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RESUMO

MORAIS, Daniélly N. Desenvolvimento de método analitico para determinacéo de multi-
micotoxinas em leites, 2019. 122f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pos-Graduacdo em

Tecnologia de Alimentos, Universidade Tecnoldgica Federal do Parand. Medianeira, 2019.

Este trabalho teve como objetivo desenvolver e validar um método analitico para determinar
multimicotoxinas (aflatoxinas B1 - AFB1, G1 - AFGy, G2- AFG2e M1— AFMy, ocratoxina- OTA
e zearalenona - ZEA) em leite fluido utilizando cromatografia liquida acoplado a um detector
de fluorescéncia. Os parametros cromatograficos foram definidos por planejamentos
sequenciais. A fase movel, acetonitrila e adgua acidificada a 0,85% (30:70) e acetonitrila,
metanol e &gua acidificada a 0,85% (50:10:40) foi definida empregando planejamento de
misturas. O fluxo de 1,4 mL/min foi definido através de um planejamento fatorial fracionario o
qual permitiu a aplicagdo posterior de um Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR). Através do DCCR, obteve-se valores de assimetria 6timos para todas as micotoxinas
dentro do intervalo de 1,0 e 1,5, considerados ideais para os picos cromatograficos. A resolucéo
de 2,80, desejada entre os picos de ZEA e OTA, foi obtida através da funcdo desejabilidade que
indicou as condicdes para os parametros: acidificacdo da fase moével, temperatura da coluna e
volume de injecdo como sendo 0,85%, 35 °C e 35 L, respectivamente. Em paralelo, um método
de extracdo baseado no método QUEChERS foi desenvolvido. O método foi validado, os limites
de quantificacdo (LQ) foram, 0,16; 1,08; 0,01; 0,12; 0,33 e 8,93 pg.Kg™ para AFM1, AFB;,
AFG1, AFG2, OTA e ZEA, respectivamente. A recuperacao do método variou entre 73 e 114%.
Posteriormente o método foi aplicado para avaliar a ocorréncia de multimicotoxinas em leite
fluido (n=30) comercializado na cidade de Medianeira, regido Oeste do Parana. A presenca de
AFB1, AFG1, AFG2 e AFM; foi detectada em 26%, 30%, 93% e 80% das amostras analisadas,
respectivamente; no entanto, a presenca de AFM; esteve abaixo do limite maximo permitido
pela legislacdo brasileira (0,5 pg.Kg?). Ndo foram encontradas OTA e ZEA nas amostras
analisadas. Assim sendo, o método foi eficiente para identificar e quantificar multimicotoxinas
em leite fluido e pode ser aplicado como meétodo de rotina para monitorar a qualidade do leite,
objetivando oferecer produtos seguros e de qualidade para o0 consumo humano.

Palavras-Chave: Aflatoxinas, zearalenona, ocratoxina, leite, cromatografia.



ABSTRACT

MORAIS, Daniélly N. Development of analytical method for determination of mycotoxins
in milk, 2019. 122f. Project (Master's Degree) - Post-Graduate Program in Food Technology,

Federal Technological University of Parana. Medianeira, 2019.

This work aimed to develop and validate an analytical method to determine multimicotoxins
(aflatoxins B1 - AFB1, G1 - AFG1, G2 - AFG, and My - AFMy, ochratoxin - OTA and
zearalenone - ZEA) in fluid milk using detector - coupled liquid chromatography. fluorescence
The chromatographic parameters were defined by sequential designs. The mobile phase,
acetonitrile and 0.85% acidified water (30:70) and acetonitrile, methanol and 0.85% acidified
water (50:10:40) were defined using mix planning. The flow rate of 1.4 mL / min was defined
by fractional factorial design which allowed the subsequent application of a Central Rotational
Composite Design (DCCR). Through DCCR, optimal asymmetry values were obtained for all
mycotoxins within the range of 1.0 and 1.5, considered ideal for chromatographic peaks. The
desired resolution of 2.80 between the ZEA and OTA peaks was obtained through the
desirability function which indicated the conditions for the parameters: mobile phase
acidification, column temperature and injection volume to be 0.85%, 35 °C and 35 pL,
respectively. In parallel, an extraction method based on the QUEChERS method was developed.
The method was validated, the quantification limit (LQ) were 0.16; 1.08; 0.01; 0.12; 0.33 and
8.93 pg.Kg-1 for AFM1, AFB1, AFG;1, AFG2, OTA and ZEA, respectively. Method recovery
ranged from 73 to 114%. Subsequently, the method was applied to evaluate the occurrence of
multimicotoxins in fluid milk (n = 30) sold in the city of Medianeira, Western Parana. The
presence of AFB1, AFG;:, AFG2 and AFM1 was detected in 26%, 30%, 93% and 80% of the
analyzed samples, respectively; However, the presence of AFM;1 was below the maximum limit
allowed by Brazilian legislation (0.5 pg.Kg-1). No OTA and ZEA were found in the analyzed
samples. Therefore, the method was efficient to identify and quantify multimicotoxins in fluid
milk and can be applied as a routine method to monitor milk quality, aiming to offer safe and

quality products for human consumption.

Key words: Aflatoxins, zearalenone, ochratoxin, milk, chromatography-FL.
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1 INTRODUCAO

O leite esta entre os seis produtos mais importantes da agropecuaria brasileira. Sua
producdo e consumo é crescente, alavancados pelas novas tecnologias de producgdo, pelo
desenvolvimento de novos produtos e pela demanda de alimentos mais saudaveis e nutritivos
(VILELA; ALVES, 2015). Estima-se que a quantidade de leite cru produzido no Brasil no ano
de 2018, segundo dados da EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria), tenha
sido de 24,50 bilhges de litros (EMBRAPA, 2019). Este produto desempenha um importante
papel na dieta humana, devido a sua qualidade nutricional no aporte natural de proteinas,
carboidratos, gordura e biodisponibilidade de calcio (GONZALEZ-SALAMO et al., 2016).

H& uma crescente preocupacdo com a qualidade do leite, que pode sofrer
contaminac0es diversas, tais como pelas micotoxinas (GIOVATI et al., 2015; HUANG et al.,
2014; PATRIARCA; PINTO, 2017). As micotoxinas sdo compostos bioativos toxicos do
metabolismo secundéario de fungos que ocorrem naturalmente. Possuem diversas propriedades
fisico-quimicas em termos de solubilidade, estabilidade ao pH; diversidade de estruturas
quimicas e peso molecular (GONZALEZ-SALAMO et al., 2016; HILLMAN; READNOUR;
SOLOMON, 2017; HYMERY et al., 2014; JIA et al., 2014; SARTORI et al., 2015). Estes
compostos apresentam sérios riscos a saude humana (KETNEY; SANTINI; OANCEA, 2017)
e Sao responsaveis por varias patologias coletivamente chamadas micotoxicoses (ZUZARTE et
al.,, 2014). Segundo Patriarca e Pinto (2017), as aflatoxinas sdo potentemente
hepatocarcinogénicas, a ocratoxina A pode afetar o rim e a zearalenona o sistema reprodutivo
de humanos e animais.

A contaminacdo do leite por micotoxinas ocorre de forma indireta na maioria dos
casos, ou seja, através do consumo de alimentos contaminados pelos animais em estagio de
lactacdo (BRITZI et al., 2013; COFFEY; CUMMINS; WARD, 2009). Desta forma, é possivel
a transicao (carry over) de micotoxinas para o leite, 0 que leva & contaminagdo por risco de
actimulo nos tecidos celulares e 6rgéos dos consumidores (DANICKE; BREZINA, 2013). S&o
resistentes aos processamentos industriais (tratamentos térmicos, concentragao ou secagem) 0sS
quais ndo causam efeitos apreciaveis sobre a reducdo da sua concentracdo, 0 que permite as

micotoxinas estarem presentes em qualquer etapa da cadeia de producdo leiteira, desde a



10

obtencdo da matéria-prima até etapas posteriores a industrializacdo (CAMPAGNOLLO et al.,
2016a; FLORES-FLORES et al., 2015; JUAN et al., 2017).

A aflatoxina M1 (AFMy) é a principal micotoxina de ocorréncia no leite, por isso &
relatada de forma exaustiva na literatura (ASSEM: MOHAMAD; OULA, 2011; BILANDZIC;
VARENINA; SOLOMUN, 2010; HUANG et al., 2014; MASHAK et al., 2016). E um derivado
metabdlico hidroxilado da aflatoxina B1 (AFB1) formado no figado de ruminantes e secretado
nas glandulas mamarias durante a sintese do leite (COFFEY; CUMMINS; WARD, 2009; IHA
etal., 2013; KETNEY; SANTINI; OANCEA, 2017; SARTORI et al., 2015). Embora a AFM1
seja de maior ocorréncia em leite ndo € a Unica micotoxina passivel de transicdo para essa
matriz, e a coexisténcia de diferentes micotoxinas dentro de um produto alimentar podem afetar
sua toxicidade, mostrando efeitos aditivos ou mesmo sinérgicos (FLORES-FLORES;
GONZALEZ-PENAS, 2015; PATRIARCA; PINTO, 2017).

Vaérias técnicas tem sido empregadas para analises praticas e deteccdo de um amplo
espectro de micotoxinas (DONKOR; RAMCHANDRAN; VASILJEVIC, 2016). Nesse
contexto, a validacdo de métodos é um requisito importante na analise quimica, que torna
confidvel o método analitico empregado na determinacdo, de um ou de varios compostos, de
acordo com os regulamentos nacionais e exigéncias internacionais.

Assim, entende-se que 0 risco provocado a saude humana pela exposicédo indireta a
micotoxinas por meio do consumo de leite é alto, admitindo-se que ha o aumento da toxidade
desses compostos quando ocorrem de forma simultanea diferentes micotoxinas em matriz
alimentar. N&o obstante, ainda s&o escassos os trabalhos que abordem a presenca de
multimicotoxinas em leite, tornando necessaria essa abordagem para a obtencdo de métodos
sensiveis, com ensaios rapidos, econdémicos e ferramentas que possibilitem a determinacéo
desses compostos em leite, de maneira que atendam as regras de seguranca e padrdes

determinados pelos 6rgaos competentes de controle sanitario.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um método para determinar de forma simultdnea multimicotoxinas
(AFB1, AFG1, AFG2, AFM1, OTA e ZEA) em leite ultra alta temperatura (UAT) empregando
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢édo fluorescéncia (FL) acoplado, seguindo a

normativa nacional da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2017).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Realizar um planejamento de mistura com restricbes superiores e inferiores para
determinar uma fase movel adequada para eluir e separar as seis micotoxinas em estudo, a saber:
AFB1, AFG1, AFG2, AFMy, OTA e ZEA,

. Otimizar o sistema cromatografico através de estratégia sequencial de planejamento de
experimentos (planejamento fatorial fracionério seguido de delineamento central composto
rotacional) para avaliar os parametros porcentagem da acidificacdo da fase movel, fluxo do
sistema, volume de injecdo e temperatura da coluna sobre as varidveis de resposta tempo de
retencao, resolucdo e assimetria dos picos cromatogréaficos;

. Realizar a otimizacdo no sistema cromatografico em funcdo das variaveis do processo:
porcentagem da acidificacdo da fase mdvel, volume de injecdo e temperatura da coluna

empregando o método de desejabilidade de Derringer e Suich;

. Desenvolver um método de extracdo para as seis micotoxinas estudadas baseado no
método QUERChERS;
. Validar o método proposto de acordo com os procedimentos de validacdo laboratorial,

atendendo aos critérios estabelecidos na Guia Para Validacdo De Métodos Analiticos e
Bioanaliticos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2017);
. Avaliar a ocorréncia das micotoxinas em estudo em leite fluido UAT comercializado na

regido Oeste do Parana.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 MICOTOXINAS

Os fungos pertencem ao Reino Fungi, sdo organismos heterotréficos que se encontram
distribuidos de forma natural nos solos, no ar, em ambientes aquaticos e em materias organicas.
Fungos filamentosos, dentre os quais os principais géneros sdo Aspergillus, Fusarium e
Penicillium, sdo importantes deteriorantes de alimentos e suas diversas espécies tem a
capacidade de sintetizar compostos micotoxigénicos (MOHAMMADI et al., 2017).

A cinética de crescimento fangico em um sistema fechado (Figura 1) é descrita por
quatro principais fases: lag, crescimento exponencial, estacionaria e declinio. Durante a fase
exponencial os fungos se reproduzem e crescem usando precursores do metabolismo primario,
como por exemplo acidos nucleicos, proteinas, carboidratos e lipidios. Na sequéncia, durante a
fase estacionaria, diversas alteracdes bioquimicas, as quais estdo relacionadas principalmente
ao mecanismo de defesa dos fungos, e a variagdes na temperatura, umidade, pH e Aw,
promovem a sintese de produtos do metabolismo secundario fungico (ALEXOPOULOS;
MIMS; BLACKWELL, 1996; BATTILANI, 2008).

Estacionaria

> Sintese de MTX <)
oy ﬂ
06“
%

Concentragao de Biomassa

Tempo (h)

Figura 1 —Fases de crescimento fungico e localizagdo da sintese de micotoxina
Fonte: Adaptado de Castilho (2007)
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A natureza quimica dos produtos do metabolismo secundério fangico definira sua
caracteristica bioativa. Em geral, sdo compostos que apresentam baixo peso molecular,
estrutura quimica complexa e alto potencial farmacoldgico ou toxigénico a seres humanos e
animais, esse Ultimo grupo sdo denominados micotoxinas (HUMPF; RYCHLIK; CRAMER,
2018; TAKAHASHI et al., 2017). As micotoxinas sd&o um dos grupos de contaminantes de
produtos alimentares mais importantes, pois apresentam alto potencial toxico em concentracfes
muito baixas e efeitos adversos causados por contato dermatologico e inalacdo, mas,
principalmente pela ingestdo de alimentos contaminados. Consequentemente, representam um
enorme risco para a salde de seres humanos e animais e um desafio para muitos especialistas
em seguranca alimentar em todo o mundo, que buscam controlar e garantir que os alimentos
sejam seguros e saudaveis (STOEV, 2015).

