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INTRODUCAO

As aflatoxinas (AFLAs) englobam um conjunto de compostos, de toxicidade decrescente
da AFLAB;, AFLAB,, AFLAG; e AFLAG,, produzidos por espécies toxigénicas do género
Aspergillus. Estes compostos ocorrem naturalmente em cereais, oleaginosas e especiarias,
previamente contaminados por fungos que as produzem principalmente durante o
armazenamento ou processamento. S8o associados a toxicose em humanos e animais de
criacdo, cujos sintomas se caracterizam por vomitos, diarréia, perda de peso e cancer
(ROCHA et al. 2014; SHEIBANI; ZAIN, 2011). Vérios trabalhos tém relatado a presencga
dessas micotoxinas no arroz, embora seja em baixas concentrages, tém causado
preocupacdes devido ao fato deste cereal ser um alimento de consumo diario para grande
parte da populagédo mundial (DORS, BIERHALS; BADIALE-FURLONG, 2011; MAJEED et al.
2013; ZHU et al. 2013).Para avaliar a contaminagao por aflatoxinas na dieta dados confiaveis
sdo necessarios, desencadeando uma constante busca por métodos exequiveis e confiaveis
que permitam a quantificagdo simultanea de aflatoxinas em alimentos de consumo diério.
Para isso, se faz necessario a padronizagdo dos métodos antes do uso de rotina, o que
propicia o cumprimento das leis que estabelecem niveis aceitaveis para o consumo e
garantem a inocuidade aos consumidores (ANVISA, 2003, 2011, INMETRO, 2003; RIBANI et
al. 2004).

Neste trabalho o objetivo foi padronizar um método para extracdo e quantificacdo de
aflatoxinas em arroz, farelo e casca, com geragdo minima de residuos e confiavel para
monitoramento de aflatoxinas, conforme a recomendagéo da RDC 7/11

MATERIAL E METODOS

Extracdo das aflatoxinas pelo método de Soares; Rodrigues — Amaya (1989) modificado

Foram pesados 10 g de amostra e adicionados 60 mL de solucdo de metanol: cloreto de
potassio 4% na proporcao de 9:1. A mistura foi agitada em blender por 2 min e posteriormente
filtrada. Foram transferidos 30 mL do filtrado para um erlenmeyer, onde foram adicionados
30mL de sulfato de am6nio 30%. Na mistura foram adicionados 1 cm?3 de celite, agitado
levemente e deixado em repouso por 5 min. Apés filtracdo, 30 mL do extrato foram
transferidos para um funil de separagdo, adicionados de 30 mL de agua destilada e
particionados 3 vezes com 10 mL de cloroférmio. Cada 10 mL da frag¢&o cloroférmica foram
acondicionados em frascos ambar com tampa de rosca e o conteido seco em banho-maria
a 80 °C por 25 min (SOARES; RODRIGUEZ-AMAYA, 1989).

Condicdes cromatogréficas

Foi utilizado um cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia acoplado a um detector de
fluorescéncia (HPLC-FL) da marca Shimadzu (Quioto, Japdo), constituido por um sistema de
bombas (modelo LC-AT), forno, desgaseificador da fase mével (modelo DGU), controlador
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(modelo CBM-20A), injetor manual com alca de amostragem de 20 pL (modelo 7725i) e
detector de fluorescéncia (modelo FL — 10AXL). A coluna cromatografica empregada era
Nucleosil, C18 (10 cm x 4,6 mm, 3 um, Bellefonte, PA, USA). Os solventes empregados na
fase movel foram: dgua ultrapura acidificada com acido acético glacial 1%, acetonitrila e
metanol na proporgao 60:8:32 (v/v/v) desgaseificado em banho ultrassénico. A vazéo da fase
movel foi de 0,4 mL/min e a temperatura da coluna de 45°C. Para quantificacdo das
aflatoxinas o residuo seco resultante da extracéo foi ressuspenso em 1 mL de fase mével e
injetado manualmente no cromatagrafo. Para controle do equipamento e tratamento dos
resultados foi utilizado o software LC Solution (HACKBART, 2013).

Curva analitica e linearidade

Para construcéo da curva no HPLC-FL solucdes padrées de aflatoxinas foram preparadas
em triplicata nas concentracdes de 0,3; 2,5; 5,0; 8,0; 10,5 ng/mL para as AFLAB, e AFLAG;
e 1,0; 6,0; 12,0; 16,0; e 20,0 ng/mL para as AFLAB; e AFLAG;.

Limite de Detecgéo (LOD) e Quantificacdo (LOQ)

Foram determinados o LOD e o LOQ do HPLC-FL através da injecdo de solucdes padréo
em ordem decrescente de concentragdo, considerando o LOD a concentragdo
correspondente ao pico que representava 3 vezes o sinal/ruido da linha de base do
equipamento. O LOQ foi estimado a partir da concentragdo que geraria pico com relagao 10
vezes o sinal/ruido.

