de onda curto de luz ultra violeta
(260 nm). E considerada como um composto fitoestrogénico o qual possue grande
afinidade pelos receptores estrogénicos. Seus principais efeitos toxicos estéo
justamente relacionados pela sua afinidade com o0s receptores estrogénicos
podendo provocar infertilidade, edema de vulva, prolapsos vaginal e retal e
hipertrofia mamaria em fémeas e feminilizagdo em machos. A ZON aparece em
quase todos os produtos de origem agricola como graos (trigo e milho) e em
alimentos processados como ragdes, cereais matinais, cerveja e paes (HUSSEIN e
BRASEL, 2001; GUTLEB et al., 2002; MORGAVI e RILEY, 2007). A toxina liga-se
em receptores estrogénicos, influenciando a transcricdo estrogénio dependente no
nacleo das células. Receptores ocupados por ZON tém demonstrado uma inibicdo
na ligacdo de hormonios estrogénicos em tecidos mamarios de camundongos.
Estudos recentes tém demonstrado o potencial da ZON em estimular o
crescimento de células tumorais de mama em humanos contendo receptores de
estrogénio (D'MELLO et al., 1999; CONKOVA et al., 2003; VLATA et al., 2006;

BINDER, 2007).
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Figura 2.7- Estrutura quimica da zearalenona

2.2 Métodos de deteccdo para micotoxinas

Devido a toxicidade e grande ocorréncia das micotoxinas em alimentos,
somado as exigéncias demandadas pelas legislacdes em escala global, existe uma
necessidade distinta por métodos altamente seletivos e precisos para identificar e
guantificar as micotoxinas em uma enorme variedade de matrizes agricolas,
biolégicas e alimentares. Numerosas técnicas sdo necessarias para abranger todas
as diferencas existentes entre as micotoxinas tais como polaridade, capacidade de
fluorescéncia, volatilidade e absorcdo de raios ultravioleta. Além das diferencas
entre as micotoxinas, as matrizes analisadas para a presenca das mesmas sdo
extremamente variadas e complexas exigindo etapas de limpeza e extracdo

especificas (KATZ et al., 1998; ZOLLNER et al., 2006).

Alguns métodos de detec¢do de micotoxinas utilizam principios imunologicos
(imunoensaios); todavia, o emprego de principios cromatograficos aparece na
quase totalidade das situacGes. A cromatografia esta fundamentada na mgracéo

diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a diferentes
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interacdes, entre duas fases imisciveis, a fase movel e a fase estacionaria. A
grande variedade de combinac¢des entre fases moveis e estaciondrias a torna uma
técnica extremamente versatil e de grande aplicacdo. De acordo com o objetivo da
andlise, os métodos podem ser divididos basicamente em triagem e quantificacao

(COLLINS, 1993; KATZ et al., 1998; NOLLET, 2006)

2.2.1 Triagem

Um dos métodos de triagem classicos na analise de micotoxinas € o método
da minicoluna. Este método serve apenas para a deteccdo de AFLs e fundamenta-
se na separacdo da micotoxina presente na amostra durante sua migracdo no
interior de uma minicoluna apés a aplicacdo de um pequeno volume do extrato da
amostra seguida de um solvente de elui¢do. A toxina fica retida na regiao onde ha
o adsorvente Florisil. Uma fluorescéncia € observada na presenca de AFLs sob luz
ultra-violeta em camara escura (ROMER, 1979). Outro tipo de método de triagem

muito utilizado é o imunoensaio.

Estes métodos sdo ferramentas muito Uteis e tem como fundamento a
producdo de anticorpos especificos contra determinadas micotoxinas que séo

imobilizados em um suporte inerte e empacotados em minicolunas. O extrato

proveniente do alimento € entdo passado através da coluna. Enquanto que
praticamente todos os compostos do extrato sdo lavados e eluidos da coluna, as
micotoxinas ficam retidas nos anticorpos especificos. Devido ao fato de que as

micotoxinas nao ficam ligadas covalentemente aos anticorpos, as mesmas podem
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ser retiradas com o uso de solventes organicos como metanol ou acetonitrila. Este
eluato contém as micotoxinas em grande concentracdo e pureza, podendo ser
detectadas por métodos cromatograficos. Na Figura 2.8 é possivel observar o

esquema do método de imunoafinidade (CAVALIERI et al., 2007; REN et al., 2007).

Condicionamento Adicéo da Reagdo antigeno/ Limpeza (descarte de Elui¢do (com
da minicoluna amostra anticorpo interferentes solvente)

oy
' X i X 1 i ale
& anticorpo ® micotoxinas ~If interferentes

micotoxinas purificadas

Figura 2.8- Fundamento da técnica de imunoensaio (KATZ et al, 1998)

2.2.2 Quantificacao

A guantificacdo tem por objetivo avaliar a concentracdo das micotoxinas em
determinada matriz. Os principais métodos para quantificagdo de micotoxinas sdo a
cromatografia em camada delgada (CCD), imunoensaios, cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) acoplada a detectores de fluorescéncia (FL), ultravioleta (UV)
e de massa (MS) e cromatografia gasosa (CG) acopladas a detectores de captura

de elétrons, ionizac&o por chama e de massa (ZOLLNERe MAYER-HELM, 2006)
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a) Cromatografia em Camada Delgada

Também conhecida como TLC do inglés Thin Layer Chromatography, este
método de quantificacdo (que em alguns casos pode ser também usado como
triagem) teve um papel fundamental na descoberta das micotoxinas. Foi utilizando
este método que as AFLs foram inicialmente isoladas e identificadas e continua até
hoje a desempenhar um papel muito importante na quantificacdo de diversas
micotoxinas, tais como: ZON, PTL, OTA e EST. Esta técnica de quantificacdo tem
como a principal vantagem o baixo custo e a ndo necessidade de uso de
equipamentos caros e sofisticados. E utilizada em grande escala principalmente
em paises em desenvolvimento, e apesar de existir diversos métodos oficiais
empregando este tipo de cromatografia, gradualmente ela vem sendo substituida
por técnicas mais precisas e praticas como CLAE (KATZ et al., 1998; NOLLET,

2006).

A cromatografia em camada delgada € uma técnica de alsor¢éo liquido—
sélido. Nesse caso, a separacdo se da pela diferenca de afinidade dos
componentes de uma mistura pela fase estacionaria. Por ser um método simples,
rapido, visual e econdmico, a CCD é a técnica predominantemente escolhida para
o acompanhamento de reacgfes organicas. O parametro mais importante a ser
considerado em CCD ¢ o fator de retencéo (Rf), o qual é a razdo entre a distancia
percorrida pela substancia em questao e a distancia percorrida pela fase mével. A
silica gel é a fase estacionéria mais utilizada, sendo seguida pela alumina, pela
terra diatoméacea e pela celulose. As amostras a serem analisadas por CCD devem

ser aplicadas a aproximadamente 1 cm da base inferior da placa, com a ajuda de
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uma seringa. O proximo passo € coloca-la em uma cuba com a fase movel
especifica no fundo e deixar que esta fase moével suba por capilaridade até uma
distancia pré-determinada e visualizagdo da placa em camara escura no caso das

micotoxinas (COLLINS, 1993; KATZ et al., 1998; NOLLET, 2006).

b) Cromatografia gasosa

A CG utiliza fase movel e amostra no estado gasoso. A fase estacionaria,
presente no interior da coluna, pode ser liquida ou sélida. Para a aplicacdo deste
método, as micotoxinas necessitam ser termoestaveis e volateis, ou ainda, serem
convertidas em derivados volateis, isto porque no processo de CG, as amostras
sdo submetidas a altas temperaturas para atingirem o estado gasoso. Os
detectores mais utilizados para a deteccdo de micotoxinas sdo o detector de
captura de elétrons e o de ionizagdo por chama. Neste tipo de analise, as
micotoxinas nao necessitam ser fluorescentes nem absorverem na regido UV. As
micotoxinas que foram utilizadas inicialmente e em maior escala foram os
tricotecenos. Todavia, atualmente existem métodos desenvolvidos para deteccao
de FBs e de PTL. (JENNINGS et al, 1997). O fundamento da deteccdo por
ionizagao por chama consiste na presenca de uma chama no final da coluna para
onde os eluentes sao direcionados. Assim que 0S componentes organicos atingem
a chama, sdo formadas espécies eletricamente carregadas. As espécies
carregadas sao entdo coletadas por um eletrodo produzindo um aumento na
corrente que é proporcional a concentracdo de carbono na chama. A corrente
resultante € amplificada por um eletrémetro. O principio de funcionamento dos

detectores de captura de elétrons estd fundamentada na capacidade de algumas
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moléculas em atrair e remover elétrons termolizados (JENNINGS et al, 1997,

MACNAIR et al. 1997; GROB e BARRY, 2004).

c) Cromatografialiquida de alta eficiéncia

Atualmente, o uso de CLAE é o método de escolha para laboratorios de
andlise de micotoxinas. Existem diversos métodos oficiais baseados nesta técnica
de quantificacdo. Apos a introducdo dos detectores de fluorescéncia, por exemplo,
houve um aumento significativo na sensibilidade do processo de quantificacéo.
Além desta vantagen, outras podem ser citadas, como a possibilidade de
automatizacdo e uso de injetores automaticos, limpezas online e derivatizacao pré
e pés coluna. Na quantificacdo de micotoxinas, diversos detectores podem ser
utilizados, sendo que vale destacar os detectores UV utilizados para andlise de
PTL e ZON, detectores de FL utilizados na deteccdo de AFLs, ZON, FBs e OTA e
os detectores de MS que podem ser aplicados para praticamente todas as
micotoxinas (KATZ et al., 1998; NIESSEN, 2006; ARDREY, 2003). A quantificacédo
por cromatografia liquida de alta eficiéncia é também conhecida por HPLC, do
inglés High Performance Liquid Chromathography. Este € um tipo de cromatografia
liguida que emprega pequenas colunas, recheadas de materiais especialmente
preparados e uma fase movel que é eluida sobre altas pressbes. Ela tem a
capacidade de realizar separacdes e analises quantitativas de uma grande
guantidade de compostos presentes em varios tipos de amostras, em escala de
tempo de poucos minutos, com alta resolugcdo, eficiéncia e sensibilidade
(MACRAE, 1982; KATZ et al, 1998; ARDREY, 2003). Os componentes basicos

que compdes um CLAE sdo: fase movel, bomba, mandmetro, coluna, detectores e
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sistema de interpretacdo de dados. A Figura 2.9 apresenta os diversos
componentes do sistema CLAE que serao suscintamente discutidos seguir ja que

estao relacionados aos trabalhos desenvolvidos.

Figura 2.9- Componentes do cromatografo liquido de alta eficiéncia (Fonte: acervo do autor)

A- Fase movel: na cromatografia liquida, tanto a fase mével quanto a amostra tem
que estar no estado liquido. A fase movel pode ser composta por um tipo de liquido
ou uma mistura. Os solventes mais utilizados na preparacédo da fase mével para
analise de micotoxinas sdao o0 metanol, agua ultra pura, acetonitrila e
tetrahidrofurano. Ela desempenha um papel fundamental na separacdo dos
analitos, pois a mesma é bombeada sob alta presséo através do injetor de amostra
arrastando-a até a coluna onde ocorre a separacdo e posterior migracdo dos

compostos de interesse até o detector. Ao final do percurso a fase moével é
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armazenada em um recipiente e descartada (CIOLLA, 1998; KATZ et al, 1998;

NIESSEN, 2006; ARDREY, 2003).

B- Bombas: o desenvolvimento do sistema de bombeamento adequado foi o fator
mais importante para o desenvolvimento da CLAE. A bomba tem que proporcionar
uma vazao razoavel de fase movel através da coluna para que a analise nao seja
lenta, e uma vaz&o constante, para n&o atrapalhar o sistema de deteccdo. Os
sistemas de bombeamento podem ser isocraticos, onde se tem apenas uma
bomba que bombeia uma fase movel de composicéo constante ou gradiente, onde

existem de duas a quatro bombas capazes de atuar simultaneamente

possibilitando mudangas na composicao da fase movel durante uma analise (KATZ

etal., 1998; NIESSEN, 2006).

C- Mandmetro: como o sistema trabalha a alta pressdo, é necesséario um controle
da mesma para que ndo ocorram danos ao equipamento, este controle é realizado

pelo mandémetro (NIESSEN, 2006; ARDREY, 2003).

D- Colunas: as colunas séo consideradas como sendo o “coracdo” do CLAE. Elas
sdo geralmente constituidas de um cilindro metélico de comprimento variado (5, 10,
15 e 25 cm) empacotadas com material que serve de fase estaciondaria, na maioria
dos casos silica. As colunas aplicadas para anélise de micotoxinas sdo geralmente
compostas com silica tratada com polimeros de carbono e dependendo do
tamanho da cadeia carbdnica ligada a particula de silica podem ser: C4, Cg € Cig
principalmente. E no interior da coluna que ocorre a separacdo dos analitos antes

de os mesmos migrarem para o detector (KATZ et al., 1998).
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E- Detectores: os detectores mais utilizados para analise de micotoxinas sdo o0s
de UV, FL e MS. Nos detectores UV o funcionamento baseia-se na absorbancia de
luz por parte da amostra. Existem dois tipos de detectores de luz ultravioleta: o de
comprimento de onda variavel (espectrofotdmetros), que ndo sé é de aplicacdo
mais variada e sensivel, mas também é mais caro, e o chamado fotométrico que
funciona com um ou dois comprimentos de onda fixos. Este Ultimo é sensivel,
econdmico e mais do que suficiente para obtencdo de bons resultados com todos
0S compostos que absorvem luz no comprimento de onda em que ele funciona.
Este tipo de detector € normalmente insensivel a variacbes de vazdo e
temperatura. Em otimas condi¢cfes, podem-se atingir sensibilidades de até 0,001
unidades de absorbancia e, se o composto absorve intensamente na faixa de UV, é

possivel detectar quantidades de amostras da ordem de nanogramas (10-9 Q)

(CIOLLA, 1998; KATZ et al., 1998; ARDREY, 2003; NIESSEN, 2006).

A deteccdo por fluorescéncia € um método dos mais sensiveis da
atualidade, especifico para compostos que fluorescem. Em boas condicdes é
possivel detectar quantidades da ordem de picogramas (10-12 g). Uma alta
intensidade de fluorescéncia é esperada de compostos que sejam conjugados
simetricamente ou que ndo podem produzir estruturas fortemente ibnicas. A fase
moével empregada nos detectores de fluorescéncia deve ser cuidadosamente
selecionada, pois a intensidade de emissao depende do meio em que se encontra
a amostra. Isto dificulta algumas de suas aplicacdes, tais como andlise quantitativa
e eluicdo por gradiente, nas quais devem-se selecionar os componentes da fase

movel para ndo atrapalhar a fluorescéncia. Os detectores para fluorescéncia
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também podem proporcionar espectros de emissdo das amostras retidas
momentaneamente na sua cela (KATZ et al, 1998; VISCONTI e PASCALE, 1998;
NIESSEN, 2006;). A utilizacdo de detectores de massa sera discutido mais

detalhadamente adiante em um capitulo especifico.

F - Injetor de amostra: € o local onde € introduzida a amostra. Normalmente
possui um reservatorio com volume especifico pré-determinado e podem ser
manuais (o0 operador injeta as amostras manualmente) ou automaticos, também

chamados de autosamplers, que possibilitam uma injecao automatizada.

G - Sistema de interpretacdo de dados: o sistema de interpretacdo de dados
esta presente no computador que controla todas as funcdes do CLAE através de
uma interface. Todos os dados relativos a fluxo de fase mével, pressao, tempo de
corrida e sinais produzidos pelos detectores sdo comandados recebidos e
interpretados por este sistema. Os sinais produzidos pelos detectores sé&o
analisados por este sistema que emite um cromatograma, ou seja, uma
representacdo grafica da concentracdo da substancia que se esta pesquisando.
Esta representacdo grafica € também conhecida como “pico cromatogréfico” e
possui uma area mensuravel de acordo com a intensidade do sinal produzido
(CIOLLA, 1993, KATZ et al., 1998; ARDREY, 2003). Na Tabela 2.1 sé&o
apresentados detalhes de algumas aplicacdes oficiais e métodos de deteccéo por
CCD, CLAE, GC e imunoensaios para micotoxinas utilizando os fundamentos

citados anteriormente.



Tabela 2.1- Métodos oficiais da AOAC e IUPAC para determinacdo de micotoxinas
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Micotoxina

Faixa de aplicacao

Matriz Fundamento Método oficial
(Mg/kg)
AFB;+ AFB,+ AFG;+ AFG2 Cacau CCD 8-3H AOAC 971.23
AFB1+ AFB,+ AFG+ AFG2 Céco CCD 31-47 AOAC 971.24
AFB .+ AFB, Semente de algod&o CCD 7 - 266 AOAC
AFB;+ AFB,+ AFG;+ AFG2 Soja CCD 15-58 AOAC 972.27
AFB; Semente de algodé&o CCD 18 - 87 AOAC 980.20
AFB; Ovos CCD >1 AOAC 978.15
AFB; Milho CCD 5-50 AOAC 993.17
AFB;+ AFB,+ AFG+ AFG2 Castanha-do-Brasil CLAE 5-30 AOAC 994.08
AFB;+ AFB,+ AFG+ AFG2 Milho CLAE 2-30 AOAC 991.31
AFB;+ AFB,+ AFG;+ AFG2 Manteiga de amendoim CLAE 2-33 AOAC 991.31
AFB;+ AFB,+ AFG;+ AFG2 Amendoim CLAE 1-30 AOAC 991.31
AFBi1+ AFB2+ AFG1+ AFG2 Milho ELISA > 30 AOAC 990.30
AFB;+ AFB,+ AFG+ AFG2 Semente de algod&o ELISA 20 AOAC - IUPAC
AFB;+ AFB,+ AFG+ AFG2 Manteiga de amendoim ELISA 90 AOAC 991.45
DON Trigo CCD 50 - 1000 AOAC 986.17
DON Trigo CG > 350 AOAC 986.18
FB; Milho CLAE 50 - 2000 IUPAC
FB; Milho CLAE 500 - 8000 AOAC- IUPAC
FB1 Flocos de milho CLAE 320 - 1050 AOAC
FB, Milho CLAE 50 - 750 AOAC-IUPAC
FB; Milho CLAE 90 - 560 AOAC-IUPAC
FB, Flocos de milho CLAE 130 - 460 AOAC-IUPAC
OTA Cevada CCD 25 -100 AOAC 973.37
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OTA Café CCD 41 - 230 AOAC 975.38
OTA Cevada CLAE 10 - 50 AOAC 991.44
OTA Cerveja CLAE 02-15 AOAC 2001.20
OTA Milho CLAE 10 - 50 AOAC 991.44
PTL Suco de macé CCD 50 - 340 AOAC 974.18
PTL Suco de maga CLAE 5-250 IUPAC
PTL Suco de maga CLAE 20 - 200 AOAC 995.10
ZON Milho CCD 100 - 2000 AOAC 976.22
ZON Milho ELISA > 800 AOAC 994.01
ZON Milho ELISA > 800 AOAC 994.01
ZON Ragédo ELISA > 800 AOAC 994.01
ZON Ragédo CLAE 50 - 4000 AOAC 985.18
ZON Ragédo CLAE 50 - 200 AOAC 985.18

AFB1=Aflatoxina Bi1, AFB2= Aflatoxina Bz, AFG1= Aflatoxina Gi1, AFG2= Aflatoxina Gz, DON=Deoxinivalenol, ZON=zearalenona, OTA=ocratoxina A,
FB;=Fumonisina B;, FB,= Fumonisina By, PTL=patulina, CCD=cromatografia em camada delgada, CG=cromatografia gasosa,
ELISA=Imunoensaio, CLAE=cromatografia liquida de alta eficiéncia, IUPAC=international union for puré applied chemistri, AOAC=association of
official agricultural chemistis

(GILBERT, 2002)
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2.3 Espectrometria de Massa

2.3.1 Historico: a espectrometria de massas pode ser definida como o estudo de
sistema de formacdo de ions, com ou sem fragmentacdo, 0S quais S&o
caracterizados por sua relacdo massa/carga (m/z) abundancia relativa.
Historicamente, a espectrometria de massas esteve envolvida com estudos na
virada do século XIX, com Goldestein descobrindo “raios” positivos em 1886 e
Wien estudando suas propriedades elétricas e magnéticas. Em torno de 1900, J.
J. Thomson construiu seu espectrometro de massas parabdlico para avaliar a
razdo carga / massa (z/m) para muitas espécies ibnicas. Na expresséo z/m, z € o
namero de cargas e m € a soma total de prétons e néutrons em um atomo,
molécula ou ion. Na moderna espectrometria de massas, 0 parametro medido € a
relacdo m/z, ao invés de z/m, a unidade m/z foi recentemente designada de

thomson (Th) (HERBERT e JOHNSTONE, 2003).