Os relatos cientificos apontam a existéncia de mais de 400 tipos de micotoxinas que
se dividem em trés tipos: parentais, modificadas e mascaradas (BHAT; RAI; KARIM, 2010;
HUMPF; RYCHLIK; CRAMER, 2018). Elas podem acometer diversos tipos de culturas
agricolas (PATRIARCA; PINTO, 2017) como trigo, milho, arroz, cevada e seus derivados (AL-
HADITHI; KOSSLER; KARLOVSKY, 2015; HEIDTMANN-BEMVENUTI et al., 2012;
ISMAIL et al., 2018), assim como produtos de origem animal como ovos, leites e derivados
(CHAVARRIA et al., 2017; FLORES-FLORES; GONZALEZ-PENAS, 2018; FRENICH et
al., 2011). Na Tabela 1 sdo descritas as principais micotoxinas presentes em alimentos, as
espécies fungicas produtoras e os principais alimentos nos quais esses compostos sao
encontrados.

Em produtos de origem animal e seus derivados, as micotoxinas podem estar presentes
devido ao processo de transicdo denominado de carry over, que é a passagem de micotoxinas
da racdo ou silagem contaminada para esses produtos (KEESE et al., 2008). O carry over ocorre
de forma heterogénea, € mutavel de acordo com a regido geografica, a estacdo do ano e com
fatores nutricionais e fisioldgicos intrinsecos ao animal (BHAT; RAI; KARIM, 2010; FINK-
GREMMELS, 2008; KEESE et al., 2008).
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Tabela 1 - Principais micotoxinas produzidas por espécies fingicas mais frequentes em alimentos contaminados.

MTX Fungos Produtores Alimentos suscetiveis
Milho, amendoim, nozes, arroz, figo,

AFs Aspergillus flavus, A. parasiticus leites e derivados
OTA Aspergillus section Nigri, A. ochraceus, Cereais, café, cacau, frutos de vinha
Penicillium verrucosum secos, vinho

F. culmorum, F. equiseti, F. verticillioides, F.

ZEA X Milho, cevada, trigo, centeio
graminearum
FUM F. proliferatum, F. verticillioides Milho, sorgo e silagem
T-2, HT-2 F. langsethiae, F. poae, F. sporotrichioides Trigo e milho
Fusarium graminearum, F. poae, F. culmorum, F.

DON crookwellense, F. sporotrichioides, F. tricinctum, Trigo, milho, cevada, aveia, centeio
F. acuminatum

NIV F. crookwellense, F. poae, F. nivale, F. culmorum, Trigo, milho, cevada, aveia, centeio
F. graminearum

PAT P. expansum Magcas, peras, subprodutos da fruta,

tomate
Tomate e tomate, frutas e produtos a
base de frutas, cereais, vinho, cerveja
Tomate e tomate, frutas e produtos a
base de frutas, cereais, vinho, cerveja

AOH, AME  Alternaria alternata, A. tenuissima, A. arborescens

TeA A. tenuissima, A. arborescens ATXs

ATXs . . . .
Alternaria alternata, A. tenuissima, A. arborescens Trigo, arroz, sementes de girassol

Legenda: AF, aflatoxinas; AME, éter etilico de alternariol; AOH, alternariol; ATXs, altertoxinas; DON, desoxinivalenol;
FUM, fumonisinas; HT-2, toxina HT-2; NIV, nivalenol; OTA, Ocratoxina A; PAT, Patulina;
Toxina T-2, T-2; TeA, ido tenuazico; ZEA, zearalenona.
Fonte: Adaptado de Patriarca e Pinto (2017).

O consumo de alimentos contaminados por micotoxinas esta relacionado a um
conjunto de patologias denominadas micotoxicoses (STOEV, 2015). Vérios estudos tém
atribuido a esses compostos efeitos agudos e cronicos tdxicos como carcinogenicidade,
mutagenicidade, teratogenia e imunossupressdo, tanto em animais como em humanos
(HYMERY et al., 2014; MARCHESE et al., 2018; REN et al., 2016; ZHANG et al., 2015).
Assim sendo, a depender do nivel de contaminagéo por micotoxinas o consumo do alimento se
torna improprio para humanos e animais, 0 que gera grandes perdas econdmicas (FLORES-
FLORES; GONZALEZ-PENAS, 2017)

3.1.1 Aflatoxinas

O grupo das aflatoxinas (AFs) € um dos mais importantes devido a sua ampla
distribuicdo em diversos tipos de alimentos e alto grau de toxicidade (ASHIQ; HUSSAIN;
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AHMAD, 2014). Existem cerca de 20 estruturas diferentes de AFs (Figura 2), algumas séo
produzidas naturalmente por espécies de Aspergillus, principalmente por A. flavus, A.
parasiticus e A. nomius, séo elas AFs By, B2, G1 e G2 (ASHIQ; HUSSAIN; AHMAD, 2014;
KENSLER et al., 2011; PATRIARCA; PINTO, 2017), outras sdo produtos metabolicos de
AFB;1 e AFB2, como a AFM1 e a AFM; (PATRIARCA; PINTO, 2017; SARTORI et al., 2015).

Figura 2 — Estrutura quimica das principais AFs.
Fonte: PubChem database (2019)

Quimicamente, as AFs sdo cumarinas altamente substituidas contendo uma porcéo de
diidrofurofurano fundido e sdo sintetizadas por via policetidica pelas espécies flangicas
supracitadas (KENSLER et al., 2011). AFs B; e B> sdo compostos fluorescentes azuis,
caracterizados pela fusdo de um anel de ciclopentenona ao anel lactona da fragdo cumarina,
enquanto que a G1 e G apresentam fluorescéncia verde e contém um anel de lactona fundido
(ABRAR et al., 2013). AFB1 e AFG: podem ser epoxidadas nas posi¢Oes 8-9 ndo saturadas do
seu anel furano terminal, o produto dessa reacdo aumenta fundamentalmente a sua capacidade
cancerigena (KUMAR et al., 2017). AFB2 e AFG; sdo relativamente ndo tdxicas porém, podem
ser metabolicamente oxidadas para AFB1 e AFG: in vivo (KENSLER et al., 2011).

No trato digestério de animais ruminantes a AFB1 é absorvida e, posteriormente,

biotransformada por enzimas hepaticas com funcdes oxidases que pertencem ao sistema
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citocromo P-450, tais como a CYP1A2, CYP3A4, CYP2A6 (DOHNAL; WU; KUCA, 2014;
MARCHESE et al., 2018), que convertem & AFB; a outros compostos por multiplas vias
(KENSLER et al., 2011) (Figura 3). O principal produto da biotransformacao é a AFM1, que
apresenta elevada toxicidade e é frequentemente encontrada em leites e derivados
(CAMPAGNOLLO et al., 2016b).

H,

AFB; |
AFP 8,9- epoxido

Figura 3 — Vias de conversdo dos metabolitos derivados da AFB1
Fonte: PubChem database (2019)

O consumo de alimentos contaminados por AFs causa varios efeitos adversos a salde,
chamados coletivamente de aflatoxicose. De acordo com a dose de AFs e a duracdo da
exposicdo, aflatoxicoses agudas ou crbnicas podem ser reconhecidas, causando vémitos,
doencas do figado e coracdo, edema pulmonar, letargia, acumulo de gordura no figado e até
morte (BHAT; RAI; KARIM, 2010; GIOVATI et al., 2015).
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3.1.2 Zearalenona

A zearalenona (ZEA) (Figura 4) é sintetizada por varias espécies fungicas do género
Fusarium, maior grupo produtor de micotoxinas, do qual sdo conhecidos mais de 140
metabolitos, sendo F. graminearum a principal espécie produtora de ZEA (PATRIARCA;
FERNANDEZ PINTO, 2017). A ZEA é uma lactona estrogénica do &cido resorsililico, que tem
estrutura semelhante ao estrogénio e compete com 17 B-estradiol para ligar-se ao receptor de
estrogénio, derivando em problemas no sistema reprodutivo e na fertilidade de mamiferos (REN
etal., 2016; TADPETCH et al., 2016).

zearalenone (1)

Figura 4 — Estrutura quimica da ZEA
Fonte: Tadpetch et al. (2016)

Ocorre com frequéncia em grdos cultivados em regides de clima temperado Umido,
nos estagios anteriores a0 armazenamento e durante 0 armazenamento quando a estocagem nédo
ocorre de forma adequada (PATRIARCA e PINTO, 2017). O milho e seus derivados sao mais
suscetiveis a contaminagéo por ZEA, entretanto, o trigo, a cevada, a aveia e 0 centeio tambeém
podem acumular niveis significativamente altos dessa toxina (ASHIQ; HUSSAIN; AHMAD,
2014; STOEV, 2015).

Entre a populagcdo humana as criangas sdo as mais afetadas devido o consumo de
alimentos contaminados com ZEA, principalmente, cereais e produtos alimenticios a base de
cereais. Esta micotoxina tem sido implicada em incidentes graves de alteragcbes puberais
precoces (BHAT; RAI; KARIM, 2010).
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Aproximadamente 90% da zearalenona é convertida pela microbiota ruminal em
derivado a-zearalenol hidroxi-metabdlito e em menor proporcéo ao S-zearalenol. Embora a-
zearalenol seja mais estrogénica do que a zearalenona parental, sua taxa de absorcéo € menor,
além disso ocorre a sua interconversdo, processo que ocorre no figado, para o derivado menos
toxico S-zearalenol, o que resulta em menor risco a salde do gado leiteiro. Entretanto, tanto a
zearalenona como 0s seus metabolitos podem ser excretados no leite (FINK-GREMMELS,
2008). Huang et al. (2014) constataram a presenca de ZEA e a-zearalenol em amostras de leite

cru fluido e leite em p6 em estudos realizados em Beijim (China).

3.1.3 Ocratoxina

A ocratoxina (OTA) é produzida por varias espécies de Penicillium e Aspergillus,
apresenta uma fracdo de para-clorofenol contendo um grupo dihidroiso-cumarina que esta
ligado a amida & g-fenilalanina (Figura 5). E um é&cido fraco que permite varios derivados
(hidroxilados, conjugados e outros sem a fenilalanina) que ocorrem de forma natural por
processos de biotransformacao, e outros podem ser formados por degradacao térmica (MALIR
etal., 2016).

Figura 5 - Estrutura quimica da OTA
Fonte: Malir et al. (2016)

A OTA esta relacionada a diversos efeitos toxicoldgicos, incluindo nefrotoxicidade,

mutagenicidade, teratogenicidade, neurotoxicidade e imunotoxicidade, em animais e seres



19

humanos. O modo de acdo tdxico dessa micotoxina parece estar associado a danos oxidativo e
efeitos no controle epigenético (AL-HADITHI; KOSSLER; KARLOVSKY, 2015; UKWURU;
OHAEGBU; MURITALA, 2017). E encontrada em diferentes produtos agricolas, feijoes,
amendoim, frutas secas, café, cerveja, vinho, cereais (principal fonte de exposi¢do humana), e
alguns produtos de origem animal (AL-HADITHI; KOSSLER; KARLOVSKY, 2015).
Também pode estar presente em leite e derivados, devido a exposicdo dos animais a racédo
contaminada, embora em concentracGes significativamente mais baixas do que as observadas
em cereais (CAPPOZZO et al., 2017).

A microbiota intestinal de ruminantes absorve apenas pequenas quantidades de OTA,
pois € capaz de degradar por protozoarios do rdamen e também bioconverter fracdes
remanescentes ao derivado OTA-a, menos toxico. Entretanto, mudangcas na composicéo
alimentar que possibilitem uma alta porcentagem de concentrados ricos em proteina na dieta
diaria de animais lactantes modificam a capacidade de clivagem dos micro-organismos do
ramen, permitindo que quantidades pequenas possam ser detectadas no leite (COFFEY;
CUMMINS; WARD, 2009; FINK-GREMMELS, 2008).

3.2 LEITE E MICOTOXINAS

O consumo de leite no Brasil tem aumentado desde 1961, ano em que foram feitos o0s
primeiros registros sobre a cadeia produtiva leiteira do pais (VILELA; ALVES, 2015). Este
aumento esta caracterizado por implementagdes tecnoldgicas e melhorias no manejo animal
com aumento da produtividade das vacas ordenhadas (JUNG; MATTE, 2016). Atualmente, o
leite estd entre os seis produtos mais importantes da agropecuaria brasileira; as previsoes
indicam que até 2025 o pais passara a produzir mais de 47,5 bilhdes de litros de leite anuais, a
regido Sul do pais € uma das mais produtivas com destaque para o estado do Parana (VILELA,;
ALVES, 2015). A média de consumo per capita de leite no Brasil é de 170 litros, sendo que
idosos e criangas sdo 0s grupos que mais consomem o produto (EMBRAPA, 2019; VILELA,;
ALVES, 2015).

O leite é importante na alimenta¢do humana, pois € composto por varios nutrientes, 0s

principais sdo: agua, carboidratos, gordura, proteinas, vitaminas e minerais, que variam em teor
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dependendo de vérios fatores, tais como ambiente, estagio de lactacdo, manejo na ordenha,
sanidade, alimentacdo subministrada ao animal, idade do animal e genética, como é mostrado
em exemplo na Tabela 2 (CRUZ et al., 2017). Entretanto, a qualidade do leite ndo tem relacéo
apenas com o0s teores de nutrientes que o compde mas também com a auséncia de
contaminantes, quimicos ou biologicos (SHAHBAZI; NIKOUSEFAT; KARAMI, 2017).

Tabela 2 Variagio da composigio centesimal do leite em func&o da raga bovina

Raca Gordura (%0) Proteina (%0) Lactose (%0) Cinzas (%0) Sohdz;gotals
Ayrshire 41 3,6 47 0,7 13,1
Guernsey 5,0 38 49 0,7 144
Holstein 35 31 49 0,7 12,2

Jersey 55 39 49 0,7 15,0
Pardo Suico 40 3,6 50 0,7 133
Zabul 39 39 51 038 14,7

Fonte: Jensen (1995)

Muitos relatos cientificos descrevem a contaminacéo do leite pela AFM;. Contudo,
sabe-se que outras micotoxinas podem estar presentes no leite (BECKER-ALGERI et al., 2016;
BIANCO et al., 2012; GONCALVES et al., 2018; SARTORI et al., 2015).