Recuperacéo

A recuperacdo ou exatiddo do método, foi determinada através da porcentagem de
recuperagéo do compostos de interesse em amostras fortificadas. Amostras de endosperma,
farelo e casca foram fortificadas com trés niveis de uma mistura de aflatoxinas. Foram
deixadas em repouso por 24 h para completa evaporagao do solvente e posteriormente foram
submetidas a extragdo. A fortificacdo das amostras utilizadas no HPLC-FL foi de 2,5; 5,0 e
10,0 ng/g de AFLAs (B, B,, G e G) (ANVISA, 2003; RIBANI et al. 2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Condicdes cromatogréficas

Os parametros cromatogréaficos adotados para determinagdo em HPLC—FL permitiram
separagao das aflatoxinas, resultando em tempos de retengdo de 12,5; 15,0; 18,5 e 22,4 min
para AFLAG,, AFLAG; AFLAB; e AFLAB,, respectivamente e tempo total de corrida de 25
min, que ndo promovia o alargamento das bandas cromatogréficas.

As curvas analiticas foram adequadas para quantificacdo das AFLAs em HPLC-FL, pois
de acordo com a ANVISA (2003) e INMETRO (2003) os coeficientes de correlagao (r) devem
ser igual a 0,99 e superior a 0,90, respectivamente. As equagdes das curvas, os coeficientes
de correlacao e a linearidade estéo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Curvas analiticas, coeficientes de correlagéo e linearidade para cada aflatoxina em
HPLC-FL

Curva Analitica

Micotoxinas r Linearidade (ng/mL
(ug/mL) (ng/mt)
AFLAB; y=1,51.10" x-12763,06 0,9999 1-20
AFLAB; y =2,06.10°x - 36163,03 0,9996 0,3-11
AFLAG; y=7,39. 108 x — 10857,20 0,9995 1-20
AFLAG, y =3,79 . 108 x — 24237,35 0,9943 0,3-11

HPLC-FL — Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de fluorescéncia.



Os limites de detecgéo e quantificagdo proporcionado pelo HPLC-FL séo adequados para
determinagéo de aflatoxinas em arroz e suas fra¢des, pois permitem a quantificagéo de cada
analito dentro do limite estabelecido pela legislacao brasileira. De acordo com a RDC N.7 de
2011 sao permitidos 5 pg/kg para as AFLAs (Bi, B, G; e G;) em alimentos para consumo
humano. Os valores determinados de LOD e LOQ, podem ser observados na Tabela 2.

Tabela 2 - Limite de detecgdo e quantificagdo dos sistemas cromatogréafico e do método

. Instrumento (ng/mL Método /k
Aflatoxinas LOD (L?)Q ) LOD (E%Qg)
AFLAB; 0,4 1,2 0,1 0,3
AFLAB, 0,1 0,3 0,02 0,07
AFLAG; 0,4 1,2 0,1 0,3
AFLAG; 0,1 0,3 0,02 0,07

HPLC-FL — Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de fluorescéncia;
LOD - Limite de detecgao; LOQ — Limite de quantificagao.

Um dos indicativos de mérito que fornece a qualidade de um método é dado pelos
percentuais de recuperagdo do analito a partir de amostras fortificadas, podendo os
resultados serem visualizados na Figura 1 (RIBANI et al. 2004).

Recuperagao (%)

Endosperma Farelo Casca

Figura 1 - Média das recuperagdes das aflatoxinas determinadas em HPLC-FL

Os maiores percentuais de recuperacao foram observados para as amostras do
endosperma polido, seguido de farelo e casca. Os intervalos aceitaveis de recuperacao para
andlise de residuos geralmente estdo entre 70 e 120%, com precisdo de até + 20%. Porém,
devido a complexidade analitica e da amostra, este valor pode ser de 50 a 120%, com
precisdo de até + 15% (RIBANI et al. 2004). Portanto, de acordo com os indicativos de
eficiéncia recomendados pela ANVISA (2003), INMETRO (2003) e Ribani et al. (2004), o
método foi adequados para quantificagdo de aflatoxinas. A menor recuperagéo observada na
casca pode ter sido ocasionada pela complexidade da amostra que em fun¢éo de sua riqueza
em oxido de silicio, associada a celulose pode absorver as micotoxinas (CARVALHO et al.,
2012).

CONCLUSAO
O método descrito por Soares e Rodrigues-Amaya (1989) para extracdo de aflatoxinas
miniaturizado mostrou indicativos de mérito analitico adequados para monitoramento do
cumprimento da legislacdo da ANVISA para estas micotoxinas nos derivados de arroz quando
associado a quantificagdo em HPLC-FL.
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