Aston continuou o trabalho em Cambridge construindo instrumentos que o
auxiliaram a estabelecer a presenca de isotopos. Ele era entdo capaz de mensurar
a massa atdbmica da maioria dos elementos com extrema precisdo. ApOs este
periodo de desenvolvimento, Aston acreditava que praticamente todo o potencial
da espectrometria de massas havia sido explorado. A partir de 1940 esta técnica
comecou a ser amplamente empregada na elucidacdo de compostos organicos na
industria do petréleo. A ionizacao era realizada por impacto de elétrons (atualmente
chamada de eletro ionizacdo). Isto limitou a aplicacdo da técnica para compostos
com massas abaixo de 1 000 Daltons (Da). Durante os anos 50, aparelhos

comecaram a ser fabricados em escala comercial, e novas aplicacbes foram sendo
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descobertas. Uma das primeiras aplicagfes foi a identificagcdo de compostos de
baixo peso molecular, como 0s compostos volateis responsaveis pelo odor de
alimentos. Dez anos depois, a poderosa combinacdo entre espectrometria de
massa e cromatografia gasosa levou a uma exploséo de aplicacfes, onde a técnica
foi usada em estudos quimicos e bioquimicos para qualificacdo e quantificacdo de
compostos. Instrumentos de CG-MS produziram “montanhas” de dados, os quais
eram mais bem interpretados por computadores. Em 1966, Munson e Field,
descreveram o desenvolvimento de uma nova técnica de ionizacdo, a ionizacao
quimica. Apoés este periodo, inimeros métodos de ionizacdo foram desenvolvidos,
ampliando significativamente a aplicacdo dos espectrometros de massa. Novas
técnicas de separacdo também comecaram a ser desenvolvidas, como
cromatografia liquida (LC) e eletroforese capilar, conectadas a espectrometros de

massa. (NIESSEN, 2006; ARDREY, 2003)

Atualmente existem diversos modelos de equipamentos, como MS em serie
(MS/MS), dissociacéo por colisédo induzida (CID), tempo de vbéo (TOF), diferentes
tipos de detectores e equipamentos hibridos. Com esta grande variedade, se
tornou possivel quantificar compostos com massa molecular de até 300 000 Da,

com alta sensibilidade e seletividade (HERBERT e JOHNSTONE, 2003).

2.3.2 Principio de funcionamento: a espectrometria de massa € o estudo do
efeito da energia de ionizacdo nas moléculas. Isto depende, sobretudo, de
reacOes quimicas que ocorrem na fase moével na qual moléculas da amostra séo
consumidas durante a formacdo de espécies idnicas ou neutras. Embora a

amostra seja consumida de forma destrutiva pelo espectrobmetro de massas, a
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técnica é muito sensivel, necessitando de pequenos volumes de amostra para ser
realizada. O espectrémetro de massas converte moléculas da amostra em ions na
fase movel, separa-as de acordo com sua m/z. Uma vez carregadas estas
moléculas tornam-se aptas a serem manipuladas em um campo elétrico (“tunel”
sob alto vacuo). Basicamente, no interior do espectrometro de massa, a molécula
ionizada pode ser levada diretamente ao detector (sistema MS), ou entdo ser
acelerada de encontro a uma célula de colisdo (a qual cria uma barreira entre a
molécula ionizada e o detector), para que ocorra um choque e formacdo de
fragmentos para posterior deteccdo (sistema MS/MS), ou ainda, a molécula pode
ser confinada em uma espécie de “armadilha” no interior da qual é fragmentada
(sistema lon Trap) e os fragmentos direcionados até o detector. Pela forma como
os sistemas MS/MS e lon Trap atuam, ocorre um aumento na especificidade e
sensibilidade da deteccéo, pois a fragmentacdo de uma molécula sempre nas
mesmas condicdes ira formar sempre os mesmos fragmentos, tornando o método

auto-confirmatorio ( NIESSEN, 2006; ARDREY, 2003).

2.3.3 Componentes: De uma forma geral, os espectrdmetros de massa possuem
uma configuracdo béasica, composta por: sistema de introducdo de amostra; fonte
de ionizacao; analisador de massa; detector; sistema de interpretacédo de dados e
sistema de vacuo entre o sistema de introdugdo de amostra e o detector (figura
2.10). Esta conformagdo basica é presente em praticamente todos os
equipamentos. No caso dos sistemas MS/MS, existe ainda uma célula de colisdo

entre os componentes C e D.
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l colisédo (G)
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Figura 2.10: Componentes e composi¢do basica de um espectrometro de massa.

A) Sistema de introducdo de amostra: é o local por onde entra a amostra antes
da ionizacdo. O fluxo de amostra, juntamente com a fase mével, entra na camara

de ionizacdo (onde se encontra a fonte de ionizacdo) através de um pequeno

orificio. Os solventes do fluxo sdo entdo evaporados (no caso de fluxos liquidos) e
migram para um sistema de descarte, enquanto que os analitos sdo enviados para

0 processo de ionizacao (NIESSEN, 2006).

B) Fontes de ionizacdo: a fonte de ionizagdo encontra-se no interior de uma
camara chamada de camara de ionizacdo. As fontes de ionizacdo sao projetadas
para ionizar analitos, que apoOs ionizados sdo chamados de ions precursores,
independentemente de sua massa. Usualmente, as fontes de ionizagdo possuem

um sistema de retirada e focalizacdo dos ions. Os ions sdo removidos
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eletrostaticamente da camara. Atras dos ions existe o repulsor, que possui a
mesma carga dos ions formados, forcando-os a entrar no analisador de massa em
alta velocidade (HERBERT e JOHNSTONE, 2003). Existem diversas formas de
ionizacdo, como ionizagdo a laser, bombardeamento rapido de elétrons e ionizacéo
térmica. Porém, no contexto deste trabalho, serdo citadas apenas duas: ionizacdo
quimica a presséo atmosférica (APCI) e ionizacao por eletrospray (ESI). B.1 APCI:
guando o espectrometro de massa esta conectado a um CLAE, a fase mével entra
na camara de ionizagédo na forma liquida. Esta técnica de ionizagdo esta baseada
na vaporizacdo da fase mével através de um fluxo suave de gas (nitrogénio, por
exemplo) e aquecimento para formacdo de goticulas. O gas age como um
carreador e auxilia na formacdo das goticulas. Este spray entra em uma regido
onde um campo elétrico é produzido por uma descarga proveniente de uma agulha
com voltagens em torno de 3-5 kV. As moléculas da fase movel sdo entédo
ionizadas e servem como um gas reagente para a formacdo de ions com as
moléculas do analito através de colisdo, podendo protonar (modo positivo,
representado como [M+H]") ou desprotonar (modo negativo, representado como
[M-H]) o analito. Podem ocorrer também a formacdo de adutos, principalmente
com amonia e acetato. Apds este processo, 0s ions sdo enviados para o interior do
analisador de massa eletrostaticamente (NIESSEN, 2006; ARDREY, 2003). B.2
ESI: este tipo de ionizacdo pode ser dividido em trés etapas: nebulizacdo da
solucao contendo a amostra em goticulas carregadas eletricamente, liberacdo dos
ions de dentro das goticulas e introducdo dos ions no espectrdbmetro de massa.
Uma voltagem de 2-3 kV é estabelecida entre a saida do capilar (onde sao

formadas as primeiras goticulas) e a entrada do espectrometro de massa. As
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goticulas recebem uma descarga elétrica na saida do capilar, que pode ser positiva
ou negativa. A goticula entdo fica circundada por cargas iguais ao do capilar,
porém, o acumulo de cargas desestabiliza a superficie da goticula, ocorrendo a
formacédo de goticulas ainda menores. Estas goticulas sdo entdo repelidas até uma
regido chamada “counter electrode”, que possui carga diferente. No caminho
percorrido pela goticula ocorre sua evaporacdo por acdo de temperatura e da
presenca de gas. Ocorre entdo um fenbmeno chamado de explosdo Columbica,
fazendo com que sobre apenas os analitos carregados com as cargas que estavam

presentes na superficie da goticula (ARDREY, 2003).

C) Analisadores de massa: a funcdo do analisador de massa € separar 0s ions
produzidos na fonte de ionizagcdo de acordo com suas diferentes relacées m/z. O
analisador sofre constantemente a acdo de bombas para a manutencdo de alto
vacuo, fazendo com que os ions possam transitar no interior do analisador sem
sofrer qualquer tipo de resisténcia nem colisdo com moléculas de gés. Existem
varios modelos de analisador de massas, tais como: analisador de massa por
defleccdo magnética, espectrémetro por tempo de v6o, simples quadrupolo, entre
outros HERBERT e JOHNSTONE, 2003). Porém sera discutido apenas o tipo
triplo quadrupolo, que foi o analisador usado neste trabalho. C.1) Triplo quadrupolo:
no interior deste tipo de analisador existem 4 hastes, dispostas de uma maneira
circular, ficando todas as hastes uma em frente a outra para formar uma espécie
de “caminho” para o ion. Os pares de hastes opostos estdo conectados
eletricamente, sendo que um par recebe carga negativa e o outro par recebe uma

carga positiva. Estas cargas vao se alternando de forma muito rapida, pois o ion
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também esta carregado eletricamente, e esta alternancia na carga elétrica faz com
que o ion descreva uma trajetéria espiral até o detector ou até a célula de coliséo,
dependendo do tipo de equipamento. E possivel ajustar estes parametros no triplo
quadrupolo de forma que apenas ions com relacdo m/z desejados sejam

conduzidos no interior do analisador de massa (NIESSEN, 2006; ARDREY, 2003).

D) Detectores: apds deixar o analisador de massa, 0s ions colidem contra um
detector. O multiplicador de elétron € o tipo de detector mais utilizado. D.1)
Multiplicador de elétron: neste tipo de detector, o feixe de ions colide contra o
detector que converte o feixe de éns em feixe de elétrons. Um multiplicador de
elétrons possui uma série de eletrodos dispostos de forma circular. Por exemplo,
quando o ion toca um eletrodo, este produz 2 elétrons que tocam outro eletrodo
produzindo 4 elétron e assim sucessivamente, multiplicando o sinal em um efeito

cascata (ARDREYetal., 2006).

E) Sistema de interpretacdo de dados: este componente do espectrometro de
massas € o0 que recebe os sinais produzidos no detector interpretando-os.
Usualmente, quando conectado a um CLAE, a interpretacdo do sinal € dado na
forma de um pico cromatografico, este pico cromatografico é entdo integrado pelo
sistema de interpretacdo de dados e sua area é calculada. A area do pico é
diretamente proporcional ao sinal produzido, que sua vez € proporcional a
quantidade de analito presente na amostra. Este sistema de interpretacdo de
dados normalmente € um software instalado em um computador e que, além de
interpretar os dados, também possibilita qua a maioria dos comandos sejam

realizados atravées dele (HERBERT e JOHNSTONE, 2003).
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F) Sistema de vacuo: o sistema de vacuo é formado por bombas que funcionam
ininterruptamente para manter o interior do analisador de massas com uma
pressdo menor do que 10° torr. Esta baixa pressdo é importante para que nao
ocorra resisténcia para o transito do ion, mantendo-o intacto e sem alteracdo de

rota.

G) Célula de colisdo: em equipamentos de MS/MS, existe um componente
chamado célula de colisdo. Nesta célula existe algum tipo de gas (nitrogénio ou
hélio, por exemplo), e esta situada entre no meio do caminho percorrido pelo ion.

Quando o ion alcanga esta célula, eles colidem com os &tomos do gés, estas

colisbes provocam uma fragmentacdo do ion, estes fragmentos sdo chamados de
transi¢cdes, que inicialmente sdo formados pela ruptura das ligacdes mais frageis
da molécula. A intensidade com que ion atinge esta célula de colisdo esta
relacionada com a velocidade de impacto, definida por um parametro chamado de
energia de colisdo (CE). A CE é o resultado de um aumento ou diminui¢cdo do
potencial elétrico que expulsa o ion da camara de ionizacdo (MACLAFERTY, 1983;

HOFFMANN et al, 1996).

2.4 Sistema LC-MS/MS

O primeiro registro de uma conexdo entre cromatografia liquida e
espectrometria de massa data da década de 70. Antes deste periodo a forma mais
comum de separagdo de substancia para posterior deteccdo no espectrometro de
massa era a cromatografia gasosa. Todavia, pelos principios aplicados nesta
técnica de deteccdo, muitos analitos ndo podiam ser detectados devido a sua

instabilidade térmica ou incapacidade de volatilizacdo. J& na cromatografia liquida,
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0S compostos ndo sdo expostos a altas temperaturas, fazendo a técnica de LC-
MS/MS ganhar muita atencdo nestes ultimos 40 anos. Esta unido entre uma
excelente técnica de separacdo (LC) e uma de deteccao (MS/MS) fez com que
houvesse uma evolucdo também nas formas e fontes de ioniza¢do. Atualmente as
fontes de ionizacdo aplicadas no sistema LC-MS/MS, em praticamente todas as

situagdes, séo a APCI e aESI (MACLAFERTY, 1983; HOFFMANN et al, 1996).

2.4.1. Desenvolvimento de métodos por LC-MS/MS: O desenvolvimento de

métodos utilizando LC-MS/MS depende de uma série de parametros que podem
influenciar a obtencao do resultado final. Como s&o dois equipamentos envolvidos
neste tipo de analise, existem parametros que devem ser otimizados no
espectrometro e parametros que devem ser otimizados no LC. Uma boa definicdo
destes parametros, de forma conjunta, garante um aumento na precisdo e

sensibilidade da deteccdo (HERBERT e JOHNSTONE, 2003; ARDREY, 2003).

a) Parametros de MS/MS: Para o desenvolvimento de metodologias analiticas por
LC-MS/MS, é necessario que os parametros relacionados ao espectrometro sejam
definidos primeiro, sem a conexdo com o LC. Para a definicdo e otimizacdo destes
parametros, processo também chamado de tunning, € necessario que se conheca
informag0des relativas as caracteristicas do analito, tais como massa molecular,
polaridade, termoestabilidade e volatilidade. No caso de sistemas MS/MS h& a
producéo de fragmentos (também chamados de transi¢cdes) que devem ser obtidos
a partir da molécula de interesse (chamada de ion precursor ou ion pai). Para a

obtencdo destes fragmentos da forma mais adequada, os parametros que devem
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ser considerados e otimizados séo: a fonte de ionizacdo, que deve ser selecionada
de forma adequada de acordo com o objetivo do estudo. Isto porque nem todas as
moléculas sdo ionizadas da mesma forma por diferentes fontes de ionizacao,
voltagem na fonte de ionizacdo, parametro importante para formacéo dos ions, a
pressdo do gas na célula de colisdo, parametro este importante no processo de
fragmentacdo da molécula ionizada, temperatura na fonte de ionizacdo, fator
importante tanto no processo de ionizagcdo bem como evaporacdo do solvente para
posterior descarte e o dwell time (DW) que € um parametro importante na deteccéo
de mudltiplos ions, pois o detector MS/MS nao € capaz de identificar os ions
simultaneamente e este parametro serve como 0 tempo em que 0 equipamento
leva para detectar cada ion de forma separada, este tempo é extremamente baixo,
na ordem de milisegundos (MACLAFERTY, 1983; HOFFMANN et al, 1996;
HERBERT e JOHNSTONE, 2003). Alguns equipamentos possuem parametros
diferenciais, por motivos comerciais e protegidos por registros de patente, que
auxiliam e aumentam o processo de deteccdo. No caso do equipamento utilizado
neste estudo, além dos parametros citados acima, existem ainda o declustering
potential (DP), que é um potencial aplicado ainda na fonte de ionizacdo e que tem
por finalidade desfazer possiveis ligacdes (chamadas de clusters) entre os analitos
e as moléculas da fase mével ou ligacdes entre os préprios analitos. Estes clusters
podem interferir de forma significativa na sensibilidade e seletividade da deteccéo,
pois eles “prendem” as moléculas de analito alterando sua massa, sendo desta
forma descartado no processo de selecdo pelo analisador de massas. Existe
também a energia de colisdo (CE, do inglés collision energy), genericamente

chamada de voltagem de aceleragéo, que € um parametro importante no processo
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de fragmentacdo, pois esta energia acelera o ion contra a célula de coliséo, ela
deve ser ajustada para que a molécula sempre se fragmente da mesma forma,
energias de colisdo muito alta fragmentam a molécula de forma muito intensa
praticamente destruindo-a e energias de colisdo muito baixas acabam deixando a
molécula passar intacta pela célula de colisdo, ndo ocorrendo a fragmentacéo.
Outro parametro € o potencial de saida da célula (CXP do inglés cell exit potential),
€ utilizado para remover os fragmentos formados na célula de colisdo e direciona-
los até o detector, isto porque o ion transita até a célula de colisdo em condi¢bes
de vacuo, porém, na célula de colisdo existe a quebra do vacuo pela presenca do

gas utilizado como barreira para a fragmentacdo do ion, ocorrendo uma

desaceleracéo, que deve ser retomada para que os fragmentos atinjam o detector.

b) Parametros de LC: Os parametros cromatograficos devem ser definidos e
otimizados apdés a obtencdo dos parametros de MS/MS. Neste caso, o LC é
conectado ao detector MS/MS e os parametros a serem otimizados sdo: solventes
da fase movel, normalmente sdo utilizados 4gua, metanol e acetonitrila e em
alguns casos na presenca de algum tipo de solucdo que auxilie no processo de
ionizacdo e formacdo de adutos (como acetato de aménia, por exemplo) ou ainda
solugbes que proporcionem um processo chamado de derivatizacdo, que facilita
também o processo de ionizagdo, como &cido formico, por exemplo. Outro
parametro € o fluxo de fase moével, que ndo pode ser muito alto, devido a
capacidade da interface de ionizacdo em evaporar este fluxo para posterior
descarte, nem muito baixo, o que pode levar a uma separagcdo muito lenta dos

compostos de interesse, aumentando o tempo de analise e também propiciando
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uma integracao ndo ideal dos picos cromatogréaficos pelo sistema de interpretacao
de dados. A escolha da coluna cromatogréafica também é um pardmetro importante,
pois a separacao dos analitos ocorre no interior da coluna e depende diretamente
do tipo utilizado MACLAFERTY, 1983; HOFFMANN et al, 1996). Com a definicdo
destes parametros é possivel obter dados necessarios para a realizacdo da
quantificacdo de substancia por LC-MS/MS, como LOD, LOQ e construcdo da
curva analitica. O LOD é a menor quantidade de analito que pode ser detectada,
mas nao quantificada. Em andlise por CLAE, o LOD é determinado por 3 vezes a
relacdo entre o sinal (pico cromatografico formado pelo analito) e o ruido (linha de
base do cromatograma) representado por 3 S/N. O LOQ é a menor quantidade de
analito que pode ser quantificada com precisdo. Em andlises por CLAE € definida
como 6 ou 10 vezes a relagdo sinal ruido (6 ou 10 S/N). A curva de calibracao
avalia a variacdo da deteccdo com diferentes concentracdes de analito através de
um parametro chamado de coeficiente de correlacdo (R?). Para a construcdo da
curva analitica sdo necesséarios no minimo 5 niveis diferentes de concentracédo
avaliados em triplicata. Quanto mais proporcionais sao as deteccdes, em relacdo a
concentracdo do analito e o sinal produzido pelo detector, mais 0 R? tende & 1 pela
equacao da reta formada pela relagdo entre as diferentes concentracdes e a

intensidade de sinal produzido (HERBERT e JOHNSTONE, 2003).
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2.5 Métodos de Deteccdo Aplicados as Micotoxinas

Como citado anteriormente, existem diversas maneira para a deteccao de
micotoxinas, com suas vantagens e desvantagens. Para um melhor entendimento
da aplicacdo destes métodos e sua relacdo com o objetivo desse trabalho, serédo
relatados metodos publicados na literatura com aspectos especificos de deteccao

para cada micotoxina separadamente.