Sartori et al. (2015) relataram a presenca da AFM2 em 24% (n = 17) de amostras de
leite em p6 e em 18% (n = 3) das amostras de leite UAT de um total de 88 amostras de leite
comercializado em supermercados do Rio de Janeiro. Em estudo publicado por Mao et al.
(2018), realizado em amostras de leite cru de cinco diferentes regides da China, a presenca de
AFG; foi detectada em uma das 250 amostras analisadas. Um outro estudo realizado por
Herzallah et al. (2009) sobre leites comercializados em supermercados da Jordania relatou a
presenca de AFG1, AFG2, AFB; além da AFMz. Gongalves et al. (2018) analisaram a ocorréncia
de AFB1 e AFM; em 112 amostras de leite comercial nas cidades de Rio Grande, sul do Brasil
(leite integral, semi e desnatado, e leite em pd) e Assomada, em cabo Verde (leite em pd), 16%
das amostras do RS estavam contaminadas pela AFB:. Jia et al. (2014) descreveram a ocorréncia
de OTA em amostras de leite comercializadas na China.

Scaglioni et al. (2014) ao analisarem leite cru, pasteurizado, concentrado, leite em po
e UHT, observaram contaminacdo por AFB1 em 41,7 e 13,3% amostras de leite pasteurizado e
UHT, respectivamente; enquanto que a AFM; teve incidéncia de 28,6, 58,3, 66,7 e 66,7% em
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amostras de leite cru, pasteurizado, UHT e concentrado, respectivamente. Todas as amostras
que apresentaram contaminacao por ambas as aflatoxinas estavam acima do limite tolerado pela
legislac&o brasileira, 0,5 pug.kg™ (BRASIL, 2011a).

A dificuldade em controlar o crescimento de fungos no material organico destinado a
alimentagcdo animal, principalmente nas regides tropicais e subtropicais, aumenta a
possibilidade de co-ocorréncia de micotoxinas em leite de vaca (BHAT; RAI; KARIM, 2010).
Apesar do rumen animal funcionar como uma barreira, metabolizando as micotoxinas a
compostos menos toxicos, a presenca de multimicotoxinas, mesmo que em concentraces
baixas, tem efeito toxico aditivo ou sinérgico, aumentando o risco para a saude humana
(FLORES-FLORES; GONZALEZ-PENAS, 2018).

A co-ocorréncia de micotoxinas é uma situagdo comum nos cereais, silagem e matéria
orgénica destinada a alimentacéo animal (VIDAL et al., 2013). Isso ocorre principalmente por
trés razdes: (i) substratos alimentares podem ser contaminados por varios fungos de maneira
concomitante ou em rapida sucessao, (ii) a maioria dos fungos € capaz de produzir varias
micotoxinas simultaneamente e (iii) as dietas dos animais sdo geralmente produzidas de varias
fontes de gréos (STREIT et al., 2012). Animais ruminantes ficam mais expostos, pois tem dieta
mais variadas que outros animais de criagdo. Normalmente séo alimentados com silagem, ou
subprodutos resultantes dos cultivos agricolas (SMITH et al., 2016).

Embora haja consenso sobre o perigo toxico eminente da co-ocorréncia de micotoxinas
em um Unico produto alimentar, os efeitos reais na saide humana ainda sdo desconhecidos
(FLORES-FLORES; GONZALEZ-PENAS, 2017). A questdo da toxicidade combinada é
complexa, mas geralmente pode-se concluir que a co-exposi¢do a varias micotoxinas pode
resultar em efeitos do tipo antagdnico, aditivo ou sinérgico, este Gltimo caso, particularmente,
guando as micotoxinas exercem sua toxicidade por meio de um modo de agcdo comum
(ASSUNCAO et al., 2015).

3.2.1 Legislacéo

Apenas a AFM; possui limite regulamentar em matrizes lacteas nos mais de 99 paises

nos quais ha diretrizes para controle de micotoxinas (FAO, 2003). No Brasil, a regulamentacéo
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fica a competéncia da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da RDC
n° 7 de fevereiro de 2011 (BRASIL, 2011a) que considera indispensavel a regulamentacdo
técnica sobre contaminantes em alimentos e estabelece a aprovacdo de limites maximos
toleraveis para aflatoxinas em leite fluido e leite em po, além de outros alimentos, bem como
atribui métodos de amostragem e analise. Segundo essa resolucéo, fica estabelecido como limite
maximo de AFM; em leite fluido, leite em pd e queijos as concentracdes de 0,5 pg.kg™, 5 pg.kg"
le 2,5 pg.kg?, respectivamente.

A legislacdo brasileira é amparada por base nos instrumentos harmonizados no
Mercosul relacionados a limites maximos de aflatoxinas em alimentos, estabelecidos pelo
Tratado de Assuncdo, pelo Protocolo de Ouro Preto e o Grupo Mercado Comum (GMC) no
regulamento téchico MERCOSUL/GMC/RES. N. 25/02, no qual os paises membros do grupo
conformaram a concentragdo maxima de aflatoxina M1 em leite fluido e em p6 de 0,5 pug.kgt e
5 pg.kg?, respectivamente (MERCOSUL/GMC, 2002).

Mundialmente sdo aceitos limites para AFM1 no leite para consumo humano na faixa
entre 0,05 pg.kg? e 0,5 pg.kgl; no entanto, o Egito determina que leites e derivados devem
estar livres de AFs (DEEB; AMAN; EL-HAWARY, 2017). A Unido Européia, através do
Regulamento da Comissdo Europeia (CE) n° 1881/2006 de 19 de dezembro de 2006, estabelece
o limite maximo para AFM; de 0,05 pg.kg? para leite cru e produtos lacteos, e 0,025 pg.kg™
para alimentos infantis a todos os paises do bloco (CE, 2006a).

Os Estados Unidos possui 0 guia regulamentar sobre micotoxinas expedido pela Food
and Drug Administration (FDA) e este foi revisado em 2011, no qual estabelecem os limites
maximos de 0,5 pg.kg™ para leite fluido e 20 pg.kg™? para derivados lacteos (FDA, 2011)

Na China, a Comissdo Nacional de Saude e Planejamento Familiar (NHFPC) e a
Administracdo de Alimentos e Medicamentos da China (CFDA) divulgaram em marco de 2017
um Padrdo Nacional de Seguranca Alimentar para Niveis M&ximos de Micotoxinas em
Alimentos. Este padrdo estabelece limites para AFM1 em leite cru, em pé e produtos lacteos ou
com adicao de proteinas lacteas na faixa de 0,5 pg.kg™* (NHFPC, 2017). Outros paises da Asia
como Japao, Coreia, Malasia e Indonésia definiram limites maximos de 0,5 pg.kgpara leite
cru, porém apresentam diferentes niveis maximos permitidos para produtos derivados (FAO,
2003)
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No Brasil, outras micotoxinas como AFB1, AFG1, AFG2, OTA e ZEA tem limites de
tolerancia maximo permitido para varios outros produtos (Tabela 3); entretanto, nenhuma delas
estd associada a leites e/ou derivados apesar do risco decorrente do carry over (BRASIL,
2011a).

Tabela 3 — Limite maximo tolerado (LMT) para as micotoxinas em estudo em alguns alimentos.

Micotoxina Alimento Limite Méaximo Tolerado (ug.Kg?)
Leite fluido 05
AFM: Leite em p6 5

Alimentos a base de cereais paraa
ﬁigl' ﬁ';%z' alimentaio infantil 1
b 2 Formulas infantis
OTA Vinhos e derivados 2
Suco de uva e polpa de uva

ZEA Alimentos a base de cereais 20

Fonte: Adaptado de ANVISA (2011)

3.3 ANALISE DE MICOTOXINAS EM LEITE

3.3.1 Preparo da amostra

As micotoxinas encontram-se no leite em concentragdes baixas, o que requer métodos
analiticos sensiveis e confiaveis para sua detec¢cdo. O emprego de métodos padrdes € limitado
e atende a necessidade de deteccdo de um Unico composto micotoxicologico por vez,
inviabilizando muitas vezes a rotina de trabalhos laboratoriais que recebem amostras
contaminadas com multimicotoxinas que muitas das vezes apresentam estruturas quimicas
variadas (ANDRADE; LANCAS, 2015). Previamente antes de executar as analises, etapas de
limpeza sdo requeridas pois a amostra deve estar adequada ao tipo de instrumentacdo utilizada
e ao resultado exigido (PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011). Os métodos de extracao e
limpeza devem ser confiaveis e sdo vitais para o sucesso da analise IAMANAKA,; OLIVEIRA;
TANIWAKI, 2013). A maioria dos métodos tradicionais de extragdo s&o morosos, empregam

grandes volumes de solventes orgénicos, tem alto custo, etc. Por isso, recentemente, vem



24

ocorrendo o desenvolvimento de novos métodos analiticos, visando contornar esses
inconvenientes (PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011).

Uma ampla variedade de métodos de preparacdes de amostras esta relatada na
literatura para micotoxinas, como extracdo liquido-liquido (LLE) (HUANG et al., 2014),
extracdo em fase solida (SPE) (HERZALLAH, 2009), microextragdo em fase solida com
solvente minimizado (SPME) (AL-HADITHI; KOSSLER; KARLOVSKY, 2015) e extracio
por coluna de imunoafinidade (MASHAK et al., 2016).

O método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) foi desenvolvido
por Anastassiades et al. (2003) com o objetivo de debelar as limitacbes dos métodos multi-
residuos até entdo existentes, a principio o método foi aplicado para a extracéo de residuos de
pesticidas em alimentos (PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011). E um método vantajoso por
ser rapido, fécil, econémico, efetivo, robusto e seguro, cumprindo os limites maximos de
micotoxinas estabelecidos por rigorosas legislacfes internacionais e assegura extratos que
podem ser analisados por diferentes métodos cromatograficos (CABRERA et al., 2012). Dessa
forma, devido a sua simplicidade e eficacia, modificac6es tem sido implementadas ao método
(SUN et al., 2016), o que tem permitido sua aplicacdo na extracdo de multimicotoxinas em
diversas matrizes alimentares, incluindo leite (ANDRADE; DA SILVA; CALDAS, 2013,
FLORES-FLORES; GONZALEZ-PENAS, 2018) e derivados (FURLANI et al., 2015;
NADIRA et al., 2017; RODRIGUEZ-CARRASCO et al., 2018).

O método é composto por trés principais etapas: extracao, particao e clean up (Figura
6) (CABRERA etal., 2012). A escolha do solvente de extracdo depende da matriz e dos analitos
a serem extraidos, pois as diferentes misturas quimicas podem afeta-los. Nesse sentido, 0
emprego de solventes organicos puros (FURLANI et al., 2015) ou em misturas (DZUMAN et
al., 2014; JIA et al., 2014) tamponadas com &cidos fracos (FLORES-FLORES; GONZALEZ-
PENAS, 2017; SARTORI et al., 2015) para extracdo de multimicotoxinas tem sido estudados
para aumentar a capacidade de recuperagdo do metodo.

A etapa de particdo permite o efeito salting out por adigéo de sais, com o objetivo de
de remover a 4gua e diminuir a solubilidade do analito na fase aquosa e, assim, propiciar sua
particdo na fase organica (CABRERA et al., 2012). Diferentes misturas salinas e proporcoes
tem sido descritas. Sartori et al. (2015) aplicaram MgSO4 em combinacdo com NaCl na

proporcdo de 6:1,5 (m.m™) para leite, enquanto que Furlani et al. (2015) aplicaram os mesmos
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sais na proporcdo de 4:1 (m.m™) para iogurte. Carrasco et al. (2017) empregaram Na,SOs e
NaCl na proporgéo de 4:1,2 (m.m™) para amostras de leite e Karaseva et al. (2014) aplicam a
mistura de sais contendo NaCl, NasCsHsO7 e NaHCsH507 nas proporgdes de 1:1:0,5 (m.m™)
para amostras de leite e derivados.

O ultimo passo na obtencdo do extrato analitico, o clean up, reduz componentes
interferentes da matriz que eventualmente podem aderir no sistema de injecdo e na coluna
cromatografica, € uma etapa fundamental para promover robustez e confiabilidade aos
resultados obtidos (PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011). Adsorventes como 0 Cig em
mistura com sais secantes como o MgSOs (KARASEVA,; AMELIN; TRET, 2014), amina
priméaria secundaria (PSA) e Na;SO, (RODRIGUEZ-CARRASCO et al., 2018), ou mistura
contendo celite e MgSOs (HEIDTMANN-BEMVENUTI et al., 2012) tem sido utilizadas.
Alguns autores tem prescindido do uso destes sais e apenas promovido a limpeza com filtros
de seringa de porosidade reduzida (FLORES-FLORES; GONZALEZ-PENAS, 2015;
SARTORI et al., 2015).

a) QUEChERS b) QUEChERS ¢) QuEChERS
(original) (acetato) (citrato)

Extracdo + +
10 mL de acetonitrila 10 mL de acetonitrila
. N J

'd ™ ' ™
10 g de amostra 10 g de amostra [ 10 g de amostra }

10 mL de acetonitrila

{ h i | 4 g MgSO,

4 g MgS0O, 6 g MgS0, le T_'“‘Cl
Particdo + + :
1 g NaCl 1.5 g CH;COONa le Cd{’NfSO?'zH?O
05g
\ / \ / Cs[‘leEgOg_l,s H}O
1 mL sobrenadants 1 ml sobrenadante 1 mL sobrenadante
+ + +
Limpeza 150 g MgS0, 150 g MgSO, 150 g MgSO,
+ + +

25 mg PSA 50 mg PSA

Figura 6 — Representacdo das etapas principais e exemplos de modificacdes
aplicados ao método QUEChERS

Legenda: a) original; b) acetato; e c) citrato.
Fonte: Prestes; Adaime; Zanella (2011)

25 mg PSA
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3.3.2 Determinagdo instrumental

Para a deteccdo de micotoxina em matrizes alimentares varias técnicas podem ser
empregadas. A cromatografia em camada delgada (TLC) € um método popular usado para
analise quantitativa e semi-quantitativa de micotoxinas. Ela tem a capacidade de rastrear um
grande numero de amostras de cada vez e € econdmica. Porém, apds sua aplicacdo sdo
necessarias analises confirmatérias envolvendo técnicas mais avancadas (DONKOR,;
RAMCHANDRAN; VASILJEVIC, 2016).