2.5.1 Aflatoxinas

Os métodos de deteccao tradicionais para AFLs, compreendem CCD, o qual
€ ainda o mais utilizado principalmente em paises em desenvolvimento, sendo que
os resultados obtidos sao aceitos por praticamente todas as legislagbes. Outro
método muito comum sédo os kits de imunoensaio, porém nao oferecem muita
seguranca na quantificacdo destas micotoxinas. Um método tradicional muito
eficiente para quantificacdo de AFLs baseia-se em LC conectada a detectores de
fluorescéncia. Devido a natureza fluorescente destas micotoxinas, € possivel
alcancar limites muito baixos através desta técnica. Etapas de extracao e limpeza
utilizando colunas de imonoafinidade tém aumentado consideravelmente a

deteccdo de AFLs por LC-FL (ZOLLNER e MAYER-HELM, 2006).

LC-MS/MS tem sido utilizado em estudos envolvendo AFLs. objetivando
auxiliar o entendimento dos mecanismos de acao destas toxinas in vivo, através da
elucidacéo estrutural de alteragcdo em biomarcadores coletados em urina. Porém,
existe um numero limitado de métodos de quantificacdo de AFLs em alimentos

utilizando LC-MS. Neste aspecto, a espectrometria de massas € mais utilizada
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como um método de confirmacao para os resultados obtidos através dos métodos
tradicionais. Porém, os baixos niveis detectaveis através desta técnica e a
obtencdo de resultados auto confirmatérios, vem estimulando pesquisadores a

desenvolverem mais metodologias (ZOLLNER e MAYER-HELM, 2006)

No que diz respeito a extracdo de AFLs para posterior andlise por LC-
MS/MS, poucos métodos utilizam etapas de limpeza simples. Scatzki et al., 2002
utilizaram extratos de amendoim para introducao direta no LC-MS/MS e Abbas et al
2002, no mesmo ano utilizaram de milho, com posterior extracao liquido/liquido e

introducdo no sistema. Apesar da excelente seletividade da deteccdo por MS/MS,

diversos autores tém aplicado sistemas de imunoafinidade para etapas de limpeza
(KUSSAK, et al., 1995; SCHOLL, et al., 1997; WALTON, et al., 2001) enquanto
outros demonstraram eficientes métodos de limpeza aplicando colunas de Ggs

(MARZZILlet al., 1998; BLESA et al., 2003).

As condi¢Oes tipicas para analise de AFLs por LC-MS/MS, tém utilizado
colunas de Cig na separacdo dos compostos no LC e metanol/agua ou
acetonitrila/dgua como solventes na fase movel, tanto em sistemas isocréticos,
bem como gradientes. Em alguns casos, acido acético, &cido formico e sais de
amonia sdo adicionados a fase movel com o objetivo de aumentar a capacidade de
separacdo e ionizacdo. Normalmente as AFLs podem ser separadas nestas
condi¢cdes em corridas cromatograficas que variam de 10 a 25 minutos (WALTON
et al., 2001; ABBAS et al., 2002; SORENSEN e ELBAEK, 2005; KOKKONEN et al.,
2005). No que diz respeito as condi¢cdes do MS/MS, as AFLs tem demonstrado um

otimo comportamento quando ESI é utilizado como fonte de ionizagdo no modo
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positivo (KUSSAK et al., 1995; BLESA et al.,, 2003; VENTURA et al., 2004;).
Trabalhos reportando a utilizacdo de APCIl sdo escassos, e parece que a
dificuldade de ionizacdo € devido aos subgrupos das AFLs e da geometria da
APCI. Apenas métodos desenvolvidos por Kokkonen et al., 2005, Sorensen et al.,
2005 e Cavaliere et al., 2006, atingiram as exigéncias da legislacdo da Unido
Européia (ZOLLNER e MAYER-HELM, 2006). Maiores detalhes sobre a aplicagéo

de LC-MS/MS na deteccao de AFIs podem ser observados na Tabela 2.2.

2.5.2 Fumonisinas

A deteccado de FBs é mais focada em gréos e seus produtos. Para alcancar
limites apropriados de deteccdo nos métodos tradicionais, sdo necessarias etapas
de purificagdo do extrato e derivatizacdo do analito apds a extracdo de matrizes
sélidas, normalmente realizada com agua:acetonitrila ou agua:metanol. A aplicacao
de colunas de extracdo de fase solida (SPE) é normalmente utilizada com troca por
forca i6nica na etapa de limpeza, mais recentemente também estdo sendo
utilizadas colunas de C;s e colunas de imunoafinidade (WILKES e SUTHERLAND,
1998). Devido a sua alta massa molecular e polaridade, misturas de FBs sédo
tradicionalmente separadas por LC. Como elas ndo tem grupos cromoforos, seu
grupo amino livre € geralmente derivatizado para deteccdo por fluorescéncia
alcancando limites de deteccdo entre 10 e 50 pg/kg. Um grande numero de
derivativos tem sido estudado, porém, o uso de o-phtaldeido é mais amplamente
utilizado devido sua estabilidade.(SHEPHARD, 1998). Diferente do LC, o CG
praticamente ndo € utilizado na deteccdo de FBs. Para andlises qualitativas,

técnicas de baixo custo, como CCD e de alta seletividade como imunoensaios tém
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tido grande aceitacdo. Todavia, em casos positivos, torna-se necesséria a
aplicacdo de etapas de confirmacdo e quantificacdo (WILKES e SUTHERLAND,

1998; SHEPHARD, 1998)

Os estudos conduzidos para detectar FBs por LC-MS/MS atualmente tém
utilizado ESI como fonte de ionizacdo. O maior enfoque destes métodos é na
deteccdo de FB;, devido a sua alta toxicidade em comparacdo com os demais tipos
de FBs. Estes estudos tém obtido limites de detec¢cdo muito baixos. Além disso,
cultura fungicas tem sido estudadas para a descoberta de novos tipos de FBs, bem

como a aplicagdo de LC-MS/MS objetivando o estudo de metabdlitos das FBs

(ZOLLNER e MAYER-HELM, 2006).

Em relagdo aos procedimentos de extracdo, solventes como metanol,
acetonitrila ou misturas destes com agua sao utilizados. Para a purificacdo e
enriguecimento do extrato, amostras liquidas e extratos liquidos provenientes de
matrizes solidas sdo normalmente aplicadas em colunas SPE de fase reversa
(DOERGE et al., 1994; HINNES et al., 1995; PLATTNER, 1999; HARTL et al.,
1999), troca por forca ibnica (CALDAS et al., 1995; SEEFELDER et al, 2002;
ROYER et al., 2004) e colunas de imunoafinidade para posterior detec¢cdo no LC-
MS/MS (CHURCHWELL et al, 1997; NEWKIRK et al., 1998; PAEPENS et al.,
2005). Em contra partida, dependendo da complexidade das matrizes, alguns
autores nao utilizaram nenhum tipo de etapa de limpeza, desenvolvendo métodos
em niveis de mg/kg (VOSS et al, 2001; BARTOK et al., 2006; CIRILLO et al.,

2003).
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Para analises por LC-MS/MS geralmente sao utilizadas colunas de Cg e
solventes como metanol:agua ou acetonitrila:dgua em sistemas isocraticos ou
gradientes. Normalmente as FBs nao eluem de forma adequada com fases moveis
neutras ou com pH basico, por isso, sédo utilizados &cidos féormico (CHURCHWELL
et al., 1997; NEWKIRK et al., 1998; ROYER et al., 2004; BARTOK et al., 2006) e
acético (CHEN et al, 1992; PLATNER, 1999; ABBAS et al., 2002; SORENSEN e
ELBAEK, 2005) adicionados a fase moével para melhorar a retencdo do analito,
forma do pico cromatografico e separacdo na coluna. Nas condigbes tipicas,
andlises de FBs por LC-MS/MS levam entre 6 e 30 min (ZOLLNER e MAYER-
HELM, 2006). Com apenas uma excec¢ao encontrada (ROYERet al., 2004), a fonte
de ionizacao utilizada para analise de FBs tem sido ESI. As moléculas protonadas
[M+H]" e desprotonadas [M-HJ sdo abundantemente formadas e fragmentadas em
modos negativos e positivos (DOERGE et al. 1994; PLATNER, 1999; CALDAS et

al., 1995). Ver detalhes de metodos por LC-MS/MS para FBs na Tabela 2.3.

2.5.3 Ocratoxina A

Devido a grande toxicidade e restricbes das legislacdes em relacdo a OTA,
métodos sensiveis e precisos sdo exigidos em niveis abaixo de pg.kg™® em uma
grande variedade de alimentos e bebidas. Devido a grande capacidade
fluorescente destas toxinas, métodos utilizando CLAE com detectores de FL tém
sido como primeira escolha na analise de OTA, assim como CCD (principalmente
em paises fora da Europa e EUA). As desvantagens sdo os niveis de sensibilidade
e a ocorréncia de interferéncia pelos componentes da matriz (BETINA, 1993).

Métodos empregando CG sdo praticamente inexistentes na andalise de OTA.
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Andlises por ELISA tém demonstrado grande importancia, porém, apenas para fins
qualitativos, necesitando de outros meétodos para confirmacdo e quantificacdo
(BETINA, 1993; VALENTE, 1998). De forma geral, independente da forma de
deteccdo, ha necessidade de etapas de extracdo e limpeza muito cuidadosas, com
a utilizacdo de colunas de imunoafinidade. Baixas taxas de recuperag¢ao continuam
sendo um problema, isto porque a OTA se iga de forma muito forte com proteinas

e DNA (VALENTE, 1998).
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Analito Matriz Preparo da amostra Coluna Fase mével Fl LOD/LOQ pg/kg Autor
AFLs P6 de osso e Extracado: ACN e Cis Isocratica: ESI 0.05/NR (cada AFL) Kussak, et al
urina Limpeza: IAC H,O:ACN:MeOH 1995
60:20:20
AFLs Amendoim Extracdo: metanol Cis Isocratica: APCI 0.1 / NR (cada AFL) Jorgensen, et al
/pastade Limpeza: colunade H,O:ACN:MeOH 1998
amendoim/fig celulose e silica gel 60:28:12
o/pimenta
AFLs Amendoim Disperséo de fase Cis Isocratica: ESI 0.07/0.2 (AFB,); 0.2/0.6 Blesa et al, 2003
sélida da matriz + Cyg MeOH:H,0-55:45 (AFBy); 0.07/0.2 (AFG;) e
0.2/0.6 (AFG,)
AFLs Ervas Extracdo: MeOH:H,O- Cis Isocrética: ESI 0.01/0.25 (cada AFL) Ventura et al,
medicinais 80:20. Limpeza: SPE MeOH:H,0-70:30 2005
Queijo Extracdo: 0.1% Cis Gradiente: 0.1% ESI 0.8/5.0 (cada AFL) € 0.3/0.6 Kokkonen, et al,
AFLs e AFM; HCOOH em AcOH em (AFMy) 2005
ACN:Hexano-55:45 H,O:ACN
AFB; Cigarro Extragdo: isopropanol Cis Isocrética: ESI 0.01/0.15 (AFBy) Edinboro et al,
Limpeza: IAC NH;10mM:ACN- 2005
(filtro) 67:33/H20

AFLs: aflatoxinas [AFB;, AFB,, AFG; e AFG;]

AFBj=Aflatoxina B;, AFB,= Aflatoxina B,, AFG,;= Aflatoxina G;, AFG,= Aflatoxina G,, AFM,=

Aflatoxina M, ACN=acetonitrila, MeOH=metanol, H,O=agua, SPE=cartucho de extracdo em fase sélida, Fl=fonte de ionizacdo. LOD=limite de

deteccao, LOQ=limite de quantificagdo, ESl=ionizacéo eletrospray, APCl=ioniza¢éo a pressao atmosférica, NR=nao reportado

(ZOLLNER e MAYER-HELM,2006)
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Tabela 2.3- Métodos analiticos desenvolvidos para FBs por LC-MS/MS reportados na literatura

Analito Matriz Preparo da amostra Coluna Fase movel Fl LOD/LOQ pg/kg Autor
FB1 Milho Extracdo com ACN:H0- Cis Isocratica: 1% ESI 156/NR Hines, et al,
50:50. Limpeza: SPE Cyg AcCOH:ACN-95:5 1995
FB,, FB, e FB3 Racdo para Extracdo: ACN:H0-50:50. Cis Isocratica: 1% de ESI 0.3/1.1 (FBy, FB,  Churchwell, et
roedores Limpeza SPE e IAC HCOOH:ACN-55:45/H20 e FBg) al, 1997
FB,, FB, e FB; Racado para Extracdo: ACN:H0-50:50. Cis Isocrética: 1% de ESI NR/0.25 (FB4, Newkirk, et al,
roedores Limpeza SPE e IAC HCOOH:ACN-55:45 FB, e FB3) 1998
FB1 Produtos de  Extracdo: ACN:MeOH:H,O- Cis Gradiente: H,O:MeOH ESI 5/NR Hartl, et al, 1999
milho 25:25:50. Llimpeza: SPE Cjg com 0.05% TFA
FB1 Produtos de  Extragdo: MeOH: 0.1M HCI Cis Gradiente: H,0:MeOH ESI NR/ 20 Hartl, et al, 1999
milho com 0.05% TFA
FB1 Milho e Extracdo com ACN:HO- Cis Gradiente: H,O:MeOH ESI 2/NR Voss, et al, 2001
produtos 50:50, pH 4.5 com HCI 6N com 0.1% AcOH:MeOH
FB1 Milho e Extracdo: ACN:MeOH:H20- Cis Gradiente: H2O:ACN com ESI 10/NR* Seefelder et al,
produtos 25:25:50. Limpeza: SPE Cyg 0.05% de TFA 2001
FB. Aspargo e Extracdo: MeOH:0.1M HCI Cis Gradiente: H,O:MeOH ESI NR*/NR* Seefelder et, al,
alho Limpeza: SPE-troca ibnica com 0.05% de TFA 2002
FBie FB, Milho e Extracdo com MeOH Cis Gradiente: 1% ESI NR*/5 Cirillo, et al,
produtos HCOOH:5mM NH,OAc 2003
em MeOH
FB1 Milho Extracdo: ACN: H,O-75:25. Cis Gradiente: H2O:ACN c/ ESI 20/50 Royer et al,
Limpeza: SPE-troca ibnica 5mM NH,;OAc e HCOOH, 2004
pH 4.0
FB:, FB,, FBs e Milho e Extragdo: ACN:50mM Cis Gradiente: H,O:MeOH ESI 2/INR* (FB,), Faberi et al,
FB4 produtos HCOOH-75:25. Limpeza: com 25mM de HCOOH 1/NR* (FB,) 2005
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SPE Cyg
FBie FB, Leite Extracdo: ACN:hexano- Cis Gradiente: H,O:MeOH ESI 0.04/0.09 (FBy) Sorensen et al,
61:39. Limpeza: SPE+roca com 0.02% de AcOH 0.02/0.04 (FBy) 2005
ibnica

FB;=Fumonisina B;, FB,= Fumonisina B,, FB3z= Fumonisina B3, ACN=acetonitrila, MeOH=metanol, HO=agua, SPE=cartucho de extracdo em
fase soélida, FI=fonte de ionizacdo. LOD=limite de detec¢ao, LOQ=limite de quantificacdo, ESl=ionizacao eletrospay, APCl=ionizagdo a presséo

atmosférica, NR=n&o reportado

(ZOLLNER e MAYER-HELM,2006)
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Nas etapas de extracdo, em amostras soélidas, sdo utilizados agua
(HANCOCK, 2002), acetato de etila (LOSITO et al., 2004), cloroférmio (SAEGER et
al., 2004; MALLYet al., 2005; TIMPERIO et al., 2006) e metanol:agua (XIAO et al.,
1996; PARK et al, 2005), acetonitrila:dgua (BISELLI et al.,, 2004 e 2005),
hexano:acetonitrila (SORENSEN e ELBAEK, 2005) e misturas de diclorometano e
etanol (JORGENSEN et al., 1999). Extratos liquidos, bem como amostras liquidas,
sao regularmente submetidas a processos de limpeza e enriquecimento do extrato
com a aplicacdo de cartuchos SPE Cg (ZOLLNER et al., 2000; REINSCH et al.,
2007), troca por forca idnica (SAEGER et al., 2004). Muito frequentemente
observa-se também a aplicagcdo de colunas de imunoafinidade (SCOTT et al.,
1998; LAU et al.,, 2000; LEITNER et al., 2002; LINDENMEIER et al., 2004; PARK et

al., 2005; TIMPERIO et al., 2006).

Nas condicfes de separacdo em LC usualmente tém sido aplicadas colunas
de C;g e Cg, com metanol:agua, acetonitrila:dgua e metanol:acetonitrila:agua em
sistemas isocraticos e gradientes. Os tempos de analise por LC-MS/MS demandam
um tempo normalmente inferior a 10 minutos (JORGENSEN et al, 1999;
DEGELLMAN et al., 1999; ZOLLNER et al., 2000; VENTURA et al, 2003;
SHEPHARD et al.,, 2003;SAEGER et al., 2004). Apesar da alta seletividade de
MS/MS, separacdes cromatogréficas, freqlentemente em combinacdo com
procedimentos apropriados de extracdo, Sao necessarias para remover
interferentes da matriz, com o objetivo de aumentar a sensibilidade e
reprodutibilidade de dados quantitativos (ZOLLNER et al, 2003). Em relacdo aos

parametros de MS/MS, geralmente e independentemente da geometria da interface
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de ionizacdo, OTA oferece um extenso comportamento de fragmentagédo em APCI,
resultando em wuma sensibilidade menor quando comparada com ESI,
consequentemente ESI tem sido quase que exclusivamente utilizada para
quantificacdo de OTA (BECKER et al., 1998; LAU et al., 2000). Mais informacdes

sobre métodos por LC-MS/MS para deteccdo de OTA na Tabela2 4.