Outro método para deteccdo e também para determinar a concentra¢do de micotoxinas
é 0 ELISA (Enzyme-linked Immmunosorbent Assay) que tornou-se popular devido a facilidade
de aplicacdo, rapidez e alta especificidade. No entanto, os kits ELISA comercialmente
disponiveis sdo de uso unico, pois para deteccdo de micotoxinas estdo baseados em um formato
de ensaio competitivo que usa um anticorpo primario especifico para a molécula alvo ou uma
conjugacdo de uma enzima e o alvo requerido, o que encarece sua aplicacdo (LI et al., 2014;
RAZA; KIM, 2018).

A analise moderna de micotoxinas baseia-se na separacdao por HPLC (Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia, do inglés - High Performance Liquid Chromatography)
empregando vérios adsorventes, dependendo da estrutura fisica e quimica da micotoxina
(RAZA; KIM, 2018). Colunas de fase normal ou reversa sdo usadas para separar e purificar
toxinas com base na polaridade (ANDRADE; LANCAS, 2015). Os métodos de deteccdo
comumente usados sdo violeta (UV) ou fluorescéncia (FL), que dependem da presenga de um
cromdforo nas moléculas analisadas (DONKOR; RAMCHANDRAN; VASILJEVIC, 2016).
Os beneficios do sistema HPLC, juntamente com a alta qualidade de separacdo e baixo limite
de deteccdo (LD), e a possibilidade de combinar maltiplos sistemas de detec¢do FL, UV,
detector de arranjo de fotodiodo (DAD) e espectroscopia de massa (MS), permite a detecgéo
multipla de compostos de uma amostra. Além disso, o sistema pode ser automatizado, o que
confere a primazia dessa técnica sobre as outras ja citadas (DONKOR; RAMCHANDRAN;
VASILJEVIC, 2016).
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3.3.3 Principais fatores que afetam a separagdao em HPLC

Em cromatografia liquida de alta eficiéncia € comum se deparar com as chamadas
varidveis de processo, sdo parametros do sistema que podem sofrer ajustes de forma
independente uns dos outros (BREITKREITZ; JARDIM; BRUNS, 2009). Algumas varidveis
do processo cromatografico podem ser o tipo de fase estacionaria, a temperatura da coluna, a
vazdo da fase mével (FM), o volume de injecdo, escolha da FM, acidificacdo da FM, entre
outros (KIRKLAND; GLAJCH, 1983; REIS et al., 1998). No sistema HPLC, os efeitos mais
importantes sobre a separacdo dos analitos sdo influenciados pela composi¢cdo da FM; no
entanto, todos 0s outros parametros supracitados devem ser considerados (MUHLEN;
LANCAS, 2004). A FM é uma combinacdo de solventes organicos, demanda-se que sejam de
elevada pureza e devem exercer sobre os analitos de interesse forca cromatografica (para
retencdo dos compostos) e seletividade (para separagdo entre os compostos). Ambas
caracteristicas serdo influenciadas pelo tipo de solvente e propor¢do empregada na mistura da
FM, esses dois parametros, classicamente, tem sido determinados por trés vias: empiricamente,
diminuindo-se gradativamente a propor¢do do modificador organico, através do uso de
equacdes e através do emprego de um gradiente linear (BREITKREITZ; JARDIM; BRUNS,
2009); entretanto, outras abordagens tem sido empregadas para esse fim (ANDERSSON et al.,
1994; FERREIRA et al., 2004; GLAJCH; KIRKLAND, 1989).

Alguns trabalhos cientificos tem aplicado diferentes tipos de planejamento
experimental para separacdo de picos em cromatografia liquida (BREITKREITZ; JARDIM,;
BRUNS, 2009; HIBBERT, 2012; NOWAK; SEUBERT, 1999).

A otimizacéo das condic¢Ges cromatograficas passa pelo controle e ajuste adequado de
cada uma das condigOes variaveis envolvidas no processo. Por outro lado, a problemética em
amostras com multicompostos envolve a inter separacdo dos picos de interesse e a separacdo
entre picos de interesse e os interferentes da amostra. Caso as condigdes cromatograficas sejam
ajustadas adequadamente a separacgdo sera alcancada. No entanto, essa tarefa ndo é facil, pois
pequenas alteracdes podem comprometer todo o cromatograma, criando distor¢des nos picos e
reduzindo a seletividade (MUHLEN; LANCAS, 2004; NETO, 2009a). A defini¢do das metas
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do processo torna-se, entdo, parte fundamental para obtencdo de bons resultados
(BREITKREITZ; JARDIM; BRUNS, 2009).

Critérios elementares sdo formados por propriedades tais como a resolucéo (Rs), 0
fator de separagdo (a) e a retencdo relativa (RR) para a descrigdo da separacao de pares de picos.
No entanto, na coexisténcia de picos de interesse no cromatograma, a proporgéo de solventes
na FM devera ser adequada para a separacdo de todos os analitos de interesse (VANBEL,;
TILQUIN; SCHOENMAKERS, 1996).

3.4 PARAMETROS ANALITICOS PARA VALIDAGAO DE METODO

Desenvolver um método analitico, adapta-lo ou implementé-lo, exige uma avaliagdo
sistematica que comensurem sua eficiéncia quando aplicado a rotina do laboratério. Essa
avaliacdo € denominada validacdo (BRASIL, 2017). Alguns critérios estabelecidos por
Resolugdo devem ser atendidos para que o método seja considerado validado. Sendo assim,
distinguem-se a execucao de experimentos que determinam os diversos parametros (coleta dos
dados experimentais) e a validacdo (POLESE; RIBEIRO, 2003). Se o método analitico for
adequado para o proposito estabelecido a validacdo sera capaz de demostrar assegurando a
confiabilidade dos resultados (RIBANI et al., 2004).

Varios trabalhos disponiveis na literatura descrevem a validacdo de métodos analiticos
para determinacdo e quantificacdo de micotoxinas (FLORES-FLORES; GONZALEZ-PENAS,
2015; RAHMANI; JINAP; SOLEIMANY, 2010). Os parametros de validacdo podem variar
entre um estudo e outro, a depender da necessidade especifica de cada um; no entanto, ressalta-
se a exatiddo, a precisdo e os limites de deteccdo e quantificacdo como parametros basicos a
serem avaliados.

No Brasil, as duas agéncias credenciadoras para certificar a idoneidade de laboratérios
de ensaios e métodos analiticos sdo: a ANVISA, através da resolucdo N° 166, de 24 de julho de
2017 (BRASIL, 2017) e o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagéo e
Qualidade Industrial), através da DOQ-CGCRE-008 (INMETRO, 2018).

A linearidade esta associada com a eficiéncia do método para fornecer resultados que

sejam diretamente proporcionais a concentracdo do analito em exame, dentro de uma
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determinada faixa de aplicacdo (RIBANI et al., 2004). Pode ser determinada por equacao
matematica ou curva analitica do sinal medido de pelo menos 7 pontos, a qual é relacionada
com a concentracdo do analito de interesse. Aplica-se entdo a regressdo linear para obter-se 0s
coeficientes de regressdo a e b e o coeficiente de correlagdo r, o qual deve ser 0 mais préximo
possivel a 1,0 (RIBANI et al., 2004).

A exatiddo € o grau de concordancia entre os resultados individuais do método em
estudo em relacdo a um valor aceito como verdadeiro. Verificam-se nove determinacéo,
minimo, no intervalo linear do método em estudo em trés concentracGes: baixa, média e alta,
conduzidas em triplicata. Estas amostras devem ser preparadas de maneira independente
(BRASIL, 2017).

A precisdo € o grau de dispersdo entre resultados de ensaios independentes, repetidos
de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrfes, nas condi¢des definidas como
método. Para isso, calcula-se o desvio padrao relativo (DPR) da série de medicdes (RIBANI et
al., 2004).

O efeito matriz deve ser determinado por meio da comparacao entre os coeficientes
angulares das curvas de calibracdo construidas com a solucdo quimica de referéncia (SQR) do
analito em solvente e com a amostra fortificada com a SQR do analito. As curvas devem ser
estabelecidas da mesma forma que na linearidade para 0s mesmos niveis de concentracgéo,
utilizando, no minimo, 5 (cinco) concentracdes diferentes em, no minimo, triplicata (BRASIL,
2017).

O limite de deteccdo, deve ser demonstrado pela obtencdo da menor quantidade do
analito presente em uma amostra que pode ser detectado; porém, ndo necessariamente
quantificado nas condicdes do método estabelecido. Pode ser determinado por método visual
ou pela razdo sinal-ruido por emprego de um branco analitico (BRASIL, 2017).

O limite de quantificacdo é a menor quantidade do analito presente na amostra que
pode ser determinada pelo método estabelecido com precisdo e exatiddo aceitaveis. Para a
determinacdo deste parametro aplica-se a razdo sinal-ruido que deve ser no minimo de 10:1
(BRASIL, 2017).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAIS

Os padroes das micotoxinas AFB1, AFG1, AFG2, AFM1, OTA e ZEA foram adquiridos
da Sigma Chemical Company® (St. Louis, MO, EUA).

Foi empregado o cromatografo a liquido de alta eficiéncia (HPLC) acoplado ao
detector de fluorescéncia (FL), amostrador automéatico com sistema de bombas quaternario
(Thermo Fisher, UltiMate 3000, Sunnyvale, Estados Unidos) e coluna cromatografica Cis
Acclaim PA2, 5um Analitica (4.6 x 250 mm); para controle e aquisicdo de dados foi empregado
o0 Software Chromeleon 7.2

Os solventes e reagentes empregados foram de grau analitico PA, com exce¢do de 0s
solventes utilizados na cromatografia liquida que possuiam pureza analitica grau HPLC. A agua
utilizada foi purificada em sistema purificador de agua por osmose reversa (Osmose 10 LX, Gehaka,
2010) acoplado a um sistema purificador de agua (Master System P&D TOC, MS 2000, Gehaka).

Amostras de leite ultra alta temperatura (UAT) desnatado (30 amostras), de diferentes
marcas e lotes, foram adquiridas no comércio local da cidade de Medianeira localizada no

estado do Parana.

4.2 PREPARO DAS SOLUCOES ESTOQUE

Cada solucdo estoque de micotoxina foi preparada de forma individual e a massa
indicada pelo fabricante foi considerada para a solvéncia (Tabela 4). Para isso, removeu-se 0
lacre metélico dos frascos originais sem causar a abertura do septo, evitando-se assim que
ocorresse a dispersdo aérea das particulas sélidas cristalizadas de micotoxinas.

O septo foi perfurado com uma agulha descartavel e o solvente/solugéo de diluicdo foi
injetado dentro do frasco com o auxilio de uma seringa. O frasco foi homogeneizado em vortex
(Logen Scientific, LSM56/4-BIV, Séo Paulo) por um minuto e entdo aberto cuidadosamente.

O volume foi transferido integralmente para um baldo volumétrico graduado e repetidas
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lavagens do frasco original foram sequencialmente efetuadas para completar a transferéncia do
material de referéncia. Em seguida, o baldo foi avolumado até o menisco, homogeneizado em
vortex por um minuto e a solucdo estoque foi quantitativamente transferida para um frasco

ambar identificado.

Tabela 4 — Preparo das solugfes estoques individuais das micotoxinas estudadas.

o Concentracao

MTX Massa (mg) Solugao (jJIuente .VOI' de sol. sol. Estoque Ref.

(fracio) diluente (mL) 1

(Hg.mL™)

AFM; 0,005 BEN:ACN (99:1) 5 1 AOAC, 2005
AFB; 1 BEN:ACN (98:2) 10 100 AOAC, 2005
AFGy 1 BEN:ACN (98:2) 100 10 AOAC, 2005
AFG 1 BEN:ACN (98:2) 100 10 AOAC, 2005
ZEA 3 BEN 10 500 IAL, 2008
OTA 1 BEN:Hac (99:1) 20 50 1AL, 2008

Legenda: MTX, micotoxinas; BEN, benzeno; ACN, acetonitrila; Hac, &cido acético; Ref., referéncias
Fonte: AL (2008)

Com o intuito de determinar a concentracéo final das solucdes estoque, essas foram
quantificados em espectrofotdmetro UV-VIS (Perkin Elmer, Lambda XLS, Walthan, Estados
Unidos). Inicialmente, foi determinado o fator de correcdo do instrumento. Para tal, preparou-
se dois litros solucdo de acido sulfarico (H2SO4) 0,009 M (padréo). Em um litro da solugdo
0,009M foram diluidas 78 mg de dicromato de potassio (K2Cr.O7) previamente seco e obteve-
se a solucdo A [0,25 mmol L]. Posteriormente, realizou-se a dilui¢do de 25 mL de solugdo A
em 25 mL da solugdo de H,SO4 0,009 M para obter-se a solugdo B [0,125 mmol L]. Por
ultimo, diluiu-se 25 mL da solucdo B em 25 mL da solucdo de H.SO4 0,009 M para obter-se a
solugdo C [0,0625 mmol L]. As trés solugBes preparadas foram lidas em espectrofotémetro
UV-VIS em comprimento de onda de 350 nm, usando como branco a solugéo de H>SO4 (0,009
M). A absortividade molar especifica (¢) de cada solugéo foi calculada usando a Equacdo 1
(AOAC, 2005).

_ AXx1000

£ =" )

C

Onde:
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A = absorbancia solu¢do A, Bou C
C = concentrac&o solugio A, B ou C em mmol?
Com os valores obtidos foi feita a médias das 3 leituras utilizando a Equacéo 2.

EA+EB+EC
— @

Média (€) = ==

Onde:
€A = absortividade molar solucdo A de K>Cr,07

€B = absortividade molar solu¢do B de K2Cr.O7
€C = absortividade molar solugéo C de K>Cr.O7

Por Gltimo, foi aplicada a Equacédo 3 para obter-se o fator de correcdo do instrumento.