2.5.4 Patulina

Devido a toxicidade aguda da PTL, teratogenicidade e possivel
carcinogenocidade, a Organizacdo Mundial de Saude recomenda seu limite em
alimentos na ordem de 50 pg/kg. Consequientemente, muitos paises adotaram

limites entre 20-50 pg/kg (EGMOND, 1997).

A técnica mais utilizada para PTL € LC conectada a UV, isto devido a alta
capacidade de absorcdo UV. LC-MS/MS tem sido predominantemente aplicada
para analise de PTL em swos de macd (RYCHLIK e SCHIEBERLE, 1999;
YAMAZAKI et al., 2004), e em menor escala em outras frutas e milho (RYCHLIK e

SCHIEBERLE, 1999). Tradicionalmente, o processo de preparagdo da amostra

consiste em extracao liquido/liqiido com acetato de etila e limpeza em cartuchos
SPE. Na andlise por MS/MS, temperaturas aplicadas na fonte APCI parece ter
grande influéncia na deteccdo, sendo que altas temperaturas parecem produzir
picos melhores (SEWRAM et al., 2000). Devida a sua natureza acida, a PTL €&
melhor ionizada no modo negativo, tanto em APCI quanto ESI (RYCHLIK e
SCHIEBERLE, 1999; TAKINO et al., 2003). Mais informac¢des sobre métodos para

PTL por LC-MS/MS ver Tabela 2.5.
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2.5.5 Tricotecenos

Deteccbes confiaveis de tricotecenos sdo exigidas em valores abaixo de
100-500 pg/kg em amostras naturalmente contaminadas, enquanto que valores
menores (10-50 pg/kg) sdo necessarios para pesquisas, com 0 objetivo de
estabelecer riscos relacionados com este grupo de micotoxinas (LANGSETH e
RUNDBERGET, 1998). As técnicas predominantemente utilizadas para a deteccao
destas toxinas baseiam-se em GC/MS ou GC/ECD, apés diferentes formas de
extracdo e derivatizacdo. A maior vantagem destes métodos € sua alta eficiéncia
de separagdo em misturas e obtencdo de resultados relativamente seguros para
tricotecenos dos grupos A e B (KRUSKA et al.,, 2001). Métodos de ELISA,
utilizadas para andlises qualitativas tém demonstrado resultados pouco precisos e
superestimados dos niveis de tricotecenos em amostras bioldgicas ( JOSEPH et
al., 2001). Métodos baseados em LC sao utilizados com uma freqiéncia muito
menor, devido a dificuldade relativa na separacdo dos tricotecenos e a baixa

sensibilidade dos detectores de UV.

A separacdo no CLAE é de extrema importancia antes da deteccdo por
MS/MS, isto porque, andlises destas toxinas geralmente lidam com mais de um tipo
de tricoteceno em amostras complexas. Em praticamente todos os casos sdo
utilizadas colunas Cis com acetonitrila:metanol:agua (HUOPALATHI et al, 1997;
RAZAZZI et al., 1999 e 2003; LAGANA et al., 2003), metanol:agua (BERGER et al.,
1999; PLATNER et al., 2003; DALL'ASTA et al., 2004; KRSKA et al., 2004; BISELI
et al., 2004 e 2005;) e acetonitrila:agua (PALLARONI et al., 2002; ROYER et al.,

2004; CAVALIERI et al., 2005; KLOTZEL et al., 2005) como fase mdvel, tanto em
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sistemas isocraticos como gradientes. Neste contexto, metanol tem demonstrado
um aumento na sensibilidade do MS/MS, principalmente para tricotecenos do
grupo B, quando comparado com acetonitrila (BISELLI et al., 2004 e 2005;
BERTHILLER et al., 2005). Acido acético e acetato de amodnia sdo
predominantemente aplicados como aditivos para aumentar a separagao
cromatografica ou para produzir adutos para melhorar a sensibilidade no MS/MS
(HUOPALATHI et al., 1997; TUOMI et al., 1998; BERGER et al., 1999; RAZZAZI et
al., 2002; ROYER et al., 2004; SORENSEN e ELBAEK, 2005; BERTHILLER et al.,
2005; KLOTZEL et al., 2005). Dependendo dos tricotecenos, colunas e matrizes,
os tempos de corrida cromatografica variam entre 630 minutos. Em relagdo aos
parametros de MS/MS, tanto APCI quanto ESI, nos modos negativo e positivo
demonstram excelente capacidade de ionizagdo dos tricotecenos, todavia as
diferencas encontradas nos processos de ionizagcdo parecem ter relacdo com o tipo
de tricoteceno, geometria e detalhes técnicos dos equipamentos de MS/MS
(HUOPALATHI et al., 1997; RAZAZZI et al, 1998 e 2003; BERGER et al., 1999;
LAGANA et al., 2003; PLATNER et al., 2003; KRSKA et al., 2004; DALL’ASTA et
al., 2004; BISELI et al., 2004 e 2005;). APCI parece ser um pouco menos eficiente
guando comparado com ESI, com isso, ESI tem sido aplicado na maioria das vezes
na quantificacdo dos tricotecenos (BISELLI et al., 2004 e 2005; KLOTZEL et al.,

2005). Informacdes mais detalhadas de métodos para quantificacdo de

tricotecenos por MS/MS estéo presentes na Tabela 2.6.
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Analito Matriz Preparo da amostra Coluna Fase movel Fl LOD/LOQ pg/kg Autor
OTA Cerveja e café Extracao: Mg Cl, 0.4 M e tolueno/H2. Cis Gradiente: 0.05% TFA em ESI 0.06/2.5(cerveja) Becker, etal, 1998
Limpeza: SPE-Si HO:MeOH 0.09/4.0 (café)
OTA Cerveja Extragao: liquido/liquido Limpeza Cis Gradiente: 0.05% TFA em ESI 0.06/2.5 Degelmann, et al 1999
SPE:silica HO:MeOH
OTA Café Extracdo: MeOH: NaHCOs- Cis Isocréatica: HO:MeOH:ACN-1:1:1 ESI 0.5/1.0 Lau, et al, 2000
50:50/H20. Limpeza: IAC com 0.17 & de HCOOH

OTA Vinho SPE Gs Cis Isocratica: 2.5% AcOH:MeOH- ESI 0.025/0.5 Z6bliner, et al 2000
31.5:68.5H20

OTA Vinho SPE com imunoafinidade ou Cis Cis Isocrética: solu¢éo aquosa 2.5% ESI 0.15/1.0 Leitner et al, 2002

AcOH:MeOH-31.5:68.

OTA Café Extragdo: NaHCOs, IAC Cus Isocratica: 0.1% HCOOH em ESI 0.UNR Ventura et al, 2003
H>O/ACN-60:40

OTA Vinho IAC Cis Isocratica: HO/ACN-26:74 com ESI 0.0NR Shephard, et al, 2003
HCOOH 0,1%

OTA Café, pimenta, Extracdo: MgCl, 0.4MH20 e tolueno Cis Gradiente: TFA 0.05% em ESI 0.5/1.4 Lindenmaeir, et al,

vinho e cerveja c/IAC HO:MeOH 2004
OTA Vinho Injecéo direta Cis Isocréatica: ACOH:NH; em HO:ACN- ESI 0.05/NR Dall'Asta, et al, 2004
85:15
OTA Cereais Extracdo: MeOH:HCOOH- Cis Isocratica: 0.1M HCOOH:MeOH- ESI 0.3/0.95 Blesa et al, 2004
99:1.Limpeza SPE G 30:70

OTA Uvas Extracdo: CHCk Cis Gradiente: H,O:ACN ambos com ESI 0.01/0.02 Timperio et al, 2006
0.05% HCOOH

OTA Vinho Extracdo: SPE-troca ibnica Cis Isocrética: H,O/MeOH/AcOH- ESI 0.35/1.13 Reinsch, et al, 2005

25.5:69:1.5

OTA=ocratoxina A, ACN=acetonitrila, MeOH=metanol, H,O=agua, SPE=cartucho de extracdo em fase sélida, FI=fonte de ionizacdo. LOD=limite

de detec¢do, LOQ=limite de quantificacdo, ESI=ionizac&o eletrospray, APCl=ionizacéo a pressao atmosférica, NR=nao reportado
(ZOLLNER e MAYER-HELM,2006)



70

Tabela 2.5- Métodos analiticos desenvolvidos para PTL por LC-MS/MS reportados na literatura

Analito Matriz Preparo da amostra Coluna Fase movel Fl LOD/LOQ Autor
Hg/kg
PTL Suco de macga, produtos Extracao: acetato de etila. Cis Gradiente: ESI 20/NR Rychlik et al,
de frutas, pao de trigo Limpeza: Na,CO3 1.5% H,O:ACN 1999
PTL Suco de maca Extracéo: acetato de etila, Cis Isocratica: APCI 4/10 Sewram et al,
Limpeza: Na,CO3 1.5% H,O:ACN-90:10 2000
PTL Suco de maca Extracéo: acetato de etila, Cis Isocratica: APCI 0.20/NR Takino et al,
Limpeza: Na,CO3 1.5% NH,OAc 2003
10mM:MeOH-98:2
PTL Suco de maca Extracdo: acetato de etila, Cis Gradiente: ESI 2.5/5.0 Yamazaki et al,
Limpeza: Na,CO3 1.5% H,O:ACN 2004

PTL=patulina, ACN=acetonitrila, MeOH=metanol, H,O=agua, SPE=cartucho de extracdo em fase sélida, FI=fonte de ionizacdo. LOD=limite de
deteccdo, LOQ=limite de quantificacdo, ESI=ionizacdo eletrospray, APCl=ionizacao a pressédo atmosférica, NR=n&o reportado
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2.5.6 Zearalenona

Devido aos efeitos estrogénicos da ZON e a presenca de legislacdes exigem
métodos de determinacdo capazes de quantificar niveis entre 10 e 100 pg/kg em
alimentos. LC com detector de fluorescéncia é atualmente o método de escolha
para deteccdo da ZON, oferecendo sensibilidade, seletividade e eficiente
separacdo apos etapas adequadas de extracdo e limpeza (KRUSKA et al, 2001;
FAZEKAS e TAR, 2001). A utilizacdo de GC ndo € comum na andlise de ZON.
Paises fora da Europa e dos EUA ainda utilizam técnicas de CCD, devido ao baixo

custo e facilidade de manuseio. ELISA oferece resultados semelhantes aos obtidos

por LC-FD, apesar de ser necesséria a confirmagédo por outros, métodos devido a
interferéncia da matrix nas colunas de imunoafinidade, evitando resultados falso-

positivos (KRUSKA et al.,, 2001).

Usualmente, a extracdo em cereais e grdos utiliza acetonitrila:agua
(ROSENBERG et al., 1998; ZOLLNER et al., 1999; SCHNEWEISS et al, 2002;
BISELLIet al., 2004 e 2005; ROYER et al., 2005; CAVALIERI et al., 2005;), tecidos
animais com metanol (JODLBAUER et al., 2000; ZOLLNER, et al, 2002;
KLEINOVA et al, 2002) e culturas fungicas com metanol e solu¢cdo aquosa de
cloreto de sodio (LLORENS et al., 2006). Uma série de procedimentos de limpeza
tem utilizado SPE de Florisii (SCHNEWEISS, et al, 2002), imunoafinidade

(ZOLLNER et al., 1999; LAUNAY et al., 2004).

Os procedimentos de separacdo em LC sdo muito importantes na deteccéao

de ZON devido a presenca de diversos metabdlitos secundarios que possuem
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estruturas e processo de fragmentagcdo semelhantes. Este problema pode ser
minimizado com procedimentos de extracdo e limpeza adequados (ZOLLNER et
al.,, 2000; ROYER et al., 2004). As colunas normalmente utilizadas séo de Ci5 e Cg
com metanol:agua, acetonitrila:agua e metanol:acetonitrila:agua como solventes da
fase mével que pode ser ainda no modo isocratico ou gradiente, e com adicdo ou
nédo de acetato de amonia (JODLBAUER et al., 2000; ZOLLNER et al., 2000; FANG
et al., 2002; KLEINOVA et al., 2002; ROYER et al., 2004) e acidos, como acido
férmico (SCHNEWEISS et al., 2002; ROYER et al., 2004), acido acético (HORIE e
NAKAZAWA, 2000; PALLARONI et al.,, 2002, 2003 e 2004;) e TFA (acido
trifloroacético) (JOSS, et al., 1999) para melhorar a separagcdo cromatogréafica e
eficiéncia da ionizacdo. Normalmente o tempo de corrida fica na faixa de 5 a 27
minutos (JOSS et al., 1999; ZOLLNER et al., 2000; JODLBAUER et al, 2000;
HORIE e NAKAZAWA, 2000; FANG et al, 2002; KLEINOVA et al, 2002;
SCHNEWEISS et al,, 2002; ROYER et al., 2004; PALLARONI et al., 2002, 2003 e

2004).

Andlises de ZON podem ser realizadas tanto com APCI como ESI nos
modos negativos e positivos. Todavia, ionizagdo no modo negativo tém obtido
resultados com maior sensibilidade e seletividade, tendo sido mais aplicada para
processos de quantificacdo de ZON por LC-MS/MS (ROSEMBERG et al, 1998;
ZOLLNER et al., 1999). Mais detalhes dos métodos de detec¢ido de ZON por LC-

MS/MS podem ser verificados na Tabela 2.7.
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2.5.7 Multitoxinas

Ja esta bem estabelecido que Fusarium, Penicillium e Aspergillus produzem
numerosas micotoxinas frequentemente pertencentes a diferentes grupos. Por este
motivo, métodos capazes de detectar varias toxinas em uma Unica etapa de
preparo de amostra e detec¢do sdo muito desejaveis. Neste sentido, o sistema LC-
MS/MS parece ser a melhor ferramerta (ZOLLNER e MAYER-HELM, 2006). O
namero destes tipos de métodos ainda é limitado devido a complexidade das
matrizes como alimentos e amostras bioldgicas, bem como as diferencas quimicas
e fisicas das diversas micotoxinas. Pesquisas recentes tém focado
desenvolvimento de meétodos para toxinas produzidas por Fusarium, como
tricotecenos e ZON (BISELI et al., 2004; ROYER et al., 2004; BERTHILLER et al.,
2005), algumas vezes incluindo FBs (BISELI et al., 2004; SORENSEN e ELBAEK,

2005) e AFLs (BISELI et al., 2004; SORENSEN e ELBAEK, 2005).
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Analito Matriz Preparo da amostra Coluna Fase movel Fl LOD/LOQ pg/kg Autor
DON, DAS e T2 Racdo e milho Extracdo:hexano:MeOHe Cis Isocratica: 3mM NH,OAc: ESI 250/NR Huopalathi et
moido limpeza: SPE Cig MeOH:ACN-50:45:5 al, 1997
DON e NIV Trigo Extragdo: ACN:H,O- Cis Isocratica::ACN:MeOH  APCI NR/40(DON) Razzazi et al,
84:16. Limpeza: SPE Cyg 82:9:9 NR/50(NIV) 1999
DON, NIV, DAS, 3  Trigo, arroz e Extracdo: ACN:H,O- Cis Gradiente: H,O:MeOH APCI 1-10/10-100 Berger et al,
ADON, 15-ADON, colbnias 84:16. Limpeza: SPE Cyg ambos com NH,OAc 1999
HT2, T2 e NEO fungicas 50mM
DON Trigo Extracdo: ACN:H,O- Cis Gradiente: ESI 2000/NR Platner, 1999
84:16 sem limpeza H,0:MeOH+0.3%AcOH
HT2, T2, DAS e Trigo, milho e Extracdo: ACN:H,O- Cis Gradiente: H,O:ACN APCI NR/50-85 Razzazi et al,
NEO racdo 84:16. Limpeza: SPE Cyg ambos com NH,OAc 2002
imM
DON e NIV Trigo, milho Extragdo: ACN:HO- Cis Gradiente: APCI 50/NR Platner et al,
84:16, filtracéo e dil. H,O H,O0:MeOH+0.3%AcOH 2003
DON, NIV e 3- Milho Extracdo: ACN:H,O- Cis Gradiente: ESI NR/1.5-10 Lagana et al,
ADON 75:25 Limpeza SPE Cig H,O:MeOH:ACN 2003
DON, NIV e 3- Milho Extracdo: ACN:H,O- Cis Gradiente: APCI NR/25-150 Razzazi et al,
ADON e 15-DON 84:16 H,O:MeOH:ACN 2005
DON, NIV, 3- Cereais Extracdo: ACN:H,O- Cis Isocrética: H,O:MeOH- ESI 20-50/100 Dall'Asta et
ADON, 15-DON 80:20. Limpeza: SPE Cisg 65:35 com NaCl 0.1mM al, 2004
HT2, T2, NEO e
DAS
DON Trigo e ovos Trigo: extracao c/ Cis Gradiente: H,O:MeOH ESI 1.5/NR (trigo) Sypecka et
0.01/0.025(ovos) al, 2004




DON Trigo

DON, NIV e 3-
ADON, 15-DON
DON, 3-ADON, 15-
DON
DON, NIV 3-ADON,
15-DON, HTZ2, T2,
NEO e DAS

Milho

Trigo e milho

Cereal e pao

ACN:H,0-84:16

Ovos: ACN e IAC
Extracdo: ACN:H,O-
75:25

Extragdo: ACN:H,O-
75:25. Limpeza: SPE Cyg
Extragcdo com ACN:HO-
84:16. Limpeza: SPE Cyg
Extragdo com ACN:HO-
84:16. Limpeza: SPE C;3

Gradiente: H,O+NH,OAc APCI
5m e HCOOH, pH
4.0:ACN
Gradiente: H,O:ACN ESI
Isocratica: H,O:MeOH  APCI
85:15
Gradiente: H,O ¢/ NH; ESI
0.00184mM e NH4OAc
0.13mM/ACN

75

10/50 Royer et al
2004
2-12/5-20 Cavalieri et
al, 2005
20/NR Berthiller et
al, 2005
0.18-5.0/16 Klbtzel et al,
2005