FC=— @)

Onde,
FC = Fator de correcdo do espectrofotdmetro

€ = Média da absortividade especifica das soluc¢des
O intervalo de aceitabilidade do FC: 1,05 > FC > 0,95

A Equagéo 4 foi empregada para determinar a concentracédo real das micotoxinas.

A,FC ,Mm,1000
- @

Micotoxina ug, mL =

Onde:

A = Absorbancia

FC = Fator de correcao do equipamento
Mm = Massa molar micotoxina

€ = Absortividade molar da micotoxina

Foram realizadas leituras nos comprimentos de onda de maxima absorcao especificas

de cada micotoxina (Tabela 5) (IAL, 2008) e as concentracOes reais foram definidas.
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Posteriormente, os frascos foram devidamente vedados e armazenados sob temperatura de

congelamento (-20 °C).

Tabela 5 — Propriedades fisico-quimicas e espectrais das micotoxinas estudadas e valor da concentracéo
real das substancia quimica.

Massa _ Comprimento de Coefici_er_lte de Conc. real
MTX Molar Solucéo diluente (%) onda (nm) absortividade sol. estoque
molar (g) (ug.mLY)
AFM1 328 BEN:ACN (99:1) 350 18815 1
AFB1 312 BEN:ACN (98:2) 350 19800 97,70
AFG1 328 BEN:ACN (98:2) 350 17100 9,57
AFG2 330 BEN:ACN (98:2) 350 18200 9,32
ZEA 318 BEN 317 6060 54
OTA 296,3 BEN:Hac (99:1) 403 5550 300

Legenda: MTX, micotoxinas; BEN, benzeno; ACN, acetonitrila; Hac, &cido acético
Fonte: IAL, 2008

4.3 PREPARO DAS SOLUCOES DE TRABALHO

Preparou-se uma solucdo multimicotoxinas (Tabela 6) (solucdo de trabalho) para os
testes de otimizacdo cromatogréafica. As solucGes foram preparadas em metanol (MeOH). Para
0 preparo da solugéo, as micotoxinas nas concentracdes desejadas foram transferidas para um
frasco ambar e levadas a estufa (Cienlab, CE-205/36, Sdo Paulo, Brasil) a 52 °C até evaporacgéo
do solvente. A seguir, o frasco contendo as substdncias quimicas de referéncia foram
adicionados de 1 mL de MeOH e homogeneizados em vortex (Logen Scientific, LSM56/4-BIV,
S&o Paulo, Brasil) por 1 minuto. O frasco com a solucao foi devidamente vedado e armazenado

sob temperatura de congelamento (-20 °C) até a realizacdo das analises.

Tabela 6 — Concentragdo individual das micotoxinas nas solu¢do multimicotoxinas
MTX AFM: AFB: AFG: AFG: OTA ZEA
ug.kgt 0,3 0,7 31 0,2 0,6 7,0

Legenda — MTX, micotoxinas
Fonte: Morais (2019)
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4.4 OTIMIZAGAO CROMATOGRAFICA

4.4.1 Preparo dos solventes para o planejamento de mistura

Para preparar a fase movel, foram utilizados como solventes: acetonitrila (ACN),
metanol (MeOH), ambos com grau analitico HPLC, e &gua purificada por sistema de osmose
reversa, deionizador e filtro microbioldgico (OS 20LX, Gehaka Ltda, Sdo Paulo-Brasil)
acidificada com &cido acético a 1 % (H20 1% v/v). Todos os solventes foram filtrados através
de uma membrana Millipore (PVDF, porosidade 0,22 pum); em seguida, foram armazenados em
frascos de vidro borisilicato e desgaseificados em bomba de ultrassom na frequéncia de 37 Hz,
amplitude 100 % por 20 min (P120H, Elma Analogic, Singen-Alemanha).

4.4.2 Otimizacao da fase movel

Na primeira etapa, para definir a fase movel que permitisse a separacdo entre as
micotoxinas e os interferentes da amostra, realizou-se um planejamento de misturas com
restrices inferiores e superiores. Para este modelo os vértices e N centroides dimensionais
foram calculados para todos os pares de vértices e para todo o conjunto de trés vértices (Figura
7). As restricdes impostas a mistura, assim como 0s parametros iniciais (temperatura da coluna
35 °C, vazdo de fase movel em 1 mL/ min e volume de injecdo de 20 pL), foram consideradas
com base na literatura (ABRUNHOSA et al., 2017; AOAC, 2005; SAKIN et al., 2018;
SCAGLIONI et al., 2014; VIDAL et al., 2013).
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Mistura contendo 3 fatores
Numero de restricdes iniciais da mistura: 6
Metanal
0,00,100

0,25 0,75

0,50 -« B . 0,50

1,00 0,00
0,00 025 0,50 0,75 1,00
Agua Acetonitrila

Figura 7 - Tridngulo do planejamento de mistura com as restri¢Bes inferiores e superiores impostas aos
componentes para determinacdo das composi¢des da fase mével com os vértices (=) e N dimensionais (#).
Fonte: Morais (2019)

Para avaliar o tempo de retencdo, a assimetria dos picos e a resolugdo entre os
componentes da amostra, as corridas cromatograficas foram realizadas com uma amostra de
leite extraida pelo método QUEChERS segundo Sartori et al. (2015) (Figura 8), com algumas
modificacdes e fortificada com a solugdo multimicotoxinas conforme descrito no item 4.3. A
fortificacdo foi realizada apds o processo de extracdo para evitar perdas e garantir a presenca

de todas as micotoxinas na amostra.

| QuECHERS |
Extragio = Partigio I'| Separagdoe pré-analitica ||| Fortificagio |
I
1-Adigio em tubo filcon: I_A'diqﬁ? 1&; ;bﬁac::alamnma: Sm?.nﬂ;siﬂf;g;\_{ Il | HPLC-FL |
{10 mL) Amostra * - B 4- Secar - 32°C
(10 m.Tj:l ACN# (6g) MgSO;4 . Rﬂsmpe:d::e_l e e

Figura 8 - Fluxograma das etapas principais e exemplos de modificaces aplicados a0 método QUEChERS
Legenda: ACN, acetonitrila; MTX, micotoxinas; Modifica¢des*
(Sartori et al.(2015): 15 mL amostra, 15 mL ACN, 30 segundos de agitacdo)
Fonte: Adaptado de SARTORI et al. (2015)
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4.4.3 Otimizagdo dos pardmetros cromatograficos

Foi realizado um planejamento fatorial fracionario 24! (4 pontos centrais, totalizando
12 ensaios) em 3 niveis (Tabela 7) para avaliar a influéncia dos parametros porcentagem de
acido acético na fase movel (AA, %), fluxo (FX, mL/ min), volume de injecdo (VIN, pL) e
temperatura da coluna cromatogréfica (TC, °C) sobre as varidveis dependentes tempo de
retencdo (min, tR), assimetria dos picos (Asp) e resolucdo (Res). Para estes ensaios empregou-

se uma amostra de leite extraida pelo método QUEChERS (descrito no item 4.4.2) e fortificada.

Tabela 7 — Niveis experimentais dos pardmetros cromatogréficos avaliados no planejamento fatorial fracionario 2¢*

Parémetros AA (%) FX (mL/min) VIN (pL) TC (°C)
Nivel
+1 5 1,4 35 40
0 3 1,2 20 35
-1 1 1,0 5 30

Legenda — AA, acidificacdo; FX, fluxo; VIN, volume de injecdo; TC, temperatura da coluna
Fonte: Morais (2019)

Sequencialmente, foi realizado um delineamento composto central rotacional (DCCR)
do tipo 23, com 3 pontos centrais, totalizando 17 ensaios (Tabela 8). Os pardmetros estudados
foram porcentagem de acidificacdo da fase movel (AA, %), temperatura da coluna
cromatografica (TC, °C) e volume de injecdo da amostra (VIN, uL). As variaveis dependentes

avaliadas foram tempo de retencao (tR, min), resolucdo (Res) e assimetria dos picos (Asp).

Tabela 8 — Niveis experimentais dos parametros cromatograficos avaliados no DCCR

Pardmetros AA (%) VIN (uL) TC (°C)
Nivel
+1,68 5 80 50
+1 3,75 65 46
0 2,5 50 42
-1 1,25 35 38
-1,68 0 20 35

Legenda — AA, acidificagdo; FX, fluxo; VIN, volume de injecéo;
TC, temperatura da coluna
Fonte: Morais (2019)
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Para otimizar as respostas assimetria e resolucdo, garantindo um bom formato de picos
e uma adequada separacdo na linha de base, empregou-se funcdo de desejabilidade Derringer e
Suich (1980). Construiram-se dois modelos atraves das condicGes preditas para as micotoxinas
AFM; e ZEA. A abordagem geral consiste em converter primeiro cada resposta yi em fungéo
da desejabilidade individual, que varia em uma faixa de 0 < di < 1. Se a resposta for aquela que
se quer, di = 1 e se a resposta estiver fora da regido aceitavel, di = 0. Assim, as variaveis

independentes sdo escolhidas de modo a maximizar a desejabilidade global.

4.5 METODO DE EXTRAGAO QUERChERS

Para a extracdo das micotoxinas, foi avaliado o método de QUEChERS citado por
Sartori et al. (2015) e a partir deste foram realizadas modificacdes com o objetivo de melhorar
0 processo de extracao (Figura 9).

Para realizagdo do método foram transferidos 10 mL de leite UAT desnatado e
fortificado (conforme no item 4.3) para tubo tipo falcén de 50 mL. Foram adicionados a amostra
10 mL de ACN acidificado com 1% de acido acético e na sequéncia o tubo foi agitado
manualmente por 2 minutos em vortex. Posteriormente, adicionou-se 4 g de MgSO4 e 1 g de
NaCl ao tubo e agitou-se novamente. Apos as duas etapas anteriores os tubos foram levados a
centrifuga refrigerada (Cientec, CT 400, Minas Gerais, Brasil), a 21 °C por 15 minutos a 4000
rpm. A centrifugacdo promoveu a separacdo terndria dos componentes da mistura, o
sobrenadante (ACN), a fase intermédia (proteina) e a fase inferior (4gua). Oito mL do
sobrenadante foram retirados e transferidos para um tubo tipo falcon de 15 mL contendo 0,30
g de MgSOs e 0,20 g de celite. Os tubos foram agitados manualmente por 30 segundos e
centrifugados por 7 minutos a 4000 rpm. Aliquotas de cinco mL do sobrenadante foram
acondicionados em frasco &mbar e levados a estufa (Cienlab, CE-205/36, Séo Paulo, Brasil) até
secura na temperatura de 52 °C. O extrato seco foi resuspendido em 1 mL de MeOH,
homogeneizado em vortex por 30 segundos e foi transferido através de filtro de seringa (PVDF,
25mm x 0,22 um, Analitica, Sdo Paulo, Brasil) para um vial e posteriormente foi analisado no
HPLC-FL. Essas modificagbes foram aplicadas ao método apos revisdo bibliografica de

trabalhos cientificos envolvendo o método de extracio QUEChERS em amostras de leite e
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derivados (FLORES-FLORES; GONZALEZ-PENAS, 2017; HEIDTMANN-BEMVENUTI et
al., 2012; JIA et al., 2014; JUAN et al., 2017; PEREIRA, 2014).

* 10 mL de amostra » Adicio de sais * Adigio de sais + 5mlL
* + 10 mL de ACN MgS0, e NaCL Mg50, e Celite sobrenadante
1 %% acidificada com (4:1e (0,3:0.2)g * Secagem a 32 °C
acido acético
+ Dois minutos de * Dois minutos de + 8 m_L SC_ibIEﬂﬁdﬂIltE * Reconstituigio em
agitaclio em vértex agitacdo em vortex . Dc:lsmnunuto? de 1 ml de MeOH
* Centrifugacio agitacdo em vortex | | + Filtragem em
4000rpm/15 min * Centrifugacio ° membrana 0,22 pym
4000rpm/15 min

Figura 9 - Fluxograma gréfico do método QUEChERS modificado
Fonte: Morais (2019).

O branco analitico (matriz isenta dos compostos de interesse) foi avaliado para o0 uso
como matriz “branco”. Para tal, as amostras “branco” foram preparadas conforme descrito
anteriormente e injetadas no HPLC antes da injecdo das amostras fortificadas, para evitar
eluicdo de compostos remanescentes na coluna entre uma andlise e outra. O cromatograma com
0 tempo de retencdo das micotoxinas nas amostras fortificadas foi comparado com o
cromatograma da amostra “branco”. Nao havendo no cromatograma das amostras “branco”
picos no mesmo tempo de retencdo observado para as micotoxinas nas amostras fortificadas, o

branco foi considerado isento de micotoxinas.

4.5.1 Condigdes cromatogréficas de analise

A fase movel foi constituida por um gradiente de elui¢do composto por duas misturas
de solventes: A - ACN:Agua acidificadas a 0,85% com A&cido acético (30:70) e B -
ACN:MeOH:Agua acidificadas a 0,85% com &cido acético (50:10:40). O gradiente foi formado
pela mistura A (0-12 min), B (12,3-22 min), retornando para a mistura A (23 — 35 min) para
reequilibrio da coluna cromatografica. O fluxo do sistema foi de 1,4 pL/min, a temperatura da

coluna foi mantida em 35 °C e o volume de inje¢éo foi de 35 pL.
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4.5.2 Validacdo do método

Os parametros de validagdo avaliados neste trabalho foram: linearidade, efeito matriz,
limite de deteccdo e limite de quantificacdo, exatiddo e precisdo por meio da estimativa do

desvio padréo relativo (DPR) dos ensaio de fortificagéo e recuperacao.

4.5.3 Linearidade

Foram construidas curvas de calibracdo para cada uma das micotoxinas estudadas por
diluicdo em solvente organico (MeOH). Foram realizadas de 7 a 8 injeces das substancias
quimicas de interesse em ordem decrescente de concentracdo (Tabela 9) na proporgdo de 1:2.
Os dados gerados foram analisados por regressdo multipla para a obtencdo de uma curva
analitica (y = ax + b) para cada micotoxina estudada, na qual a concentracdo de micotoxina foi
plotada no eixo das abscissas e a area respectiva obtida foi plotada no eixo das ordenadas. Dessa
forma, obteve-se o coeficiente de determinacéo (r?), o coeficiente angular (a) e o coeficiente
linear (b), bem como a Equacéo da reta para cada micotoxina (RIBANI et al., 2004).