DON=Deoxinivalenol, NIV=nivalenol, 3ADON=3 acetildeoxinivalenol, 15-ADON=15 acetildeoxinivalenol, HT2=HT2-toxina, T2=toxina T2, NEO=
neosolaniol, DAS= diacetoxiscirpenol ACN=acetonitrila, MeOH=metanol, HO=agua, SPE=cartucho de extracdo em fase sdlida, Fl=fonte de
ionizagcdo. LOD=limite de deteccao, LOQ=limite de quantificacdo, ESI=ionizacdo eletrospray, APCl=ionizacao a pressdo atmosférica, NR=n&o

reportado

(ZOLLNER e MAYER-HELM,2006)
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Analito Matriz Preparo da amostra Coluna Fase mével Fl LOD/LOQ ug/kg Autor
ZON Milho Extracao: ACN:H,O-75:25. Cis Isocratica: ACN:H,0-40:60 APCI 0.12/0.17 Rosemberg et
Limpeza IAC al, 1998
ZON Milho, aveia e  Extracdo: ACN:H,O-75:25 Cis Isocratica: HbO:MeOH-25:75cx/ APCI 0.5/1.0 Zo6lIner et al,
trigo +KCI. Limpeza: IAC, Cig NH;,OAc 15mM 1999
ZON e Cerveja SPE com Cyg Cs Isocrética: H,O:MeOH-35:65 ¢/  APCI 0.03/0.06 Zo6liner et al,
metaboélitos NH,OAc 15mM 2000
ZON Trigo MeOH:ACN -50:50 Cs Isocratica: H,O:MeOH-c/ APCI NR*/30 Pallaroni, et al,
AcOHO0.2%-45:55 2002
ZON e Trigo Extracdo: ACN:H,0-21:79 Cus Gradiente: H,O + 1% ESI NR*/10 Schneweiss, et
metabdlitos Limpeza SPE de Florisil HCOOH:ACN al, 2002
ZON Trigo Extracdo com ACN:H,O- Cs Isocratica: HbO:MeOH-</ 0.2% ESI 5/15 Pallaroni, et al,
50:50 AcOH-45:55 2003
ZON Milho Extragdo com ACN:HO- Cis Gradiente: Ho.O+1%ACN c/ APCI 3/10 Royer et al,
2004

75:25. Limpeza: SPE Cyg

NH,OAc 5mM e HCOOH. pH 4.0

ZON=zearalenona, ACN=acetonitrila, MeOH=metanol, H,O=agua, SPE=cartucho de extracdo em fase sélida, FI=fonte de ionizacdo. LOD=limite

de detec¢do, LOQ=limite de quantificagdo, ESl=ionizagao eletrospray, APCl=ionizacdo a presséo atmosférica, NR=n&o reportado
MAYER-HELM,2006)

(ZOLLNER

e
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A maior parte dos multimétodos tém sido aplicados a culturas fungicas e
graos e menos freglientemente em queijos, leites e outros alimentos. Comumente,
amostras relativamente simples como culturas fangicas e solu¢des aquosas sao
injetadas diretamente no LC-MS/MS ou utilizam-se etapas de limpeza antes da
injecdo no sistema de deteccdo (SMEDSGAARD e FRISVALD, 1996; SEWRAM et
al., 1999; MONTI et al., 2000; POCSFALVI et al, 2000; RUNDBERGET e
WILKINS, 2002; NIELSEN et al., 2003; KOKKONEN et al., 2005). Para matrizes
mais complexas, diversas formas de extracdo capazes de obter varias micotoxinas

em uma Unica etapa tém sido propostas. Outra dificuldade neste tipo de método é

o fato de que toxinas ionizam de formas diferentes (APCI e ESI em modos positivo
e negativo), todavia, equipamentos atuais possuem a capacidade de alterar sua
polaridade de forma muito rapida durante a mesma corrida, facilitando este tipo de
andlise. Os solventes e colunas utilizadas para este tipo de método, bem como a
fonte de ionizagdo, sdo muito variaveis (ZOLLNER e MAYER-HELM, 2006). Ver

detalhes de multimétodos na Tabela 2.8.

2.6 Legislacéo

Devido aos riscos relacionados com a presenca de micotoxinas em
alimentos, tanto para humanos quanto para animais, bem como seus impactos
econOmicos, diversos paises estabeleceram legislacdes para minimizar seus
efeitos. Nos anos 80 e 90, diversos estudos foram publicados em relagcdo aos
riscos e necessidade de legislacdo para micotoxinas. Desde 1995 até 2003 houve

um aumento de 30 % no numero de paises que possuem legislacdo para
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micotoxinas, sendo que atualmente, cerca de 100 paises, representando em torno
de 90 % da populacdo mundial, tem este tipo de legislacdo. As legislacbes sdo
adotadas de forma especifica para cada pais, devido a caracteristicas particulares,
como hébitos alimentares, clima, viabilidade para realizacdo de andlises, entre
outros. Mesmo com suas legislacdes especificas, muitas delas estdo sendo

harmonizadas entre paises que compde blocos econdmicos como Unido Européia

e Mercosul (BERG, 2003; BINDER, 2007).

Legislagbes internacionais sao estabelecidas pelo Codex Alimentarius
(CAC). O sistema de legislacdo desenvolvido pelo CAC envolvendo
contaminantes, incluindo micotoxinas em alimentos e ragfes, € muito rico em
detalhes. O Comité de Aditivos Alimentares do Codex (CCFAC) é o érgéo
responsavel por avaliar as informacdes relativas aos riscos existentes pela
presenca de contaminantes em geral, e micotoxinas em particular, em alimentos e
racoes. As informacdes sobre estes riscos sao fornecidas ao CAC pelo Comité de
Especialistas em Contaminantes e Aditivos Alimentares (JECFA). E funcdo do
JECFA prover informacdes, com embasamento cientifico, sobre toxicidade de
contaminantes e niveis seguros para consumo humano (HUSSEIN e BRASEL,
2001;BERG, 2003). Na Unido Européia as propostas para estabelecimento de
legislacdes relativas a micotoxinas sdo de responsabilidade da Comissdo
Européia, que formula estas propostas baseada em dados fornecidos pelo Comité
Cientifico para Alimentos (SCF) (BERG, 2003).

Existem diferencas entre as legislacdes dos diversos paises. Na Tabela 2.9
sdo apresentadas algumas legislagbes de paises ou blocos econdmicos

importantes (Unido Européia e Mercosul) relativos a micotoxinas.
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Analito Matriz Preparo da amostra Coluna Fase mével Fl LOD/LOQ pg/kg Autor
OTA e 17 outras Cultura Extracao: Cis Isocratica: ESI NR*/NR* Smedsgaard et
micotoxinas de fungica CHCI;:MeOH:acetato de H,O:MeOH-10:90 al, 1996
Penicillium etila;HCOOH-33:16:50:1
DON e ZON Padrdes Diluicdo: MeOH Cis Gradiente: H,O:ACN APCI NR*/NR* Pallaroni et al,
2002
AFB,, AFB,, FB; FB,, Milho Extracdo: MeOH: H,0-3:1 Cys Gradiente: APCI NR*/NR* Abbas et al,
FBs, e FB, H,O:MeOH ¢/ AcOH (AFLs) e 2002
1% ESI (FBs)
DON, ZON e FB; Milho Extracdo: ACN: H,O-75:25. Cis Gradiente: H,O APCI 10/50 (ZON), Royer et al,
Llimpeza : SPE-troca +NH4OAc 5mM e 3/10(ZON), 2004
ibnica HCOOH, pH 20/50(FB1)
4.0:ACN
DON,NIV, 3ADON, Alimentos Extracdo: ACN/ H.0-85:15 Cis Gradiente: ESI 0.2-10 Biselli et al,
15-ADON, HT2, T2, abasede Limpeza SPE-troca ibnica H,O:MeOH 2004
ZON, AFB; e OTA cereais
AFB;, AFB,, AFGy, Queijo Extracdo: HCOOH 0.1% Cis Gradiente: H,O:ACN ESI 0.3-0.8/0.5-5 Kokkonen et al,
AFG, AFM;, OTA em ACN:hexano-55:45 ambos com AcOH (AFLs), 0.3/0.6 2005
0.1% (OTA)
DON,NIV, 3-ADON, Milho Extracdo: ACN/ H,0-84:16. Cis Gradiente: APCI 0.3-3.8/0.8-18.3 Berthiller et al,
15-ADON, HT2, T2, Limpeza SPE-troca ibnica H.0O:MeOH ambos (tricotecenos) 2005
ZON e DAS com NH4OAc 5mM 0.9/3.2 (ZON)
AFM;, DON, OTA, 3- Leite Extracdo: ACN:hexano- Cis Gradiente: H,O: ESI 0.03-0.1/0.05- Sorensen et al,
ADON, 15-ADON, 61:39. Limpeza: SPE-troca MeOH ambos com 0.15, 2005

HT2, T2, DAS,

ibnica

AcOH 0.02%

(tricotecenos)
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FB,,FB,, ZON, T12- 0.01/0.02 (OTA)
triol 0.02/0.08 (ZON)
0.01/0.02 (AFM,)

0.02-0.04/0.04-

0.05 (FB; e FBy)

DON, NIV, 3-ADON, Milho Extracdo: ACN/ H,0O-75:25. Cis Gradiente: H,O: ESI 2-12/5-20 Cavalieri et al,
15-ADON, ZON Llimpeza: SPE-troca ibnica ACN (tricotecenos), 2005
3/10 (ZON)

AFB=Aflatoxina B;, AFB,= Aflatoxina B,, AFG;= Aflatoxina G;, AFG,= Aflatoxina G,, AFM = Aflatoxina M;, DON=Deoxinivalenol, NIV=nivalenol, 3-
ADON=3 acetildeoxinivalenol, 15-ADON=15 acetildeoxinivalenol, HT2=HT2 toxina, T2=toxina T2, NEO= neosolaniol, DAS= diacetoxiscirpenol,
ZON=zearalenona, OTA=ocratoxina A, FB;=Fumonisina B;, FB,= Fumonisina B,, FB3;= Fumonisina B3, ACN=acetonitrila, MeOH=metanol,
H.,O=4agua, SPE=cartucho de extragdo em fase soélida, FI=fonte de ioniza¢ ao. LOD=limite de deteccéo, LOQ=limite de quantificagdo, ESl=ionizacado
eletrospray, APCl=ionizagdo a pressdo atmosférica, NR=n&o reportado
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Pais Alimento Micotoxina CMP" (ng/kg ou pg/l)
AUSTRALIA Amendoim e nozes AFB+ AFB, + AFG.+ AFG, 15
CANADA Castanhas e seus produtos AFB;+ AFB, + AFG,+ AFG, 15

Trigo DON 2000
Trigo e seus produtos para alimentagéo infantil DON 600
Todas as rac¢des animais AFB1+ AFB2 + AFG1+ AFG2 20
Racéo para suinos OTA 2000
Ragédo para suinos T2 1000
Racéo para gado DON 5000
Racgéo para gado HT2 100
Racao para gado e suinos DON 1000
Ragédo para suinos ZON 3000
Racéo para suinos DAS 2000
ESTADOS UNIDOS Todos os alimentos exceto leite AFB+ AFB> + AFG 1+ AFG» 20
Macd, suco de maca concentrado e produtos com maca PTL 50
Produtos para consumo humano contendo trigo DON 1000
Produtos de milho FB,+ FB, + FB3 2000
Milho para pipoca FB1+ FB, + FB3 3000
Leite AFM; 0.5
Produtos a base de milho e amendoim para alimentagéo de gado AFB;+ AFB, + AFG,+ AFG, 300
Semente de algodao para racéo AFB;+ AFB, + AFG;+ AFG, 300
Produtos a base de milho e amendoim para alimentagdo de AFB;+ AFB,+ AFG:+ AFG, 200
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suinos
Produtos a base de milho e amendoim para alimentacdo aniamis AFB;+ AFB;, + AFG+ AFG, 20
em crescimento
Gréos e seus produtos para ruminantes e frangos DON 10000
Gréos e seus produtos para suinos DON 5000
Milho e seus produtos para alimentac&o de cavalos e coelhos FB,+ FB, + FB3 5000
Milho e seus produtos para alimentagdo suinos e peixes FB,+ FB, + FB3 20000
JAPAO Todos os alimentos AFB; 10
Suco de maca PTL 50
Trigo e seus produtos DON 1100
Componentes de ragéo para gado, suinos e frango AFB; 20
Componentes de racao ZON 1000
Componentes de racao DON 1000
INDIA Todos os alimentos AFB+ AFB, + AFG+ AFG, 30
Amendoim moido para racao (para exporta¢céo) AFB; 120
MERCOSUL Amendoim, milho e seus produtos AFB1+ AFB, + AFG 1+ AFG, 20
Leite fluido AFM, 0.5
Leite em po AFM; 5
MOCAMBIQUE Amendoim AFB;+ AFB, + AFG;+ AFG, 10
UNIAO EUROPEIA Nozes trituradas, nozes e frutas secas e seus produtos para AFB;
alimentacdo humana direta ou como ingrediente AFB1+ AFB, + AFG 1+ AFG, 4
Nozes trituradas submetidas a selecéo, ou outro tratamento fisico, AFB; 8
antes do consumo humano ou como ingrediente em alimentos AFB1+ AFB, + AFG+ AFG, 15
Nozes e frutas secas submetidas a sele¢do, ou outro tratamento AFB; 5
fisico, antes do consumo humano ou como ingrediente AFB1+ AFB2 + AFG1+ AFG2 10
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Cereais e seus derivados para consumo humano direto ou como
ingrediente a serem submetidos a tratamento fisico

Milho para consumo direto para humanos ou como ingrediente ou
a serem submetidos a sele¢éo ou outro tratamento fisico

Pimenta (moida e intacta)

Cereais e arroz

Todos os produtos derivados de cereais para consumo humano
Frutas secas

Sucos de frutas e néctar, em particular suco de maga

Suco concentrado de fruta apés reconstituicao

Cidra e bebidas fermentadas derivadas de magé ou c/ seu suco
Produtos de maca sdélidos, incluindo magca em conserva e puré
Maca e seus produtos em todas as formas como alimento infantil
Cereais e seu produtos

Trigo e produtos contendo trigo

Leite e prudutos derivados de leite

Todas as ragdes animais

Racdes para consumo diario de animais

AFB;
AFB.+ AFB, + AFG,+ AFG;
AFB;

AFB.+ AFB, + AFG,+ AFG;
AFB;

AFB.+ AFB, + AFG,+ AFG,
OTA
OTA
OTA
PTL
PTL
PTL
PTL
PTL
DON
DON
AFM,

AFB;

AFB;

10

10

10
50
50
50
25
10
500
750
0.05
20
5

AFB=Aflatoxina B;, AFB,= Aflatoxina B,, AFG;= Aflatoxina G;, AFG,= Aflatoxina G,, AFM;= Aflatoxina M;, DON=Deoxinivalenol, HT2=HT2 -toxina,

T2=toxina T2,DAS=
LMP=limite maximo

diacetoxiscirpenol, ZON=zearalenona, OTA=ocratoxina A, FB;=Fumonisina B;, FB,= Fumonisina B, ]
permitido. Mercosul: bloco formado por Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai . Unido Européia : bloco formado por: Austria,

FBs= Fumonisina Bs,

Bélgica, Dinamarca, Finlandia, Fraca, Alemanha, Grécia, Irlanda, Italia, Luxemburgo, Holanda, Portugal, Espanha, Suécia e Reino Unido.

(FAO, 2007)
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3.1 RESUMO

Um meétodo utilizando LC-MS/MS, com ionizacdo quimica a pressao atmosférica,
em modo positivo [M+H]*, foi desenvolvido para determinagdo simultdnea das
aflatoxinas (AFLs): AFB1, AFB,, AFG; e AFG, em castanhas-do-Brasil. Através da
monitoracao de reacdes multiplas, foi possivel analisar os fragmentos das AFLs,
aumentando a especificidade e sensibilidade. A separacdo das toxinas foi
realizada utilizando uma coluna Cg com um gradiente de fase mével composto por
agua e metanol (ambos com 25mM de acetato de aménia), com um tempo total da
corrida cromatografica de 5.0 minutos. Os solventes de extracdo foram
acetonitrila:agua (80:20) e néao foi realizada etapa de limpeza. Os valores de LOD
e LOQ, com a presenca da matriz, foram 0.04; 0.045; 0.050 e 0.060 pg.kg™; 0.08,
0.09, 0.10 e 0.12 pg.kg™ respectivamente para AFB1, AFB,, AFG; e AFG,. As
taxas de recuperacao ficaram entre 92 e 100 %. Os niveis do somatério das AFLs,

obtidos de amostras naturalmente contaminadas, foram de 1.2 to 11.5 ug.kg™.

PALAVRAS CHAVE: Aflatoxinas, metodologia, castanha-do-Brasil, espectrometria

de massa/massa, LC-MS/MS, cromatografia.
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3.2 INTRODUCAO

Um dos maiores problemas relacionados com a seguranca alimentar € a
presenca de fungos capazes de produzir metabdlitos secundarios toxicos — as
micotoxinas. O grupo mais importante de micotoxinas, considerando-se a
toxicidade e as legislacbes mundiais, sdo as aflatoxinas (AFLs). Estas toxinas
podem causar diversos danos a saude de humanos e animais. Além disto, a
presenca de AFLs em alimentos pode levar a sérias perdas econ6micas em
paises exportadores de produtos agricolas, pois lotes de alimentos contaminados

sdo sistematicamente rejeitados por paises importadores de alimentos (ZOLLNER

et al., 2006).

Devido ao risco da presenca de micotoxinas em alimentos, diversos paises
tém estabelecido legislacbes, principalmente para AFLs. Nos Ultimos anos, uma
atualizacdo das legislacdes internas vem sendo realizada, especialmente pela
Unido Européia (UE), a qual reduziu os niveis maximos permitidos para AFLs (2 e
4 pg.kg® para AFB; e somatério das AFLs respectivamente) (EC, 2003). A UE
também vem aumentando o numero de micotoxinas em sua legislacdo em
diferentes tipos de alimentos (UE, 2007). Isto cria a necessidade de metodologias
sensiveis e especificas para detectar e quantificar niveis baixos de micotoxinas

em alimentos.
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Atualmente, os métodos utilizados para andlise de AFLs estédo
principalmente fundamentados em cromatgrafia em camada delgada (CCD),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector de fluorescéncia e
imunoensaios (KUSSAK, et al, 2005; AOAC, 2005). Todavia eles possuem
algumas limitagcbes tais como: demora na andlise devido as longas etapas de
extracdo e limpeza, uso de grandes volumes de solventes toxicos e necessidade
de etapas de confirmacdo. O uso de métodos utilizando espectrometria de
massa/massa (MS/MS) acoplado a um cromatografo liquido (LC) € certamente
uma das melhores técnicas para detec¢do e quantificacdo de micotoxinas. Com o
sistema LC-MS/MS, é possivel analisar diferentes grupos de toxinas nos mais
variados alimentos com etapas de extracdo simples, alguns casos ndo ha
necessidade de limpeza do extrato, reduzindo a quantidade de solvente utilizada,
o tempo de andlise, bem como a obtencdo de resultados auto-confirmatorios
(CAVALIERI, et al., 2005; SORENSEN, et al., 2005; BERTHILLER et al., 2005;
BISELLI et al., 2005; ZOLLNER, et al, 2006; SPANJER et al., 2006; CAVALIERI,

et al., 2007).

A maioria dos métodos desenvolvidos utilizando LC-MS/MS até agora sao
para tricotecenos RAZZAZI-FAZELI et al., 1999; RAZZAZI-FAZELI et al., 2002;

CAVALIERI, et al., 2005; SORENSEN, et al., 2005; BERTHILLER et al., 2005;),

patulina (SEWRAN et al.,, 2000), zearalenona (BENNEKOM et al.,, 2002),
fumonisinas LUKACS et al., 1999; SPANJER et al., 2006) e para toxinas de
Alternaria (SCOTT, 2001; SCOTT et al.,, 2006). Existem alguns métodos para

analise de AFLs (AFB;, AFB,, AFG;, AFG;) porém, na maioria dos casos, a fonte
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de ionizacgdo utilizada é a eletrospray (ESI) (JANSSEN et al., 2000; VENTURA et
al., 2004; SPANJER et al., 2006; CAVALIERI, et al., 2007). Um artigo publicado
em 2002 ABBAS et al., 2002) apresenta a aplicacdo de APCI como fonte de
ionizacao para analise de AFLs, todavia o tempo total da corrida cromatogréfica foi

de 30 minutos e uso de coluna de Cis.