Tabela 9 — Concentracao individual das micotoxinas empregadas para a confeccdo da curva analitica

I " by

MTX Conc. das diluicdes (pg.kg™) emnm
AFM1 50; 24,0; 12,0; 6,0; 3,0; 1,50; 0,75

AFB:1 57,60; 28,80; 14,4;7,2;3,6;1,8;09 360-450
AFG:1 500; 250; 125; 62,3; 31; 15,60; 7,8

AFG; 25;125;6,3;31;1,6;08;04

ZEA 100; 50,0; 25,0; 125;6,4;3,2; 1,6 274-455
OTA 25;125;6,3;31;16;08;04 333-460

Legenda— MTX, micotoxinas; 2, comprimento de onda; nm, nanometro
Fonte: Morais (2019)
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4.5.4 Limite de detecgéo e quantificagcéo

Para a determinacdo do limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) foram
realizadas injecdes das solugdes de referéncia quimica em ordem decrescente de concentracéo
até que o sinal do pico atingisse uma altura trés vezes superior ao sinal ruido da linha de base.
Para a determinacdo do LQ, adotou-se o sinal ruido da linha de base como sendo 10 vezes
superior ao sinal do analito. Ambos parametros foram definidos no tempo de retencdo do

composto de interesse. O LD e LQ foram expressos pelas equacdes 5 € 6.

3Xs

LD — ()
Onde:
s = Desvio padrdo do ruido.
S = Coeficiente angular da curva analitica.

LQ 3Xs (6)

Onde:
s = Desvio padrao do ruido.
S = Coeficiente angular da curva analitica.

4.5.5 Avaliacédo do efeito matriz

Para averiguar o grau de interferéncia provocado pela matriz sobre os analitos
estudados, aplicou-se 0 método de comparacdo entre as areas obtidas das solucdes analiticas
em solvente organico e as obtidas com solucdes analiticas preparadas no extrato de cada matriz
(triplicata) (BRASIL, 2017). Duas curvas, preparadas de maneira similar as da linearidade

foram preparadas: uma em MeOH e outra no leite, confeccionadas a partir da concentragéo
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superior a concentracdo mais baixa para cada micotoxina, compreenderam 5 (cinco)
concentracdes diferentes de cada micotoxina e foram realizadas em triplicata. As curvas
preparadas em MeOH foram comparadas com as curvas preparadas no leite, extraido conforme
o método QUERChERS desenvolvido, e foi efetuado o célculo através da Equacdo 7 para
determinar se 0s componentes da amostra atuam de forma positiva ou negativa sobre a resposta
analitica. Considera-se que interferéncias entre -20 e + 20% sdo aceitaveis em amostras
complexas (SANCO, 2013).

Al1-A2
A2

Efeito matriz (%) X100 (7)
Onde:

Al = média das areas da solucdo em extrato da matriz, em uma determinada concentracg&o;
A2 = média das areas da solucdo em solvente organico, em uma determinada concentragéo.

4.5.6 Procedimento de fortificacdo e recuperacao

Para realizacdo dos estudos de fortificacdo e recuperacao, aplicou-se a fortificacdo em
3 niveis de concentracdo com 3 repeticdes para cada nivel. Em frascos de vidro borisilicato de
tampa rosqueavel e capacidade de 100 mL foram adicionados as respectivas concentragdes de
micotoxinas descritas na Tabela 10. Os frascos foram levados a estufa a 52 °C até secagem das
solucdes. Apos a evaporacdo do solvente, 50 mL de leite foram adicionados aos frascos,
agitados em vortex e armazenados em geladeira por 12 h antes da extracdo. O processo de
extracdo foi realizado conforme descrito no item 4.5. Uma mostra “branco” do leite (sem
fortificar) foi preparada seguindo o mesmo procedimento para aferir a real concentragdo das

micotoxinas em estudo, no leite.
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Tabela 10 - Niveis de fortificacdo aplicados para o estudo de recuperacao.
Niveis de fortificacdo (ug.kg?)

Micotoxina

1 2 3
AFM1 0,40 0,80 1,16
AFB1 1,00 2,00 4,00
AFG1 2 4 6
AFG2 0,10 0,20 0,40
OTA 0,40 0,80 1,60
ZEA 4 8 16

Fonte: Morais (2019)

4.6 AVALIACAO DE MICOTOXINAS EM LEITE UAT DESNATADO

O total de 30 amostras de leite ultra alta temperatura desnatado, de diferentes marcas
e, quando selecionadas mesmas marcas, de lotes distintos de fabricacdo, foram adquiridas
aleatoriamente no comércio local da cidade de Medianeira, no periodo de maio a julho de 2019,
na embalagem original e transportadas até o Laboratorio de Analise de Alimentos, onde foram
armazenadas ao abrigo da luz e a temperatura ambiente (25 + 1 °C) até a realizacdo das analises.

Nenhuma das amostras empregadas no estudo estavam com o prazo de validade expirado.

4.7 ANALISE ESTATITICA

Todos 0s ensaios pertinentes aos planejamentos foram realizados de maneira aleatoria
e casual. Os resultados dos efeitos das superficies de resposta e a funcdo desejabilidade foram
tratados e gerados com o programa STATISTICA 10.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA). A
veracidade dos modelos foi avaliada através de analise de variancia (ANOVA) em nivel de
significancia de 5%.

A regresséo linear foi calculada para obtencio do coeficiente de determinagéo (r?) por
andlise de variancia (ANOVA). Os ensaios de recuperacdo foram realizadas em triplicata e os

resultados expressos como média + desvio-padrdo relativo. Os resultados do efeito matriz foram
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analisados estatisticamente pelo teste de F student e as médias foram comparadas pelo teste de

T student considerando-se um nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 DETERMINACAO DA FASE MOVEL

Dentre os fatores que afetam a retencéo e a seletividade em HPLC, a composicéo da
fase movel é o de maior influéncia, visto que é na fase movel onde ocorre de fato interagcdo
qguimica com os componentes da amostra (MUHLEN; LANCAS, 2004). Por essa razdo, foi
fundamental que, inicialmente, fosse determinada a composi¢do da fase movel.

Eluigdes isocraticas em métodos cromatograficos nos quais deseja-se a separagdo de
multianalitos na maioria das vezes sao ineficientes, pois ndo permitem a separacao correta entre
os analitos de interesse e interferentes e/ou entre os diferentes analitos de interesse. Para
contornar esse problema sdo aplicados gradientes de eluicdo (LANCAS, 2008). Sendo assim
optou-se por construir um gradiente de elui¢do por emprego do planejamento de mistura.

Na Tabela 11, encontram-se as composi¢cdes do planejamento de mistura, com as
porcentagens dos trés solventes estudados e as respostas referentes ao tempo de retencdo dos
compostos eluidos na coluna cromatografica. Inicialmente, por desconhecer a qual micotoxina
corresponde cada pico, os picos foram denominados conforme ordem de eluigdo em compostos
A B CDEeF.

O planejamento de misturas permitiu 0 mapeamento dos dois conjuntos de compostos
interferentes e micotoxinas, indicando o tempo de retencdo de cada conjunto. Tragcou-se como
objetivo principal obter-se uma fase mével que permitisse a eluicao dos interferentes e dos picos
de interesse sem que houvesse sobreposi¢es. Por conveniéncia, levando-se em conta o
consumo de reagentes e agilidade que os métodos de rotina requerem, o tempo estimado para
cada corrida cromatografica foi definido como satisfatorio ao estar proximo ou igual a 35

minutos.
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Tabela 11— Proporc&o dos solventes correspondentes ao planejamento de mistura com restri¢Bes superior e inferior e as
respostas obtidas em fungdo do tR dos compostos em cada ponto do planejamento.

ENSAIOS Fase Mével tR
H01% ACN MeOH IN A B C D E F

P1 0,7 0,3 0,0 6,54 7,24 9,40 12,14 15,80 48,56 50,61
P2 0,7 0,1 0,2 11,72 20,39 21,97 34,47 3927 5351 5455
P3 0,5 0,5 0,0 4,10 4,26 4,49 4,87 540 12,73 13,69
P4 0,3 0,5 0,2 3,67 3,77 4,12 4,36 455 6,41 6,87
P5 0,4 0,1 0,5 4,00 4,31 4,53 5,13 553 22,15 21,62
P6 0,3 0,2 0,5 3,48 3,67 3,8 4,15 431 9,012 9,49
P7 0,6 0,4 0,0 4,41 4,62 5,77 6,54 769 3485 37,29
P8 0,3 0,35 0,35 3,37 3,64 3,77 4,07 417 7,64 8,26
P9 0,7 0,20 0,10 6,36 7,43 10,99 12,23 1559 55,00 55,50
P10 0,55 0,10 0,35 7,95 8,04 9,61 11,35 14,41 2354 2351
P11 0,4 0,50 0,10 2,61 2,97 3,77 3,90 4,28 8,89 9,73
P12 0,35 0,15 0,50 2,70 3,90 4,09 4,54 497 13,32 13,67
P13 (2) 0,48 0,28 0,23 4.90 5,45 5,74 6,30 739 1433 14,31

Legenda - tR — tempo em que séo observados os compostos eluidos; H2O 1 %, agua acidificada com
1 % de &cido acético; ACN, acetonitrila; MeOH, metanol; IN — Interferentes.
Fonte: Morais (2019)

Para distinguir os grupos de compostos eluidos (interferentes e micotoxinas) um

branco analitico (leite sem fortificacao) foi avaliado em todas os ensaios do planejamento, cujo

cromatograma € apresentado na Figura 10 e corresponde a fase mével ACN:H20 1% (30:70).
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Os pontos com maior apolaridade (< 50 min) (P3, P4, P5, P6, P7, P8, P11 e P12) foram
0S pontos que apresentaram rapida eluicdo dos compostos de interesse (micotoxinas) e também
dos interferentes, ocorrendo a sobreposicdo entre os picos. O leite € uma matriz heterogénea
muito complexa, composta por diversos componentes polares e apolares. Para o ultimo caso,
podemos citar diversos aminoacidos residuais da caseina de carater hidrofébicos (ORDONEZ
et al., 2005). Alguns desses compostos remanescentes do processo de extracdo podem coeluir
com os compostos de interesse, dependendo da polaridade da fase madvel (MARTINS;
ARAUJO; BITTENCOURT, 2013).

Os ensaios P1 e P2 ndo foram adequados para eluicdo dos compostos E e F, pois
aumentam excessivamente o tempo de andlise; porém, o P1 apresenta resolucdo satisfatoria
entre quatro compostos: A, B, C e D. A Figura 11 mostra o ultimo pico dos compostos
interferentes eluindo em 6,54 minutos, enquanto que o primeiro pico dos compostos de interesse

interesse (A) apresentou um tempo de retencdo de 7,24 minutos.
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Figura 11 — Ensaio P1 do planejamento de misturas
Legenda — Cromatograma em A 360-460 nm no tempo de retencdo
de interesse para separacao das primeiras 4 micotoxinas A, B,Ce D
Fonte: Morais (2019)

E observada a auséncia de picos ap6s o minuto sete no cromatograma do branco
analitico, indicando o tempo de elui¢do das micotoxinas A (7,24 min), B (9,40 min), C (12,14
min) e D (15,80).
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Kabak e Ozbey (2012) indicam que a polaridade das micotoxinas segue a ordem
tedrica de mais polar para menos polar em funcdo da fase movel: AFM1>AFG>>AFG:1>AFB:.
Seguindo essa estimativa 0s primeiros quatro compostos observados seriam as AFs. A hipotese
foi confirmada pela comparagdo entre os cromatogramas das amostras fortificadas e dos
cromatogramas gerados com os padrdes de cada micotoxina individualmente, tal e como é

observado na Figura 12.
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Figura 12 — Cromatogramas de identificacdo dos picos
Legenda — Recorte do cromatograma a) amostra fortificada contendo todas as micotoxinas; b) solucéo
de referéncia de AFMy; c) solugéo de referéncia de AFGy; d) solucdo de referéncia de AFGq; e) solucédo de
referéncia de AFB;em A 360-450 nm
Fonte: Morais (2019)

Os ensaios individuais permitiram confirmar a ordem das micotoxinas, da primeira
para a Ultima a eluir, como sendo: AFM1 (7,67 min), AFG2 (10,04 min), AFG1 (12,80 min), AFB:
(16,60), estando em conformidade com o descrito por Kabak e Ozbey (2012). No método
empregado por Sakin et al. (2018), um gradiente de H,O:MeOH (55:45 v/v) acidificado com
acido nitrico (35 pL) e brometo de potassio (12 mg) para AFG2, AFG: e AFB: e
agua:acetonitrila:metanol (68:24:8; v/v/v) para AFM1no HPLC-FL, foram utilizados na analise

de derivados de leite, e a sequéncia de eluigdo foi a mesma a observada neste estudo; porém,
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com tempo de retencdo de cada composto inferior, AFM1 (5,22 min.); AFG; (5,73 min.); AFG:
(7,02 min.) e AFB:.

Foram observadas ligeiras alteracdes nos tempos de retencdo dos quatro picos (A, B,
C e D) entre as corridas cromatograficas do planejamento de mistura e as do teste de
identificacdo. Apesar do recondicionamento da coluna (20 min) inter-anélises para algumas das
proporcOes estudadas pode ndo ter sido suficiente e ter provocado diferenca nos tempos de
retencdo entre um analise e outra, pois tempo de recondicionamento é intrinseco a fase movel
e é o tempo necessario para restabelecer o equilibrio entre a coluna e o gradiente nas condicGes
iniciais (MOGOLLON et al., 2014). No entanto, nio implicou em reducdo na qualidade do
cromatograma.

O ensaio P1 continua até os 60 minutos e as outras duas micotoxinas sdo observadas
eluindo tardiamente nos minutos 48 e 50 (ndo mostradas); no entanto, uma fase moével isocratica
ndo é eficiente quando tratamos de multicompostos e, por isso, buscou-se um outro ponto do
planejamento de misturas que permitisse eluir com mais rapidez os ultimos dois compostos.