A castanha-do-Brasil € um produto economicamente importante para 0s
paises da América do Sul que possuem parte da floresta Amazodnica em seu
territério. Recentemente, o0 mercado de exportacdo da castanha-do-Brasil para a
UE sofreu uma dréastica reducdo devido a presenca de AFLs em concentracdes

superiores as exigidas pela legislacdo européia (EC, 2003).

Considerando que os niveis exigidos pela UE ttm restringido a exportacao
de castanha-do-Brasil, ha a necessidade de métodos com alta sensibilidade,
especificidade, auto confirmatorios e rapidos para contemplar esta legislagéo.
Portanto, o presente estudo apresenta o desenvolvimento de um método por LC-
MS/MS capaz de detectar e quantificar silumtaneamente as AFLs (AFB;, AFB;,

AFGy, AFG;) em niveis muito abaixo daqueles existentes para castanha-do-Brasil.
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3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 MATERIAL

a. Reagentes: metanol, acetonitrila, benzeno (grau HPLC), Carlo Erba - Rodano,
Italia. Agua ultrapura (sistema MilliQ, Millipore — Billerica, USA). Acetato de aménia
(PA), Vetc - Rio de Janeiro, Brasil.

b. Padrboes de Aflatoxinas: AFB1, AFB;, AFG: e AFG,, Sigma (Saint Louis, USA).
c. Amostras: 40 amostras de castanha-do-Brasil com casca tipo exportagdo
totalizando 30 kg, fornecidas pela beneficiadora CIEX, Manaus, Amazonas, Brasil.
d. Equipamentos: cromatégrafo liquido, modelo 1100, Agilent (Santa Clara, USA)
com bomba quaternaria, desgaseificador, injetor automéatico ajustado para um
volume de 20 ul. Colunas de fase reversa estudadas: trés Cig [(4.5 mm), 150 (5
pm) marca Hichrom (Theale, UK) e 250 mm (5 and 10 pum)] marca Phenomenex
(Torrance, USA) e uma Cg [4.6 x 150 mm (5 pm)] marca Agilent (Santa Clara,
USA). Espectrdmetro de massa/massa, APl 4000 triplo-quadrupolo, Applied
Biosystemso MDS SCIEX (Foster City, USA) , equipado com fontes de ionizacéo
APCI e ESI nos modos positivos e negativos e bomba de infusdo marca Harvard
Apparatus (Holliston, USA). Espectrofotobmetro, U2010 Hitachi (Téquio, Japao) .
Moinho, Romer (Union, USA). Quebrador de nozes industrial da CIEX (Manaus,

Brasil).
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3.3.2 METODOS

a. Preparo das solugbes padrédo de AFB;, AFB,, AFG; e AFG;: as solucdes de
toxinas (estoque, intermediaria e de trabalho) foram preparadas utilizando
benzeno, acetonitrila e/ou agua de acordo com a etapa de desenvolvimento do
método e posteriormente calibradas conforme AOAC, 2005. As solucdes estoque
foram preparadas com benzeno:acetonitrila (99:1), e as concentracdes foram de
8.48, 10.36, 9.21 e 9.83 pug.mr! para AFB;, AFB,, AFG; e AFG, respectivamente.
As solucdes intermediarias foram preparadas com acetonitrila em concentracdo de
1 pg.mi* para todas as AFLs e as solucdes de trabalho com agua em
concentracdo de 0.1 pg.mlt. (a.1) solucées para “tunning” do MS/MS: solucdes
padrdo individuais foram preparadas em concentracdo de 0.01 pg.ml* em
acetonitrila com 25 mM de acetato de amoénia. (a.2) solucdes para o sistema LC-
MS/MS: as solucdes padrdao contendo as quatro AFLs (solucdo mix) foram
preparadas em concentragdo de 0.001 pg.mf! em agua a partir da solugdes de
trabalho.

b. Otimizacdo dos parametros de MS/MS para AFB1, AFB,, AFG; e AFG3: 0s
padrdes (solugdes preparadas em 3.3.2.a.1) foram injetados individualmente direto
no espectrometro de massas com APCI como fonte de ionizagcdo operando no
modo positivo [M+H]", utilizando uma bomba de infusdo, e o0s seguintes
parametros foram otimizados: collision energy (CE), declustering potential OP) e
cell exit potential (CXP). Com a otimizacdo destes parametros, os ions

precursores (ions pai) e as transi¢cdes foram obtidas para cada AFL.
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c. Ajuste dos parametros de LC para as AFLs no LC-MS/MS e Dwell Time
(DW): o LC foi conectado ao detector e as solucdes mix de AFLs, previamente
preparadas, foram injetadas (20ul). A separacao das toxinas foi avaliada em cada
uma das colunas (Cs e Cig) utilizando metanol:agua (@mbas com 25 mM de
acetato de amodnia) como fase mével (FM). O gradiente de FM foi desenvolvido
com o objetivo de obter a melhor separacdo das quatro AFLsS no menor tempo
possivel. A taxa de fluxo da FM foi de 1 ml/min, com um gradiente composto de
agua (A) e metanol (B) em uma proporcdo de 45 % (A) e 55 % (B) na etapa zero
(pré corrida) por 3.5 minutos. Na etapa 1 (3.0 min) a propor¢cao de metanol foi
aumentada para 70 % e este gradiente foi entdo mantido até o final da corrida
cromatografica (7.0 min). Este gradiente apresentou uma excelente separacéo
para as quatro toxinas. As toxinas foram separadas com sucesso utilizando a
coluna Cg e a primeira toxina a eluir da coluna foi a AFG,. Os tempos de retencao
(RT) obtidos foram de 3.23, 3.64, 4.06 e 4.45 min para AFG,, AFG;, AFB; e AFB1,
respectivamente. O cromatograma de massa mostrando as transicdes mais
sensiveis e especificas para cada toxina € apresentado na Figura 3.1. Apesar das
colunas C;g estudadas apresentarem boa resolucdo para separagdo das AFLs,
neste estudo a coluna Cg apresentou uma performance melhor, com picos
cromatograficos bem definidos. O DW (parametro que define o tempo que o

espectrometro de MS/MS leva para detectar cada uma das transicdes

individualmente) foi definido injentando-se solugbes mix das toxinas em baixas
concentracdes (proximas ao limite de deteccdo (LOD)), com o objetivo de obter
melhores picos cromatografico. Este parametro é expresso em milisegundos

(Tabela 3.1).
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Figura 3.1 - Cromatograma de massa de AFB;, AFB,, AFG; e AFG; utilizando LC-MS/MS — APCI

[M+H]* em uma concentragio de 50 x LOQ

Tabela 3.1- ions pai (precursores), transicoes e parametros de MS/MS otimizados

para as AFLs?

Toxina ~ MMP° lon (m/2) DP°¢ CE“ CXP® DW'

Pai  Transicdo (V) V) (V) (milisec)
AP 312 3131 B sa00 %0
AFB, 314 3150 —2 7002500 2%
o e wer G SO0 7100 s o
1 AR

< aflatoxinas “massa molar *transicao de quantificacdo transicdo de confirmacao

¢ declustering potential 4 collision energy ° cell exit potential "dwell time

d. Limite de detccao (LOD), limite de quantificacdo (LOQ), coeficiente de

correlagcdo (R?), efeito matriz e recuperacéo: solugées mix com as AFLs em

baixas concentragcdes foram injetadas no sistema LC-MS/MS e o LOD definido por

3 vezes a relacao sinal/ruido (3S/R) e o LOQ por 6 vezes a relagéo sinal/ruido

(6S/R). (d.1) curvas de calibracdo e R? nesta etapa solucdes mix das AFLs

(calibradas) em cinco diferentes concentracdes foram utilizadas. Os niveis de
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concentragdo utilizados para cada uma das AFLs foram calculados a partir de
seus valores de LOQ obtidos anteriormente, sendo de: 1xLOQ, 5xLOQ, 10xLOQ,
20xLOQ and 100xLOQ. Apés a injecdo das solucdes (triplicata), os R? foram
definidos & partir das curvas de calibracdo. Os R? da matriz foram obtidos
analizando-se cantanhas-do-Brasil artificialmente contamindas em concentragdes
de 1, 5, 10, 20 e 100 vezes o LOQ para cada AFL em triplicata. (d.2) Preparo da
amostra: As amostras foram preparadas descascando-se as castanhas com um
descascador industrial, posteriormente foram trituradas em um moinho. Importante
enfatizar que apos serem descascadas, mesmo as castanhas deterioradas foram
incluidas no processo de extracdo. (d.3) Extracdo: por¢cdes homogeneizadas de 25
g foram separadas para extracdo adicionando-se 100 ml de acetonitrila:agua
(80:20 v/v) a amostra, misturadas por 2 horas e filtradas. O filtrado foi entédo diluido
quatro vezes em agua e um volume de 20pl injetado no LC-MS/MS. (d.4) Efeito
matriz: para checar se os componentes da matriz poderiam interferir na deteccao
das AFLs, extratos foram artificialmente contaminados em 5 diferentes
concentracdes, baseadas nos valores de LOQ instrumentais e injetadas no LC-
MS/MS em triplicata. (d.5) Recuperacdo: Amostras de castanha-do-Brasil foram
trituradas e contaminadas com padrdes das 4 AFLs em cinco concentracdes de 1
a 10 pg.kg™* em triplicata e analisadas.

e. Aplicacdo do método em castanha-do-Brasil naturalmente contaminadas:
40 amostras foram analisadas utilizando o método desenvolvido. As
guantificacbes foram realizadas pelo programa Analyst (instalado no sistema de
interpretacdo de dados do sistema LC-MS/MS) baseadas nas curvas de

calibracéo.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

a.Parametros de MS/MS para AFB1, AFB,, AFG; e AFG,: a APCIfoi a fonte de
ionizagdo utilizada para as AFLs em modo positivo, produzindo ions moleculares
protonados. No sistema LC-MS/MS utilizado neste estudo, quando equipado com
ESI como fonte de ionizacao, foi observado uma incapacidade de ionizacdo das
moléculas de AFLs. A fragmentag&o por colisdo induzida demostrou perdas mais
significativas de moléculas de agua, mondxido de carbono e diéxido de carbono
seguidas de clivagem do esqueleto policiclico (Figura 3.2). Para 0 monitoramente
de reacBes multiplas (MRM), os fragmentos produtores de sinais mais intensos
(utilizados para quantificacdo), bem como aqueles utilizados apenas como
fragmentos de confirmagdo sdo apresentados na Tabela 3.1, assim como o0s

outros parametros otimizados.

o'\ o OCHg
H
[b] AFB, MM 314
O O

o’} o OCHj
H
[c] AFG; MM 328 [d] AFG, MM 330

Figura 3.2 — Estruturas quimicas das AFLs com suas respectivas massas molares [a] AFB; (312),
[b] AFB; (314), [c] AFG, (328) e [d] AFG, (330)



110

b. LOD, LOQ, R? efeito matriz e recuperagdo: Os valores de LOD, LOQ e R?
foram definidos para todas as transi¢cbes, todavia, para quantificacdo, foram
utilizados apenas as transc¢des que produziram um sinal mais intenso bem como
apresentaram melhores valores de R? (Tabela 3.2). As outras transicdes foram
utiizadas para confirmacdo da presenca da toxina. O método apresentou
linearidade instrumental em concentragdes de 0.005, 0.02, 0.25 e 0.04 até 0.5,
2.0, 25 e 4.0 pg.kg™ para AFB1, AFB2, AFG:1 e AFG; respectivamente, com valores

de R? proximos a 1.

Os valores de LOD e LOQ obtidos utilizando castanhas-do-Brasil foram
excelentes, bem como os valores de recuperacao, que ficaram entre 92 e 100 %
(concentracdo das contaminagdes de 1 & 10 pg.kg™). Os valores de LOD e LOQ
para AFB;, AFB,, AFG; e AFG, foram de 0.04; 0.045; 0.050 e 0.060 ug.kg™; 0.08,
0.09, 0.10 e 0.12 pg.kg™* respectivamente, com valores de desvio padréo relativo
menores que 5 %, os quais sdo apresentados na Tabela 3.3. Utilizando a matriz, a
linearidade obtida para as AFLs esteve entre as concentracdes de 0.08, 0.09, 0.10
e 0.12 até 8.0, 9.0, 10 e 12 pg.kg™ e os valores de R? foram de 0.9981, 0.9998,
0.9993 e 0.9997 para AFB;, AFB,, AFG; e AFG,,respectivamente. Os valores de
LOD e LOQ do método (Tabela 3.2) foram muito abaixo de 1 pg.kg™, nivel o qual
atende as exigéncias da legislacdo da UE (2 pg.kg* para AFBs1 e 4 pg.kg™* para o
somatorio das quatro AFLs ). Em relagdo ao efeito matriz, foi observado uma
pequena interferéncia no sinal produzido pelas AFLs, 0 que pode ser verificado
pelo ligeiro aumento nos valores de LOD e LOQ com a presencga da matriz. A

figura 3.3 mostra um cromatograma de massa/massa de uma amostra
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contaminada com valores proximos ao LOQ e pode ser observado a interferéncia

dos componentes da matriz.

c. Resultado da aplicacdo do metodo nas amostras de castanha-do-Brasil
naturalmente contaminadas: AFLs foram detectadas em 7 amostras, sendo que
as concentracdes, do somatério das quatro toxinas, variaram de 1.2 & 11.5 pg.kg™
e apenas 4 amostras apresentaram valores de contaminacdo superiores as
exigidas pela UE para o somatorio das AFLs (4 pg.kg?). Nenhuma amostra
apresentou niveis de contaminacdo maiores do que outras legislacdes como do
Mercosul @0 pg.kg?), Canada (L5 pg.kg™l) e dos Estados Unidos @0 pg.kg?)

(EGMOND et al., 2004).

Tabela 3.2 - Valores instrumentais de LOD?, LOQ? e R2¢
LOD LOQ

H 2
Toxina (ugkg ) (ug.kg?) R
AFB;, 0.0025 0.005 0.9995
AFB> 0.01 0.02 0.9996
AFG1 0.0125 0.025 0.9995
AFG; 0.02 0.04 0.9994

¢ limite de deteccdo " limite de quantificacdo ° coeficiente de correlacéo

Tabela 3.3 - Deteccdo de aflatoxinas e repetibilidade em castanha-do-Brasil
artificialmente contaminadas com diferentes concentragdes

Deteccéo de Aflatoxinas (ug.kg™)

TOXINA 100 x LOQ? 20x LOQ 10 x LOQ 5xLOQ 1x LOQ®

Média DPR’ Média  DPR  Média DPR  Madia DPR Média DPR
(Mgkg) (%)  (Mgkg) (%)  (Mg.kg) (%) (Mg.kg?) (%) (Hg.kg") (%)

AFB1 7.99 0.75 1.69 473 079 510 0.41 146 0.075 4.00
AFB> 8.98 1.78 1.89 1.05 090 333 0.46 434  0.082 2.43
AFG; 9.97 0.30 2.19 5.47 1.00 5.00 0.48 104 0.094 3.20
AFG, 1194 184 264 7.90 118 4.23 0.60 146  0.099 5.05

? Limite de quantificagéo, ® Desvio padrédo relatvo n=5
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Figure 3.3 — Cromatograma de massa/massa de uma amostra contamlnada utilizando LC-MS/MS-
APCI [M+H] "I com concentracdes de: 0.1, 0.13, 0.15 e 0.12 pg. kg para AFB1, AFB,, AFG; e AFG,,
respectivamente

d. Discussd@o Geral: Alguns métodos para deteccdo de AFLs utilizando LC-
MS/MS foram desenvolvidos (BLESA et al., 2003; VENTURA et al.,, 2004;
SPANJER et al., 2006; CAVALIERI et al., 2007), sendo que 0s mesmos tem em
comum a fonte de ionizacdo. Estes métodos utilizaram ESI, coluna C;g e alguns
possuiam etapas de limpeza do extrato. Spanjer et al (2006) nédo utilizou nenhuma
etapa de limpeza. Por outro lado, Cavalieri et al. (2007) analisaram AFLs em 0leo
de oliva, todavia, o método era realtivamente demorado na etapa de deteccdo por
LC-MS/MS, onde o tempo de corrida cromatografica era de 16 minutos. Foi
encontrado apenas um artigo onde o meétodo utilizou APCI como fonte de
ionizacdo (ABBAS et al., 2002), porém com um tempo de corrida cromatografica

um tanto longo (30 minutos), neste estudo a coluna cromatografico foi uma Cis. Ao
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contrario dos métodos citados, o0 método desenvolvido neste trabalho utilizou APCI
como fonte de ionizacdo, coluna Cg e o tempo total para separagéo das 4 AFLs foi
de apenas cinco minutos, sendo que os tempos de retencéo individuais foram de
3.23, 3.64, 4.06 e 4.45 minutos para AFG,, AFG;, AFB; e AFB; respectivamente. A
utilizacdo de um cromatdgrafo liquido de ultra eficiéncia (UPLC) puder ser utilizado
no método, o tempo total da corrida cromatografica poderd ser extremamente
reduzido, conforme o método apresentado por Ventura et al. (2006), o qual foi

capaz de separar as 4 AFLs em 3.1 minutos.

Comparando as metodologias atuais utilizando LC com detector de
fluorescéncia e CCD (AOAC, 2005), as vantagens do método desenvolvido neste
estudo sdo a velocidade e seguranca dos resultados, bem como a capacidade de
deteccdo de niveis muito baixos das toxinas. A grande desvantagem do presente
método € o alto custo para aquisicdo e manutencdo do equipamento. Todavia, o
mesmo acaba sendo financeiramente vantajoso a longo prazo devido a qualidade
e seguranca dos resultados obtidos, bem como redugdo nos custos de méao de
obra e volume de solventes utilizados. O método desenvolvido neste estudo pode
também ser uma ferramenta muito Util na deteccdo de baixos niveis de AFLs,
podendo auxiliar em pesquisas, na aquisicdo de dados epidemioldgicos para

avaliar intoxicacdes cronicas de baixas concentracdes e sua relacdo com efeitos

toxicos das AFLs como cancer.

Considerando as matrizes passiveis de serem avaliadas, neste caso, o

método é valido apenas para andlise de AFLs em castanha-do-Brasil. Este
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produto por si s6 ja justifica o uso do método desenvolvido, isto porque grande
quantidade destas castanhas sdo exportadas anualmente, auxiliando a economia
de paises da América do Sul que possuem a floresta Amazbnica em seus

territorios.

3.5 CONCLUSAO

O método desenvolvido para analise de AFLs em castanha-do-Brasil por
LC-MS/MS mostrou alta sensibilidade (baixos valores ¢ LOD e LOQ), rapido
(tempo total de cromatografia de 5.0 minutos) e especificidade (duas transi¢cdes
para cada AFL). A aplicacdo do método em castanha-do-Brasil foi excelente e
capaz de contemplar a legislacdo da UE. A etapa de extracao foi também répida,
segura (pequenos volumes de solvente) e relativamente simples (sem
necessidade de etapa de limpeza do extrato). Uma melhoria proposta para o
método seria a inclusdo de outras micotoxinas capazes de contaminar a castanha-
do-Brasil e que sdo exigidas pelas legislagbes internacionais, bem como o
desenvolvimento de métodos similares para analise em outras matrizes

alimentares de expressivo valor econémico para a exportagéo brasileira.