Assim sendo, uma segunda analise visual sobre os cromatogramas indicou que 0s
ensaios P8 e P11 permitiam ao composto E, que é sempre seguido da elui¢cdo do composto F,
eluir em 7,64 e 8,89, respectivamente. Dois testes combinatorios: a) P1+P8 (Figuras 13) e b)

P1+P11 (Figura 14), foram realizados a fim de eluir os compostos E e F.
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Figura 13 — Ensaio a) combinagdo entre as propor¢des de solventes referentes aos ensaios P1 e P8 do
planejamento de misturas
Legenda — Recorte do cromatogramas nos A a) 335-460 nm e b) 274-455 nm
Fonte: Morais (2019)
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O gradiente formado com os ensaio P1+P8 apresentou resolucéo nula entre os picos E
e F, apesar de estarem em comprimentos de onda diferentes a depender da concentracdo a
micotoxina E (observada no A 335-460 nm) pode ser vista interferindo na leitura da micotoxina

F (A 274- 455 nm), o que atrapalha qualitativa e quantificativamente as analise.

LTM 22052019 Emission 2 3% nm K80ne

Figura 14 —Ensaio b) combinac&o entre as proporcdes de solventes referentes aos
ensaios P1 e P11 do planejamento de misturas
Legenda — Cromatogramas nos A a) 274-455 nm e b) 335-460 nm
Fonte: Morais (2019)

Em contrapartida, o gradiente formado entre P1+P11 apresentou melhor resolugéo entre
os dois ultimos picos de interesse. O quinto pico a eluir foi retido no minuto 26,18 e 0 sexto no
minuto 26,80. Foi observado que o ensaio P11 é uma fase mével mais polar o que acarretou na
troca da ordem de eluicdo dos compostos. No ensaio P8 a primeira micotoxina a eluir era
observada no A 335-460 nm, no entanto no ensaio P11 a primeira a eluir € a micotoxina
observada em A 274-455 nm.
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A identificacdo dos picos foi realizada por injecdo de solucgdes de referéncia de cada

fortificada, como podem ser observadas na Figura 15 e 16.
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Figura 15 — Identificacéo do pico E
Legenda — Cromatograma no A 274-455 nm: a) solucdo de referéncia da ZEA
b) amostra fortificada
Fonte: Morais (2019)
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Figura 16 — Identificacdo do pico F
Legenda — Cromatograma no A 335-460nm: a) solucéo de referéncia da OTA
b) amostra fortificada
Fonte: Morais (2019)
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O tempo de retengdo final para ZEA e OTA foi de 24,20 e 25,25 minutos,
respectivamente. Segundo Kabak e Ozbey (2012) a polaridade do meio influéncia de forma
significativa na eluicdo dessas duas micotoxinas; por isso, ao aumentar a apolaridade da fase
movel adicionando mais solvente organico o composto menos apolar, ZEA, eluiu antes.

A fase modvel foi entdo determinada pela mistura inicial de acetonitrila e agua
acidificadas a 0,85 % com acido aceético (30:70) do tempo zero até 17 minutos, gradativamente
alterado para acetonitrila, metanol e agua acidificadas a 0,85 % com acido acético (40:10:50),
permanecendo continuo até o minuto 27 e retornando para a fase inicial de 28 a 35 minutos para
reequilibrio da coluna. O tempo de retencdo (em min) para cada uma das micotoxinas foi de:
7,67 para a AFM, 10,04 para a AFG», 12,80 para a AFGy, 16,64 para a AFB1 em A de 360 —
450 nm; 24,20 para a ZEA em A de 335 — 460 nm e 25,25 paraa OTA em A de 274 — 455 nm,

As anélises visuais sdo estritamente necessarias uma vez que o planejamento de
mistura foi aplicado como analise exploratdria para otimizacdo da fase movel. Posteriormente,
foram feitos os ajustes sequenciais de modelos de crescente ordem de complexidade para
avaliacdo individual do efeito das misturas sobre as micotoxinas em relacdo ao tempo de

retencdo. Os melhores modelos séo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 - ANOVA para 0os modelos ajustados aos dados da Tabela 8

SS gl MS SS gl MS Fcal p- R? R?
Efeito Efeito Efeito Erro Erro  Erro valor ajust

AFM
Linear 137,00 2 68,50 115,88 10 1159 591 0,02 054 045
Quadratico 64,89 3 21,63 50,98 7 728 297 010 0,79 0,65
Especial 2,09 1 2,09 48,89 6 815 026 063 080 0,61
Cubo 28,99 3 9,66 19,90 3 664 146 038 092 0,68
Total 25288 12 21,07
ajustado
AFG;
Linear 208,69 2,00 104,34 107,81 10 10,78 968 0,00 066 0,59
Quadrético 76,32 3,00 25,44 31,49 7 450 566 003 09 0,83
Cubo 0,83 1,00 0,83 30,66 6 511 016 0,70 090 0,81
Especial 20,52 3,00 6,84 10,14 3 338 202 029 097 087
Total

. 316,50 12,00 26,37
ajustado
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Ss gl MS SS gl MS  Fcal  p- RZ R

Efeito Efeito Efeito Erro Erro  Erro valor ajust
AFG:
Linear 475,99 2,00 237,99 361,81 10 36,18 6,58 0,02 0,57 0,48
Quadratico 214,58 3,00 71,53 147,23 7 21,03 3,40 0,08 0,82 0,70
Cubo 4,11 1,00 411 143,12 6 23,85 0,17 0,69 0,83 0,66
Especial 89,78 3,00 29,93 53,34 3 17,78 1,68 0,34 094 0,75
Total 837,79 12,00 69,82
ajustado
AFB1
Linear 696,60 2 348,30 520,39 10 52,04 6,69 0,00 0,57 0,49
Quadratico 356,83 3 118,94 163,56 7 23,37 5,09 0,04 0,87 0,77
Cubo 0,08 1 0,08 163,48 6 27,25 0,00 0,96 0,87 0,73
Especial 97,62 3 32,54 65,86 3 21,95 1,48 0,38 0,95 0,78
Total 121699 12 101,42
ajustado
OTA
Linear 3498,36 2 1749,18 422,30 10 42,23 41,42 0,00 0,89 0,87
Quadratico 310,08 3 103,36 112,22 7 16,03 6,45 0,02 0,97 0,95
Cubo 6,02 1 6,02 106,21 6 17,70 0,34 0,58 0,97 0,95
Especial 79,38 3 26,46 26,82 3 8,94 2,96 0,20 0,99 0,97
Total 392066 12 326,72
ajustado
ZEA
Linear 343356 2 1716,78 478,43 10 47,84 3588 000 088 0,85
Quadratico 401,62 3 133,87 76,81 7 10,97 12,20 0,00 0,98 0,97
Cubo 25,00 1 25,00 51,81 6 8,63 2,90 0,14 0,99 0,97
Especial 33,84 3 11,28 17,97 3 5,99 1,88 0,31 1,00 0,98
Total 391198 12 326,00
ajustado

Legenda — (p > 0,05)
Fonte: Morais (2019)

O modelo linear é estatisticamente significativo para AFM1 e AFG1, enquanto que para

as outras micotoxinas o melhor modelo foi quadratico. Teoricamente, em comparacao, 0

modelo quadratico € superior ao modelo linear e deve ser escolhido de maneira preferencial
sempre que possivel (BARROS; SPACINO; EDWARD, 2001).

A significancia dos efeitos em cada um dos modelos obtidos encontram-se

apresentados na Tabela 13. Em todos os modelos percebe-se que a agua tem forte influéncia

sobre o tempo de retencao, principalmente sobre as micotoxinas OTA e ZEA, contribuindo de

forma a aumentar o tempo de reten¢do. Ja nos sistemas binarios, todos os modelos quadréaticos

apresentaram sinal negativo, ou seja, reduzem o tempo de retengéo.
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Tabela 13 - Ajuste sequencial de modelos em ordem de complexidade para uma resposta tempo de retencdo

Micotoxina Modelos r

AFM:1 y = 15,004gua-1,20ACN+4,94MeOH 0,5417
AFG: y = 31,084gua+10,85ACN+3,22MeOH-63,71AB-14,88AC-12,90BC 0,9001
AFG: y = 30,564agua-19,11ACN-2,34MeOH 0,8243
AFB1 y = 58,744gua+20,83ACN+3,99MeOH-142,39AB-36,66 AC-32,23BC 0,8656
OTA y = -4,504gua-8,78 ACN-26,28MeOH+34,34AB+85,29AC+96,23-251,83ABC 0,8610
ZEA y = 119,584gua+13,09ACN+18,68MeOH-150,35AB-136,29AC-34,88BC 0,9896

Legenda — ACN, acetonitrila; MeOH, metanol. (p > 0,05)
Fonte: Morais (2019)

Apesar da relevancia estatistica em todos os casos vale lembrar que essas condigdes
sdo particulares a cada micotoxina e, no entanto, o sistema é constituido de multicompostos a
serem avaliados simultaneamente. Por isso, optou-se por ndo apresentar as superficies de
respostas obtidas, uma vez que elas representam individualmente cada micotoxina e néo
atribuem resultados superior aos dados ja apresentados para a escolha da combinacdo de
solventes para a fase movel. Assim sendo, a qualidade dos pontos experimentais do
planejamento de mistura foi avaliado apenas quanto a qualidade visual dos cromatogramas

gerados.

5.1.2 Determinacdo das variaveis do processo cromatografico

Todas as micotoxinas apresentaram menor tempo de retencdo nos pontos P3, P4 e P8,
com excecao para ZEA gue apresentou menor tempo de retencdo em P3, P4 e P7 (Tabela 14).
Os tempos observados sdo inferiores aos tempos de referéncia; no entanto, pouca ou nenhuma
melhora foi observada nos tempos de retencéo para ZEA e OTA.

Teoricamente, a assimetria apresenta valores descritos como étimo na faixa entre 0,9
e 1,10 que pode ser ampliada para até 1,50 quando os métodos de trabalho exigem outras
especificidades (VANBEL; TILQUIN; SCHOENMAKERS, 1996). Na maioria dos ensaios a
simetria esteve dentro da faixa tedrica, com excecdo os ensaios P1, P2, P3, P6 da AFMy, P6

AFG; e AFG; e P2 da OTA que néo apresentaram valores adequados a faixa proposta.



Tabela 14— Ensaios do plangjamento fatorial fracionario 24! com as respostas para tR, assimetria e resolugéo
para a separagdo entre o pico das micotoxinas
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tR
Ensaio (%) (mL/min) (uL) (°C) AFM1 AFG: AFG: AFB: ZEA OTA
S AA FX VIN TC
P1 -1(1) -1(1) -1(5) -1(30) 7,27 9,85 12,68 16,25 27,52 28,09
P2 1(5) -1(1) -1 (5) 1 (40) 7,07 8,25 10,2 1295 26,18 26,59
P3 -1(1) 1(1,4) -1 (5) 1 (40) 5,57 6,62 8,32 10,65 24,45 24,76
P4 1(5) 1(1,4) -1(5) -1(30) 5,07 6,48 8,15 10,41 24,61 24,89
P5 -1(1) -1(1) 1(35) 1 (40) 7,51 9,02 11,35 1452 26,59 27,09
P6 1(5) -1(0) 1335 -1(30) 6,88 8,51 10,81 13,85 26,88 27,32
P7 -1(1) 1(1,4) 1(35) -1(30) 5,77 7,08 9,08 11,68 25,05 25,39
P8 1(5) 1(1,4) 1(35) 1 (40) 5,22 6,05 7,55 9,55 26,18 24,29
P9 0@3) 0(1,2) 0(20) 0(35) 6,07 7,28 9,15 11,62 2542 25,69
P10 0(3) 0(1,2 0(20) 0(35) 6,07 7,32 9,15 11,62 2542 25,69
P11 0(3) 0(1,2 0(20) 0(35) 6,07 7,32 9,15 1165 2542 25,69
P12 0(3) 0(1,2) 0(20) 0(35) 6,07 7,32 9,15 11,62 2542 25,69
Ref. 7,67 10,04 12,80 16,64 2525 24,20
Assimetria
P1 -1(1) -1(1) -1(5)  -1(30) 2,67 1,01 0,77 1,24 1,26 0,92
P2 1(5) -1(1) -1(5) 1 (40) 0,78 1,32 1,25 1,82 1,10 0,77
P3 -1(1) 114 -1(5) 1 (40) 0,82 1,33 0,94 1,67 1,07 1,10
P4 1(5) 1(1.4) -1(5)  -1(30) 1,35 1,08 0,99 1,22 1,03 1,23
P5 -1(1) -1(1) 1(35) 1 (40) 1,17 1,28 1,30 1,21 1,14 1,14
P6 1(5) -1(1) 1335 -1(30) 0 0,87 0,83 1,16 1,06 1,06
P7 -1(1) 1(1.4) 1335 -1(30) 1,27 1,05 0,95 1,25 0,99 1,11
P8 1(5) 1(1,4) 1(35) 1 (40) 1,13 1,08 0,94 1,21 111 1,21
P9 0(3) 0(1,2) 0 (20) 0 (35) 1,03 1,24 1,10 1,31 0,92 1,22
P10 0(3) 0(1,2) 0 (20) 0 (35) 1,27 1,07 1,12 13 0,93 1,27
P11 0(3) 0(1,2) 0 (20) 0 (35) 1,30 1,00 1,13 1,26 0,94 1,27
P12 0 (3) 0(1,2) 0 (20) 0 (35) 1,21 1,03 1,12 1,40 0,92 1,28
Resolucéo
P1 -1 (1) -1 (1) -1(5)  1(40) 4,66 1,61 1,04 159 155 1,33
P2 1(5) -1(1) -1(5) 1 (40) 3,51 1,41 0,99 1,69 1,39 0,87
P3 -1(1) 1(1,4) -1(5) -1(30) 3,36 1,32 1,54 1,21 118 121
P4 1(5) 1(1,4) -1(5) 1 (40) 0,68 1,45 1,67 1,92 1,35 1,39
P5 -1(1) -1(1) 1(35) -1(30) 3,5 1,46 1,55 1,59 2,42 2,42
P6 1(5) -1(1) 1(35) -1(30) 0,77 0,78 0,85 1,22 1,32 4,00
P7 -1(1) 114 1(35) 1 (40) 3,96 1,33 1,17 1,54 1,36 1,92
P8 1(5) 114 1(35) 0 (35) 2,61 1,33 0,94 1,62 1,34 2,91
P9 0(@3) 0(1,2) 0 (20) 0 (35) 3,82 1,46 1,43 1,63 1,24 0,62
P10 03 0(1,2) 0 (20) 0 (35) 3,77 1,38 1,44 1,66 1,28 1,04
P11 0(3) 0(1,2) 0 (20) 0 (35) 3,93 1,37 1,44 1,52 1,26 0,88
P12 0 (3) 0(1,2) 0(20) -1(30) 3,95 1,37 1,44 1,66 1,26 2,73

Legenda: AA, % acidificacdo da fase movel; FX, fluxo no sistema; VIN, puL de amostra injetada. p <
0,05. Em negrito, valores extremos obtidos para cada micotoxina.
Fonte: Morais (2019)
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Picos alargados reduzem diretamente a resolucdo cromatogréfica, uma vez que a
capacidade de separacdo entre os picos fica comprometida; baixa resolucdo resulta em
aglomeracéo entre picos, enquanto que muito alta pode aumentar o tempo de corrida. Desta
forma, valores entre 1,80 e 2,80 séo bons parametros a serem seguidos (NETO, 2009b). Nesse
sentido, os ensaios P8 e P1 para AFM; e AFG2, P4 para AFG: e AFBy1, e P5 e P7 para ZEA e
OTA foram considerados adequados.