115

3.6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABBAS, H.; WILLIAMS, W. P.; WINDHAM, G. L.; PRINGLE, H. C.; XIE, W.;

SHIER, W. Aflatoxin and Fumonisin Contamination of Commercial Corn (Zea
mays) Hybrids in Mississippi. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 50,

p. 5246-5254, 2002.

AOAC - Association of Official Analytical Chemists, 2005. Official Methods of
Analysis of AOAC International 18th, Horwitz, W. and Latimer, G. W. Jr. eds.
Gaithersburg, Maryland, USA.

BENNEKOM E. O.; BROUWER, L.; LAURANT, E .H. M.; HOOIJERINK, H.;
NIELEN, M. W. F. Confirmatory analysis method for zeranol, its metabolites and

related mycotoxins in urine by liquid chromatography-negative ion electrospray
tandem mass spectrometry. Analytica Chimica Acta, v. 473, p. 151-160, 2002.

BERTHILLER, F.; SCHUMACHER, R.; BUTTINGER, G.; KRSKA, R. Rapid
simultaneous determination of major type A- and B -trichothecenes as well as

zearalenone in maize by high performance liquid chromatography—tandem mass
spectrometry. Journal of Chromatography A, v. 1062, p. 209-216, 2005.

BISELLI, S.; HARTIG, L.; WEGENER, H.; HUMMERT, C. Analysis of Fusarium
toxins using LC-MS/MS. Spectroscopy, v. 20, p. 20-28, 2005.

BLESA, J.; SORIANO, J. M.; MOLTO, J. C.; MARIN, R.; MANES, J. Rapid
determination of ochratoxin A in cereals and cereal products by liquid
chromatography. Journal of Chromatography A, v. 1046, p. 127-131, 2003.

CAVALIERE,C.; D’ASCENZO,G.; FOGLIA, PASTORINI,P.; E.; SAMPERI R.;
LAGANA, A. Determination of type B trichothecenes and macrocyclic lactone
mycotoxins in field contaminated maize. Food Chemistry, v. 92, n. 3, p. 559-568,
2005.

CAVALIERE, C.; FOGLIA, P.; GUARINO, C.; MOTTO, M.; NAZZARI, M.;
SAMPERI, R.; LAGANA, A.; BERARDO, N. Mycotoxins produced by Fusarium
genus in maize: determination by screening and confirmatory methods base don
liquid chromatography tandem mass spectrometry. Food Chemistry, v. 105, p.
700-710, 2007.

EC - Commission of the European Communities (Health and Consumer Protection
Directorate-General), 2003. Final report of a mission carried out in Brazil from 27"
January to 7" February 2003 to assess the facilities and measures in place for the
control of aflatoxin levels in Brazil nuts intended for export into the European
Union, DG (SANCO) /9027/2003 — MR — final. 20 pp.



116

EGMOND, H. P.; JONKER, M. A., 2004. Current regulations governing mycotoxin
limits in food. In: Mycotoxins in Food — Detection and control. Ed. N. Magan
and M. Olsen. Acad. Publishers, 49 — 68.

EU - European Union, Scientific Committee Of Food, Brussels
http://europa.eu.int/comm/food/fs/sc/scf/opinions . Visitado em Septembro, 2007.

KUSSAK, A.; NILSSON, C. A.; LANGRIDGE, J. Determination of aflatoxins in bone

dust and urine by liquid chromatography-electrospray ionization tandem mass
spectrometry. Rapid Commun. Mass Spectrom., v. 9, p.1234-1242, 1995.

LUKACS, Z.; SCHAPER, S.; HERDERICH, M.; SCHREIER, P.; HUMPF, H.
Identification and determination of fumonisin FB1 and FB2 in corn and corn
products by high-performance liquid chromatography-electrospray-ionization
tandem mass spectrometry (HPLC-ESFMS-MS). Chromatographia, v. 43, p. 124-

128, 1996.

MARKLINDER, M.; LINBLAD, A.; GIDLUND.; OLSEN, M. Consumers' ability to
discriminate aflatoxin-contaminated Brazil nuts. Food Additives and

Contaminants, v. 22, p. 56-64, 2005.

RAZZAZI-FAZELI, E.; BOHM, J.; LUF, W. Determination of nivalenol and
deoxynivalenol in wheat using liquid chromatography—mass spectrometry with
negative ion atmospheric pressure chemical ionisation. Journal of
Chromatography A, v. 854, n. 1, p. 45-55, 1999.

RAZZAZI-FAZELL, E.; BOHM, J.; JARUKAMJOM, K. Simultaneous determination of
major B-trichotecenes and the de-epoxy-metabolite of deoxinivalenol in pig urine
and maize using high-performance liquid chromatography-mass-spectrometry.
Journal of Chromatography B, v. 796, n. 1, p. 21-33, 2003.

SCOTT, P. M. Analysis of Agricultural Commodities and Foods for Alternaria
Mycotoxins. Journal of AOAC International, v.84, p. 1809-1817, 2001.

SCOTT, P.M.; LAWRENCE, G. A,; LAU, B. P. Analysis of wines, grape juices and
cranberry juices for Alternaria toxins. Mycotoxin Research Mycotoxin Research,

V.22, p.142-147, 2006.

SEWRAN, V.; NAIR, J. J.; NIEUWOUDT,; LEGGOTT, N. L.; SHEPHARD, G.S.
Determination of patulin in apple juice by high-performance liquid chromatography—
atmospheric pressure chemical ionization mass spectrometry. Journal of

Chromatography A, v. 897, p. 365-374, 2000.

SORENSEN, L. K.; ELBAEK, T. H. Determination of mycotoxins in bovine milk by
liquid chromatography tandem mass spectrometry. Journal of Chromatography

B, v. 820, n. 2, p. 183-196, 2005.



117

SPANJER, M.C.; SCHOLTEN J. M. e RENSEN P. M., 2006. Multi-mycotoxin
analysis by LC-MS/MS in a single sample extract. In: Mycotoxins and
Phycotoxins - Advances in determination, toxicology and exposure
management. Ed. Njapau; Trujillo; van Egmond. and Park, Wageningen Acad.
Publishers, 117-124.

VENTURA, M.; GOMEZ, A.; ANAYA, |.; DIAZ, J.; BROTO,F.; AGUT, M.;
COMELLAS, L. Determination of aflatoxins B1, G;, B, and G in medicinal herbs by
liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Journal of Chromatography
A, v. 1048, p. 25-29, 2004.

ZOLLNER, P.; MAYERHELM, B. Trace mycotoxins analysis in complex biological
and food matrices by liquid chromatography-atmosphere pressure ionization mass
spectrometry. Journal of Chromatography A, v. 1136, p. 123-169, 2006.



118
4 ARTIGO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS

DEPARTAMENTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

AVALIACAO DE QUINZE MICOTOXINAS POR LC-MS/MS UTILIZANDO
IONIZACAO QUIMICA A PRESSAO ATMOSFERICA E IONIZACAO POR
ELETROSPRAY

José Junior Mendoncga Xavier e Vildes Maria Scussel



119

4.1 RESUMO

Dois métodos foram desenvolvidos para a quantificacdo de quinze micotoxinas,
em uma Uunica injecdo de amostra, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (LC)
acoplada a um espectrobmetro de massa/massa (MS/MS) equipado com duas
fontes de ionizacdo (Fl): ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (APCI) e
ionizacao por eletrospray (ESI). As toxinas analisadas foram: aflatoxinas (AFB;j;
AFB,; AFG1e AFGy), citrinina (CTR), fumonisinas (FB; e FB,), ocratoxina A (OTA),
tricotecenos (NEO; 15ADON; 3ADON; DAS; HT, e Ty) e zearalenona (ZON). As
toxinas foram separadas em uma coluna C;g de fase reversa, com 15 cm de
comprimento e particulas de 5 um, com metanol e 4gua (ambos com 25 mM de
acetato de amdnia) como fase mével. O tempo total de corrida cromatografica foi
de 11.5 e 9.5 min, utilizando APCI e ESI respectivamente. As micotoxinas que
foram ionizadas por ACPI foram: NEO; 15ADON; 3ADON; AFB;; AFBy; AFG;
AFG;,. DAS; HT, e T, (modo positivo) e ZON (modo negativo). ESI foi capaz de
ionizar: NEO; 15ADON; 3ADON; DAS; HT;; T; FB;; FB2; CTR e OTA (modo
positivo) e ZON (modo negatiw). Os limites de quantificacdo (LOQ) obtidos com
APCI foram: 0.25, 2.5, 0.7, 0.01, 0.015, 0.015, 0.02, 0.2, 1.0, 0.5 e 0.05ug.kg™* para
NEO; 15ADON; 3ADON; AFBi; AFBy;, AFG; AFG, DAS; HT,, T, e ZON,
respectivamente. Utilizando ESI os LOQs foram de: 0.1, 1.5, 0.14, 0.04, 0.08, 0.1,
0.2, 0.08, 2.5, 0.08 e 0.05 ug.kg™* para NEO; 15ADON; 3ADON; DAS; HT2; Tz; FBu;
FB, CTR; OTA e ZON, respectivamente. Sete micotoxinas foram ionizadas por
ambas Fls, todavia seus LOQs foram menores quando ESI foi utilizado, exceto
para ZON. AFLs foram ionizadas apenas por APCIL As metodologias

desenvolvidas com as duas FIs mostraram diferentes vantagens, e a escolha da Fl
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dependera do objetivo de sua aplicacdo. A APCI demonstrou menor sensibilidade
quando comparada com ESI, porém, quando comparada com métodos
tradicionais para deteccao de micotoxinas, apresenta uma melhor performance,

devido a sua sensibilidade e um tempo curto de analise.

Palavras chave: LC-MS/MS, micotoxinas, multi-toxinas, métodos, APCI, ESI.

4.2 INTRODUCAO

Diferentes tipos de alimentos podem ser contaminados por diferentes
grupos de fungos, os quais, em determinadas condi¢des, sdo capazes de produzir
metabdlitos secundarios toxicos — as micotoxinas. Estas toxinas podem causar
severos danos a saude de humanos e animais. Além disto, a presenca destas
substancias pode levar a grandes perdas econdémicas, principalmente para paises
exportadores de alimentos. Estima-se que cerca de 25 % dos gréos de todo o
mundo estdo contaminados por micotoxinas (HUSSEIN et al., 2001; GUTLEB et

al, 2002; ZOLLNETr etal., 2006; BINDER, 2007).

Para minizar os impactos negativos provocados pelas micotoxinas, diversos
paises tém estabelecido legislacdes. Atualmente cerca de 100 paises,
principalmente apds a incorporacdo de paises do Leste Europeu a Unido Européia
(UE), possuem legislacdo para micotoxinas. Atualizacdo das legislacdes tém

aumentado o numeros de micotoxinas de interesse, bem como uma reducdo nos
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niveis maximos permitidos (NMP) (BERG, 2002; BINDER, 2007). Pelos motivos
citados anteriormente, ha uma necessidade por metodologias mais rapidas,
eficientes e eficazes, capazes de detectar e quantificar baixos niveis de

micotoxinas em alimentos.

Existem varios meétodos oficiais capazes de realizar esta deteccdo e que, na
maioria dos casos, utiliza técnicas de cromatografia em camada delgada (CCD),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (LC) com detectores de fluorescéncia (FL)
e ultravioleta (UV) e cromatografia gasosa (CG) com detectores de ionizacao por
chama e captura de elétrons (KUSSAC et al, 1995; AOAC, 2005). Estes métodos
sdo confiaveis e aplicados na maioria dos processos analiticos, todavia, eles
possuem certas limitagdes e dificuldades como incapacidade de deteccdo de
multi-toxinas de diferentes grupos em uma Unica etapa analitica e a necessidade

de etapas de confirmacéo dos resultados (REN et al, 2007; BINDER, 2007).

A utilizacdo de métodos desenvolvidos com a aplicacdo de espectrometria
MS/MS tém demostrado como sendo uma das melhores técnicas para deteccéo e
guantificacdo de micotoxinas de diferentes grupos nos mais variados alimentos
(ZOLLNER, et. al., 2006). A maioria destes métodos tém sido desenvolvidos para
grupos especificos de micotoxinas tais como tricotecenos, patulina (PTL),
aflatoxinas (AFLs) e fumonisinas (FB) (SMEDSGAARD et al.,1996; PALLARONI et
al., 2002; ROYER et al., 2004; KOKKONEN et al., 2005; SORENSEN et al., 2005).
Alguns métodos por LC-MS/MS objetivam também a reducdo das etapas de

limpeza do extrato, diminuindo, desta forma, o tempo de analise e o uso de
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grandes volumes de solventes (SPANJER et al., 2006). A grande vantagem da
aplicacédo desta técnica €, sem sombra de duvida, a obtencéo de resultados auto-
confirmatdrios e a alta sensibilidade. A capacidade de detec¢cdo de multi-toxinas
figura também como uma grande vantagem, isto devido a uma tendéncia global da
avaliacdo de efeitos sinérgicos de mais de uma toxina, mesmo em niveis
individuais aceitaveis, no mesmo alimento (MCKEAN et al, 2006; GORYACHEVA

et al, 2007; CAVALIERI et al., 2007; MATTSSON, 2007; REN etal., 2007).

Desenvolvimeto de métodos para multi-toxinas utilizando APCI e ESI como
fontes de ionizacdo, proporcionando uma comparagdo do desempenho entre as
duas, sé@o limitados. Por este motivo, o objetivo do presente estudo foi o
desenvolvimento de métodos para deteccdo e quantificagcdo de 15 micotoxinas de
diferentes grupos, em um Unico processo analitico, utilizando APCI e ESI como Fl,

para futuramente serem aplicados em diferentes matrizes alimentares.
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4.3 MATERIAL E METODOS

4.3.1 MATERIAL

a. Reagentes: metanol, acetonitrila, benzeno (grau HPLC) marca Carlo Erba.
Agua ultrapura (sistema MilliQ, Millipore) e acetato de amdnia (PA) marca Vetec.
b. Padrdes de micotoxinas: aflatoxinas (AFB1, AFB2, AFG1 e AFG), fumonisinas
(FB1 e FBy), citrinina (CTR); ocratoxina A (OTA); zearalenona (ZON), Sigma®.
tricotecenos: toxina T, (Ty); toxina HT, (HT2); neosolaniol (NEO),
diacetoxiscirpenol  (DAS), 3-acetil  deoxinivalenol (3-ADON) e  15-
acetildeoxinivalenol (15-ADON).

c. Equipamentos: cromatografo liquido, modelo 1100, Agilent (Santa Clara, USA)
com bomba quaternaria, desgaseificador, injetor automéatico ajustado para um
volume de 20 pl. Coluna de fase reversa Cig15 cm e tamanho de particula de 5um
marca Hichrom (Theale, UK). Espectrometro de massa/massa, APl 4000 triplo-
guadrupolo, Applied Biosystems‘\3 MDS SCIEX (Foster City, USA) , equipado com
fontes de ionizacdo APCI e ESI nos modos positivos e negativos e bomba de
infusdo marca Harvard Apparatus (Holliston, USA). Espectrofotdmetro, U2010

Hitachi (Téquio, Japado) . Moinho, Romer (Union, USA).
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4.32 METODOS

a. Preparo das solugbes padrdo de micotoxinas: as solucdes de toxinas
(estoque, intermediaria e de trabalho) foram preparadas utilizando benzeno,
acetonitrila e/ou agua, de acordo com a etapa do desenvolvimento do método e
posteriommente calibradas, de acordo com a AOAC, 2005. As concentracdes das

solucdes, bem como os solventes utilizados séo apresentados na tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Concentracéo dos diferentes padrdes e os solventes utilizados

Solugcdespara MS/MS® e LC-MS/MS” (ug/ml)

Toxina Solvente
Estoque Intermediaria Trabalho

AFB; Benz TACNTH,0 8.48 1.0 0.1
AFB:> “ 10.36 1.0 0.1
AFG; “ 9.21 1.0 0.1
AFG, “ 9.83 1.0 0.1
FB, “ 100.0 1.0 0.1
FB, “ 100.0 1.0 0.1
CTR “ 9.5 1.0 0.1
OTA A “ 29.6 1.0 0.1
ZON “ 7.99 1.0 0.1
NEO “ 49.79 1.0 0.1
DAS “ 40.16 1.0 0.1
3-ADON “ 39.38 1.0 0.1
15-ADON “ 44.39 1.0 0.1
T, “ 39.0 1.0 0.1
HT, “ 10.0 1.0 0.1

¢ espectrometro de massa/massa - cromatografo liquido acoplado a detector de massa/massa
d .
‘benzeno ° acetonitrila

b. Otimizacdo dos parametros de MS/MS para as micotoxinas: os padrdes
foram injetados individualmente direto no espectrometro de massas utilizando uma
bomba de infuséo, inicialmente com APCI e posteriormente com ESI como fonte

de ionizacdo, operando nos modos positivo [M+H]" e negativo [M-H]. Os
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seguintes parametros foram otimizados: collision energy (CE), declustering
potential (DP) e cell exit potential (CXP). Com a otimizacdo destes parametros, 0s
ions precursores (ions pai) e as transi¢des foram obtidas para cada micotoxina.

c. Ajuste dos parametros de LC para as micotoxinas no LC-MS/MS: o LC foi
conectado ao detector e duas solu¢gbes mix de micotoxinas foram preparadas: uma
contendo as toxinas capazes de ser ionizadas por APCI e outra com as toxinas
capazes de ser ionizadas por ESI. Inicialmente o detector foi equipado com a fonte
APCI e a solucdo mix foi injetada (20 ul) posteriormente 0 mesmo procedimento foi
repetido com a ESL A separacdo das toxinas foi realizada em uma coluna Cgg
utilizando metanol:dgua (ambas com 25 mM de acetato de aménia) como fase
movel (FM). O gradiente de FM foi desenvolvido com o objetivo de obter a melhor

separacao das toxinas no menor tempo possivel.

d. Determinacdo do LOD, LOQ, coeficiente de correlagdo (R?, e dwell time

(DW) para os dois métodos:

d.1. LOD e LOQ: solugbes mix dos padrbes com baixas concentragdes foram
injetadas no LC-MS/MS em triplicata. O LOD foi definido por trés vezes a relacao

sinal/ruido (3S/R) e o LOQ por seis vezes esta mesma relacéo (6S/R).

d.2. Coeficiente de correlagcdo: nesta etapa as solu¢cdes mix de padrao de
micotoxinas foram preparadas, em cinco diferentes concentragdes baseadas nos
valores de LOQ (1, 5, 10, 20, 50 e 100 x LOQ). Apods a injecao em triplicata das

solugcdes a curva de calibracdo foi construida. O programa do sistema de
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interpretacdo de dados, baseado nas curvas de calibracéo, calculou os valores de

R,

d.3. DW: este pardmetro define o melhor tempo de leitura das transicdes
individualmente, isto para a obtencdo dos melhores picos cromatograficos e
melhor integracdo dos mesmos pelo sistema. As solucdes padréo foram injetadas
em concentracdes de uma vez o LOQ (1 x LOQ). Este pardmetro é expresso em

milisegundos.

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

a. Otimizacdo dos parametros de MS/MS para as micotoxinas: a
otimizacdo dos parametros para cada uma das micotoxinas mostrou que, das 15
micotoxinas avaliadas, as duas fontes foram capazes de ionizar 11 micotoxinas
cada. A APCI né&o ionizou FBj1, FB; OTA e CTR e a ESI nao ionizou as quatro
AFLs. Foi observado que nos dois métodos, apenas a ZON apresentou uma
ionizacdo mais eficiente no modo negativo, enquanto todas as outras toxinas
foram melhor ionizadas no modo positivo. Os iors precursores (ions pai) as
transicdes (fragmentos) e os parametros otimizados (DP, CE e CXP) obtidos para
as duas fontes de ionizacdo sdo apresentados na Tabela 4.2 e 4.3 para APCI e

ESI respectivamente. Foram selecionadas duas transi¢cdes para cada toxina.
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Tabela 4.2 — lons precurssores, transicbes e parametros otimizados para as
micotoxinas ionizadas por APCI

Micotoxina Presursc:':)n (mlz'l)'ransigéo DP® cE" X

1 AFB; 313.1 241.10% 91.00 >300 B
285.10%* 91.00 33.00 24.00

> A,  awso 2909 10100 4100 2200
s oare,  aen 2008 %00 2700 3400
4 AFG, 331.2 POt 00 3500 2000
s Neo a0z 2830 4600 2800 2500
6 3ADON 391 ol 78 1900 3800
7 15-ADON 339.1 ;511_'328:* ;2:88 i;:gg ég:gg
8 DAS 384.2 eiion o100 1700 30,00
9 HT, 442.2 22615_'218:* 21:88 13:88 4218:88
10 T 484.3 22 oo 1900 3000
noozon o MO 6100 4000 700

¢ Declustering potential, “Collision energy e “ Cell exit potential *lon de quantificacdo **lon de
confirmagéo

Tabela 4.3 - lons precurssores, transicbes e parametros otimizados para as
micotoxinas ionizadas por ESI

fon (m/z)

Micotoxina Presursor Transicao oP® CE P

L ke e o mm wmo

) re, 063 ggeo 11100 o0 2400
*

e oTA W41 sgooe  elo 2 3200

s cm 510 jgVoe  atoo w00 3200

5 NEO 400.2 23.%)%_%%2* 2?88 ig:gg ;g'.(())g

6 BADON 391 onoe’  zen 0 1600
*

7 15-ADON 339.1 322611_'338** 21;88 g:gg iﬁjgg

o DAS 384.0 247.20% 56.00 19.00 16.00

307.30* 56.00 17.00 20.00
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215.20% 51.00 19.00 16.00
° HT2 442.2 269.30% 51.00 37.00 30.00
215,20 56.00 25.00 16.00
10 T2 484.2 305.30* 56.00 19.00 22.00
131.10% -61.00 -40.00 -7.00
= ZON 317.0 175.00* -61.00 -32.00 11.00

® Declustering potential, ~Collision energy e - Cell exit potential *lon de quantificacdo **lon de
confirmagéo

b. Ajuste dos parametros de LC para as micotoxinas no LCMS/MS: as
micotoxinas foram satisfatoriamente separadas em uma coluna C;g de fase
reversa. Os solventes utilizados para composicédo da fase movel foram agua (A) e
metanol (B), ambos com 25 mM de acetato de amoénia. Dois gradientes foram
entdo desenvolvidos, sendo um para o método utilizando ACPI e outro para o
método utilizando ESI (Tabela 4.4) O gradiente obtido para o método por ESI
moustrouse mais simples (apenas trés etapas) e rapido (tempo total de corrida
cromatografica de 9.5 minutos). Ja o gradiente para o método utilizando APCI
precisou de 6 etapas com um tempo total de 11.7 minutos. Os tempos de retengéo
individuais para cada micotoxina sao apresentados na Tabela 4.5. Nas figuras 4.1,
4.2 e 4.3 sédo apresentados os cromatogramas utilizando APCI nos modos positivo,
negativo e positivo/negativo respectivamente. Nas figuras 4.4, 4.5 e 4.6 séo
apresentados os cromatogramas utilizando ESI nos modos positivo, regativo e

positivo/negativo respectivamente
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Tabela 4.4 — Gradiente de fase mével para os métodos por LC-MS/MS utilizando
APCl e ESI

Etapa Tempo (min) Fluxo (ml/min) A* (%) B (%)

APCI

0 3.50 1 45 55

1 6.00 1 40 60

2 7.00 1 10 0

3 10.00 1 10 0

4 10.01 1 0 100

5 11.70 1 0 100
ESI

0 3.50 1 45 55

1 8.00 1 0 100

2 9.50 1 0 100

¢ lonizacdo quimica a pressdo atmosférica " lonizacdo por eletrospray - Agua - Metanol

Tabela 4.5 — Tempo de retencao individual para as micotoxinas utilizando APCP e
ESP

Micotoxina RT (min)
APCI

1 NEO 2.37

2 3-ADON 3.35

3 15-ADON 3.32

4 AFG; 3.73

5 AFG; 4.33

6 AFB; 5.20

7 DAS 5.95

8 AFB; 6.10

9 HT, 9.53

10 T, 10.10
11 ZON 11.00
Tempo total 11.70

ESI

1 NEO 2.37

2 3-ADON 3.26

3 15-ADON 3.20

4 DAS 4.75

5 FB1 4.96

6 CTR 5.06

7 OTA 6.05

8 HT, 6.46

9 T, 7.39
10 FB, 7.65
11 ZON 8.60
Tempo total 9.50

% lonizacd0o quimica a pressao atmosférica - lonizacao por eletrospray - Tempo de retencéo
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c. Determinacdo do LOD, LOQ, coeficiente de correlacdo (R?), e dwell time
(DW) para os dois métodos: Os valores de LOD, LOQ, DW e R? so
apresentados na tabela 4.6 para os métodos utilizando APCI e ESI. Apesar destes
valores terem sido definidos para todas as transi¢des, para quantificacdo foram
utiizadas apenas aquelas que demonstraram maior sensibilidade e melhores
valores R2 As outras transicdes foram utilizadas apenas como confirmacéo
positiva da presenca da micotoxina. As transicbOes selecionadas para
quantificacdo foram: 215.30; 231.20; 261.20; 313.2; 243.0; 287.2; 307.30; 241.1;
215.10; 215.20 e 131.10 para NEO; 3ADON; 15-ADON; AFG,; AFG;; AFBsy;
DAS; AFB1; HT,; T, e ZON respectivamente para o método utilizando APCI e
305.30; 231.20; 261.30; 307.30; 334.40; 233.30; 239.10; 215.20; 305.30; 336.50;
175.00 para NEO; 3-ADON; 15-ADON; DAS; FB1, CTR; OTA A; HT,; T,; FBs e
ZON respectivamente para o método utilizando ESI. Os valores do R? foram

excelentes, variando em uma faixa de 0.9990 e 0.9999.

Tabela 4.6 — Valores de LOD?, LOQ", DW® e R% para todas as micotoxinas
utilisando APCI e ESI como fontes de ionizacéo

Mycotoxin LOD (ug.kg") LOQ (ug.kg™) DW (milisec) R
APCI
1 NEO 0.125 0.25 120 0.9990
2 3-ADON 0.350 0.70 90 0.9991
3 15-ADON 1.25 2.50 90 0.9995
4 AFG, 0.01 0.02 90 0.9994
5 AFG, 0.0075 0.015 120 0.9995
6 AFB; 0.0075 0.015 150 0.9996
7 DAS 0.10 0.20 150 0.9999
8 AFB; 0.005 0.01 120 0.9995
9 HT, 0.50 1.00 120 0.9994
10 T, 0.25 0.50 90 0.9992
11 ZON 0.025 0.05 350 0.9999
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ESI
1 NEO 0.05 0.10 150 0.9995
2 3-ADON 0.07 0.14 150 0.9997
3 15ADON 0.75 1.50 150 0.9995
4 DAS 0.02 0.04 150 0.9999
5 FB; 0.10 0.20 150 0.9993
6 CTR 125 2.50 150 0.9996
7 OTA 0.04 0.08 150 0.9999
8 HT, 0.04 0.08 150 0.9997
9 T, 0.05 0.10 150 0.9998
10 FB, 0.04 0.08 150 0.9996
11 ZON 0.025 0.05 350 0.9997

“ Limite de deteccéio, - Limite de quantificagéo, “ Dwell time, ~ Coeficiente de correlagéo
¢ lonizagdo quimica & presséo atmos#rica ' lonizag&o por eletrospray

d. Comparacédo entre os métodos desenvolvidos por APCI e ESI neste estudo
e alguns apresentados na literatura: recentemente, metodologias utilizando LC-
MS/MS para diferentes tipos de matrizes tém sido publicados (BERTHILLER, et al,
2005; CAVALIERI et al., 2007). Estas metodologias diferem, principalmente, nos
equipamentos utilizados, fontes de ionizac&o, colunas para separacéo e etapas de
preparo das amostras. Quando os sistemas LC-MS/MS comecaram a ser
aplicados para andlise de micotoxinas, apenas grupos especificos de micotoxinas

eram pesquisados.

AFLs: as metodologias para analise de AFLs possuem alguns parametros
comuns, tais como: uso de ESI como fonte de ionizagéo, colunas Cig para
separacao e em alguns caso a aplicacdo ou nao de etapas de limpeza do extrato
(BLESA et al.,2003; VENTURA et al., 2004; SPANJER et al., 2006; CAVALIERI et
al., 2007). Spanjer et al., (2006) néo aplicou nenhuma etapa de limpeza e avaliou
diversas micotoxinas em seu método. Por outro lado, Cavalieri et al., (2007)

analizou o grupo das AFLs em O6leo de oliva, todavia, o tempo de corrida
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cromatografica ficou relativamente alto para a separacdo das quatro AFLs,
levando cerca de 16 minutos. No método desenvolvido no presente estudo, as

AFLs foram capazes de ser separadas em 6.12 minutos.

Tricotecenos: o0s multi-métodos reportados na literatura para o0s
tricotecenos diferem principalmente na fonte de ionizacdo e fase mével utilizadas.
Com ESI, Houpalathi et al, (1997) e Dallasta et al, (2004) desenvolveram
métodos para detecgdo simulanea de DON, DAS e T2 entre outros tricotecenos
com fase mdvel isocratica composta por metanol:acetonitrila (90:10). Por outro
lado, diversos autores separaram DON e outras micotoxinas utilizando gradiente
de fase moével composta por agua e metanol (MERK et al., 2003; ROYER et al,,
2004; YOUNG et al, 2006). Razzazi et al.,, (1999) utilizou uma mistura de
solventes agua, acetonitrila e metanol (82:9:9) para separacdo de DON e NIV em
modo isocratico. No presente estudo, o grupo dos tricotecenos também foi capaz
de ser separado utilizando a mesma composicao de fase movel (Agua e metanol),
com a vantagem de serem ionizadas pelas duas fontes de ionizacdo, além da
possibilidade de deteccdo de toxinas de outros grupos Nno mMesMOo pProcesso
analitico. Importante enfatizar que o tempo total para separacao dos tricotenos no
estudo desenvolvido foi de 10.1 e 7.39 minutos utllizando APCI e ESI

respectivamente.

OTA: em se tratando de separacéo e ionizacdo da OTA , a ionizagao por

ESI € mais reportada na literatura (ZOLLNER et al., 2006) do que APCI (XIAO et
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al., 1996; OMINSKI et al., 1996). No presente estudo, a OTA também foi ionizada

apenas por ESI.

ZON: € normalmente ionizada por ambas fontes de ionizacdo
(SCHNEWEIS et al., 2002; PALLARONIRI, 2003;) e APCI ROSEMBERG et al.,
1998; ZOLNER et al, 1999; PALLARONI et al., 2002) apresentando excelentes
resultados. No trabalho desenvolvido, a ZON foi também ionizada pelas duas

fontes de ionizacéo e detectada em nivel de 0.05 pg.kg! em ambos os casos.

FBs e CTR: praticamente ndo existem métodos utilizando APCI para FBs,
apenas Royer et al.,, (2004) desenvolveram um método utilizando esta fonte.
Métodos utilizando LC-MS/MS para deteccao de CTR sdo quase que inexistentes.

Ambas toxinas foram ionizadas apenas por ESI no presente estudo.

Multi-toxinas: considerando andlises de multi-toxinas de diferentes grupos,
métodos publicados na literatura sdo excassos. No trabalho desenvolvido, onde
foram desenvolvidos dois multi-métodos diferentes para micotoxinas utilizando
APCI e ESI, foi possivel observar algumas semelhancas e diferencas em relacdo
aqueles apresentados na literatura. N&o foi possivel ionizar as AFLs por ESI,
diferentemente dos métodos desenvolvidos por Blesa et al., (2003), Ventura et al.,
(2004), Spanjer et al., (2006) e Cavalieri et al., (2007). Quando APCI foi utilizado,
ndo foi possivel ionizar FB; e FB,, 0 que parece ser muito comum para
praticamente todos os métodos, o mesmo para OTA. Para os tricotecenos, 0 uso

de ambas as fontes de ionizacdo tém sido recomendado, todavia, neste estudo, a
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ESI produziu melhor ionizagdo, aumentando a sensibilidade do método em
comparacdo com APCI Os valores de LOD e LOQ obtidos para ambos o0s
métodos foram excelentes, porém apresentando algumas variacbes entre 0s
tricotecenos individualmente, como também é reportado na literatura, mostrando a
alta sensibilidade e especificidade deste tipo de detector (tanto com ESI ou APCI),

e sua importancia no campo de pesquisa de micotoxinas.

4.5 CONCLUSAO

Das quinze toxinas estudadas para deteccdo e quantificacdo por LC-
MS/MS, utilizando APCI e ESI como fontes de ionizacéo, foi possivel desenvolver
dois métodos capazes de quantificar onze micotoxinas cada. Eles apresentaram
alta sensibilidade, especificidade e um curto tempo de analise. Foi observado que
o método utilizando ESI apresentou algumas vantagens em relacdo a APCI, tais
como: alta sensibilidade (baixos valores de LOD e LOQ para todas as
micotoxinas), com excec¢do da ZON, que apresentou os mesmos valores de LOD
e LOQ para ambos os métodos. Outra vantagem do uso de ESI foi o baixo tempo
de andlise e o gradiente de fase moével mais simples e econémico. Com a
utlizacdo de APCI, o método desenvolvido foi capaz de detectas as AFLs,
certamente o mais importante grupo de micotoxinas. Para os dois métodos os

valores de R? foram excelentes para todas as micotoxinas.
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A escolha da fonte de ionizacdo, bem como do método, a ser utilizado,
dependerd das micotoxinas que serdo pesquisadas e 0 objetivo da analise. Um
estudo sera realizado para adicionar outras micotoxinas nos métodos, incluindo
DON (que n&o estava disponivel na época da realizacdo da pesquisa) bem como
a validacdo dos mesmos em matrizes alimentares de importancia para o consumo

interno e exportacédo brasileira.
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5 CONSIDERACOES GERAIS

Considerando que as micotoxinas sédo produzidas em condi¢cfes especificas
e que podem estar presentes em diversos alimentos capazes de causar danos a
saude humana e animal, e que, sdo portanto responsaveis por grandes perdas
econbmicas, tem levado a um aumento no nimero de paises com legislacdo, bem

como de tipos de micotoxinas

Para a identificacdo e quantificagdo das micotoxinas em alimentos séo
utilizados métodos analiticos fundamentados principalmente em técnicas de CCD,
CLAE com FLD e UVD e em menor escala imunoensaios e CG com ECD. Estes
métodos podem ser encontrados em muitas publicacdes oficiais especializadas
em metodologias analiticas e aplicados amplamente em laboratérios de todo o
mundo. Todavia, estes métodos possuem uma série de limitagbes como longo
tempo nas etapas de extracdo e limpeza de amostra, uso de grande volume de
solventes, muitas vezes toxicos, dificuldade em analise de multitoxinas em uma

Unica andlise e necessidade de etapas de confirmacéo.

A aplicacdo de LC-MS/MS para andlise de micotoxinas tem demonstrado
inlmeras vantagens, quando comparada aos métodos tradicionais, tais como a
alta sensibilidade e seletividade, etapas de extracdo e limpeza mais simples,
menor gasto de solventes, possibilidade de analise de multitoxinas de diversos

grupos em uma Unica etapa de analise e producdo de resultados

autoconfirmatorios.



143

No presente trabalho foram realizados dois estudos da aplicacdo da
espectrometria de massas para analise de micotoxinas. No primeiro, com o
desenvolvimento de método para AFLs B1, By, G1 e &) foram estabeliecidos
parametros capazes de avaliar os niveis das toxinas em amostras de castanha-do-
Brasil em niveis abaixo da legislagdo européia, a mais restrita dentre as
legislacBes atuais e que tem levado a reducdo do comércio de exportacdo de
nosso pais para aquele bloco econdmico. O método demonstrou alta
sensibilidade, com limites de detec¢do e quantificacdo abaixo de 2 e 4 ug.kg,
sendo rapido e autoconfirmatorio. No segundo trabalho, os dois métodos
desenvolvidos abrangendo um ndmero maior de micotoxinas serdo capazes de
satisfazer exigéncias mais amplas do comércio internacional bem como na
aplicacdo a pesquisas de ponta relacionadas a efeitos sinérgicos entre
micotoxinas. Os dois métodos apresentaram caracteristicas especificas para o
grupo selecionado de micotoxinas, sendo portanto recomendados para utilizacao,
dependendo do tipo de alimentos onde essas toxinas poderdo estar presentes
bem como os géneros de fungos. Os métodos demonstraram, assim como 0O
método obtido para AFLS, alta sensibilidade, com Ilimites de deteccdo e
quantificacdo a nivel de partes por trilhdo, sendo rapido e autoconfirmatério.
Como futuros trabalhos seréo incluidas outras toxinas, bem como aplicacdo em
outros tipos de matrizes alimentares de importancia no comércio internacional .

Os dois estudos confirmaram o uso da espectrometria de massas como

uma das melhores ferramentas, sendo a melhor, para a analise de micotoxinas em

alimentos.
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ANEXO A —Legislacdo Européia para Aflatoxinas
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ANEXO B — Apresentacéo oral: “LC-MS/MS Methodology for Mycotoxins
Using Electrospray and Atmospheric Pressure Chemical lonization”
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ANEXO C - Apresentacdo oral: “Metodologias Analiticas para
Micotoxinas Conectadas a Informatica (Speed Results)
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ANEXO D - Apresentacao oral: “ Desenvolvimento de um Multimétodo por
LC-MS/MS para Quantificacdo de Patulina, Fumonisina B, Citrinina,
Ocratoxina A e Zearalenona”
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ANEXO E - Péster: “ Survey of Aflatoxins in Processed Brazil Nuts Using
Liquid Tandem Mass Spectrometry”
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ANEXO F — Pdster: “ Mycotoxin Evaluation in Feed for Pets Using Liquid
Chromatography Tandem Mass Spectrometry”



160



161

ANEXO G — Poster: “ Caracteristicas externas da Castanha-do-Brasil e sua
Relagdo com Contaminagé&o por Aflatoxinas”
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ANEXO H - Poster: “Avaliacdo da Eficiéncia na Reducédo da Contaminacéao
por Aflatoxinas no Processo de Selecéo de Gréaos”
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