Todos os pardmetros que apresentaram significancia estatistica tiveram efeito
antagdnico sobre o tempo de retencdo, ou seja, ao passar do nivel -1 para +1 reduziu-se o tempo
de retencdo das micotoxinas (Tabela 15). Esse comportamento foi observado na alteracdo da
acidificacdo para AFM1, AFG2, AFG1, AFB:1 e OTA; no fluxo para todas as micotoxinas e na
temperatura para AFG,, AFG: e OTA. Também é observado que, dentre os parametros que
foram significativos o fluxo exerce maior influéncia sobre o tempo de retencédo, e foi mais
expressivo sobre as micotoxinas AFB1 e AFG: (-3,82 e -2,99). De forma aditiva, todos os 3
parametros contribuem para a reducdo do tempo total de andlise o que € positivo quando se tem
varios compostos para eluir na mesma analise.

Muhlen e Langas (2004) destacam a importancia que a temperatura exerce sobre
parametros fisicos como solubilidade, pressdo de vapor, viscosidade e difusividade e,
decorrendo inevitavelmente sobre a retencdo. Os mesmos autores também advertem para a
escolha adequada do fluxo (entre 0,5 e 2 mL/min) no sistema convencional de HPLC quando
empregadas colunas com diametro entre 3,2 a 4,6 mm. N&o obstante, é preciso ter cautela para
que os valores de fluxo empregados nédo resultem na producédo de um alto volume de residuos
quimicos (DIONISIO et al., 2010). O volume de injecdo ndo apresentou efeito significativo nas
faixas estudadas (Tabela 15).

Na sequéncia, Tabela 16 e 17 os efeitos dos parametros independentes sobre o tempo
de retencdo, assimetria e resolucéo sao apresentados e discutidos, respectivamente.

Ao elevar a temperatura (nivel -1 para +1) houve reducéo na simetria (efeito negativo)
sobre AFM1. A simetria dos picos de ZEA e OTA ndo sofreu influéncia significativa de nenhum
dos parametros avaliados (Tabela 16). Esse dado é importante pois 0 aumento na temperatura
da coluna contribui na reducédo do tempo de retengdo mas pode comprometer a qualidade do

cromatograma provocando distor¢des sobre alguns dos picos estudados.
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Tabela 15 — Estimativa dos efeitos individuais sobre a variavel tR

Estimativa por Intervalo (95%)

Parametros Efeito Errg T() p-Valor
padréo Limite Inferior Limite superior
AFM1
Média 6,22 0,05 113,22 0,00 6,11 6,33
(%) AA -0,47 0,14 -3,38 0,01 -0,75 -0,20
(mL/min) FX -1,77 0,14 -12,65 0,00 -2,04 -1,50
(uL) VI 0,10 0,14 0,69 0,51 -0,18 0,37
(°C) TC 0,10 0,14 0,70 0,51 -0,17 0,37
AFG;
Média 6,22 0,05 113,22 0,00 6,11 6,33
(%) AA -0,47 0,14 -3,38 0,01 -0,75 -0,20
(mL/min) FX -1,77 0,14 -12,65 0,00 -2,04 -1,50
(uL) vi 0,10 0,14 0,69 0,51 -0,18 0,37
(°C)TC 0,10 0,14 0,70 0,51 -0,17 0,37
AFG:
Média 9,56 0,13 74,78 0,00 9,32 9,80
(%) AA -1,18 0,31 -3,77 0,01 -1,77 -0,59
(mL/min) FX -2,99 0,31 -9,63 0,00 -3,58 -2,39
(uL) vi -0,14 0,31 -0,45 0,67 -0,73 0,45
(°C)TC -0,83 0,31 -2,63 0,03 -1,42 -0,23
AFB:
Média 12,20 0,17 71,22 0,00 11,87 12,52
(%) AA -1,59 0,42 -3,78 0,01 -2,38 -0,79
(mL/min) FX -3,82 0,42 -9,11 0,00 -4,61 -3,03
(uL) vi -0,16 0,42 -0,39 0,71 -0,96 0,63
(°C)TC -1,13 0,42 -2,69 0,03 -1,92 -0,34
ZEA
Média 25,76 0,19 137,47 0,00 25,41 26,12
(%) AA 0,06 0,46 0,13 0,90 -0,81 0,93
(mL/min) FX -1,72 0,46 -3,75 0,01 -2,59 -0,85
(UL) VI 0,48 0,46 1,06 0,33 -0,38 1,35
(°C) TC -0,16 0,46 -0,36 0,73 -1,03 0,70
OTA
Média 25,93 0,07 373,84 0,00 25,80 26,06
(%) AA -0,56 0,17 -3,30 0,01 -0,88 -0,24
(mL/min) FX -2,44 0,17 -14,36 0,00 -2,76 -2,12
(UL) VI -0,06 0,17 -0,35 0,73 -0,38 0,26
(°C) TC -0,74 0,17 -4,36 0,00 -1,06 -0,42

Legenda: AA, % acidificacdo da fase mdvel; FX, fluxo no sistema; VIN, pL de amostra injetada. Em negrito p <0,05.
Fonte: Morais (2019)

O aumento no volume de amostra injetada no HPLC (5 pL para 35 pL) provocou
reducdo na simetria do pico da AFBi1. Problemas com sobrecarga de amostra introduzida na
coluna podem ocorrer quando as amostras estiverem muito concentradas, geralmente os picos

mais intensos comecam a apresentar alargamento e cauda (NETO, 2009c).
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Erro

Estimativa por Intervalo (95%)

Parametros Efeito dri T p-Valor
padrao Limite Inferior Limite superior
AFM1
Média 1,32 0,13 10,46 0,00 1,07 1,56
(%) AA -0,21 0,32 -0,66 0,53 -0,84 0,41
(mL/min) FX -0,47 0,32 -1,45 0,20 -1,09 0,16
(uL) VI -0,06 0,32 -0,18 0,86 -0,68 0,57
(°C) TC -0,80 0,32 -2,49 0,05 -1,43 -0,18
AFG;
Média 1,11 0,03 39,55 0,00 1,06 1,17
(%) AA -0,08 0,07 1,16 0,28 0,21 0,05
(mL/min) FX 0,02 0,07 0,22 0,83 -0,12 0,15
(uL) vi -0,11 0,07 -1,67 0,14 -0,25 0,02
(°C)TC 0,25 0,07 3,63 0,01 0,12 0,38
AFG:
Média 1,04 0,05 23,04 0,00 0,95 1,12
(%) AA 0,01 0,11 0,11 0,01 0,20 0,22
(mL/min) FX -0,08 0,11 -0,75 0,48 -0,29 0,13
(uL) vi 0,02 0,11 0,16 0,88 -0,19 0,23
(°C)TC 0,22 0,11 2,02 0,08 0,01 0,43
AFB:
Média 1,34 0,04 30,90 0,00 1,26 1,42
(%) AA 0,01 0,11 0,09 0,93 -0,19 0,21
(mL/min) FX -0,02 0,11 -0,19 0,86 -0,22 0,18
(uL) VI -0,28 0,11 -2,64 0,03 -0,48 -0,08
(°C)TC 0,26 0,11 2,45 0,04 0,06 0,46
ZEA
Média 1,04 0,03 30,38 0,00 0,97 1,10
(%) AA -0,04 0,08 -0,48 0,65 -0,20 0,12
(mL/min) FX -0,09 0,08 -1,07 0,32 -0,25 0,07
(uL) vi -0,04 0,08 -0,48 0,65 -0,20 0,12
(°C) TC 0,02 0,08 0,24 0,82 -0,14 0,18
OTA
Média 1,13 0,04 25,81 0,00 1,05 1,21
(%) AA 0,00 0,11 0,00 1,00 -0,20 0,20
(mL/min) FX 0,19 0,11 1,77 0,12 -0,01 0,39
(uL) vi 0,13 0,11 1,16 0,28 -0,08 0,33
(°C) TC -0,03 0,11 -0,23 0,82 -0,23 0,18

Legenda: AA, % acidificacdo da fase mdvel; FX, fluxo no sistema; VIN, pL de amostra injetada. Em negrito p <0,05.

Fonte: Morais (2019)

A resolucéo foi afetada negativa e significativamente pela acidificagdo para AFM: (p

=0,02) e, positiva e significativamente para OTA pelo volume de injecdo (Tabela 17). As outras

micotoxinas ndo sofrem influéncia significativa por nenhum dos parametros avaliados para a

resolucéo.



Tabela 17 — Estimativa dos efeitos individuais sobre a variavel resolugio
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Erro

Estimativa por Intervalo (95%)

Parametro Efeito ~ T p-Valor
padréo Limite Inferior Limite superior
AFM1
Média 2,88 0,33 8,75 0,00 2,08 3,69
Curvatura 1,97 1,14 1,73 0,13 -0,82 4,76
(%) AA -1,98 0,66 -3,00 0,02 -3,59 -0,37
(mL/min) FX -0,46 0,66 -0,69 0,51 -2,07 1,15
(uL) VI -0,34 0,66 -0,52 0,62 -1,95 1,27
(°C)TC 0,73 0,66 1,11 0,31 -0,88 2,34
AFG;
Meédia 1,36 0,05 25,10 0,00 1,25 1,46
(%) AA 0,19 0,13 1,42 0,20 0,44 0,06
(mL/min) FX 0,04 0,13 0,32 0,76 -0,21 0,29
(uL) vi -0,22 0,13 -1,68 0,14 -0,47 0,03
(°C)TC 0,09 0,13 0,66 0,53 -0,16 0,34
AFG:
Média 1,29 0,08 15,57 0,00 1,13 1,45
(%) AA -0,21 0,20 -1,05 0,33 -0,60 0,17
(mL/min) FX 0,22 0,20 1,09 0,31 -0,16 0,61
(uL) vi -0,18 0,20 -0,90 0,40 -0,57 0,20
(°C)TC 0,07 0,20 0,36 0,73 -0,31 0,46
AFB:1
Média 1,57 0,06 24,36 0,00 1,45 1,69
(%) AA 0,13 0,16 0,82 0,44 -0,17 0,43
(mL/min) FX 0,05 0,16 0,32 0,76 -0,25 0,35
(uL) vi -0,11 0,16 -0,70 0,51 -0,41 0,19
(°C) TC -0,04 0,16 -0,25 0,81 -0,34 0,26
ZEA
Média 1,41 0,08 16,74 0,00 1,29 1,53
(%) AA -0,28 0,21 -1,34 0,22 -0,57 0,01
(mL/min) FX -0,36 0,21 -1,75 0,12 -0,65 -0,07
(uL) vi 0,24 0,21 1,17 0,28 -0,05 0,53
(°C) TC 0,19 0,21 0,91 0,39 -0,10 0,48
OTA
Média 1,78 0,26 6,93 0,00 1,17 2,38
(%) AA 0,57 0,63 0,91 0,39 -0,91 2,06
(mL/min) FX -0,30 0,63 -0,47 0,65 -1,78 1,19
(uL) VI 1,61 0,63 2,57 0,04 0,13 3,10
(°C) TC -0,31 0,63 -0,49 0,64 -1,79 1,18

Legenda: AA, % acidificacdo da fase mdvel; FX, fluxo no sistema; VIN, pL de amostra injetada. Em negrito p <0,05.

Fonte: Morais (2019)

Apos a andlise de efeitos do planejamento fracionario algumas consideracGes foram

feitas. O aumento do fluxo diminuiu o tempo de retencdo para a maioria das micotoxinas;

entretanto, aumentar esse pardmetro pode comprometer a qualidade da separacéo entre a AFM1

e os interferentes da amostra, bem como pode leva-la a eluir como “volume morto” (MUHLEN;
LANCAS, 2004). Decidiu-se fixar o fluxo no nivel superior estudado (1,4 mL/min).
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A temperatura apresentou efeito positivo significativo sobre a assimetria e tempo de
retencdo de algumas micotoxinas. A faixa estudada neste planejamento para esta variavel foi
de 30 a 40 °C, sendo que para 0 DCCR contemplou-se a ampliacdo da faixa entre 35 e 50 °C.

O efeito negativo da porcentagem de acidificagdo da fase movel permitiu obter-se
tempos de eluicdo reduzidos, sem efeito para as outras varidveis. Por motivos técnicos,
relacionada a sensibilidade do material de empacotamento da coluna, a ampliacdo dessa faixa
para mais é limitada; porém, foi considerado o estudo da fase mével sem acidificacdo até 5 %
(0 a5 %).

O volume de injecdo foi aumentado em fungdo da sua ndo significancia sobre as
varidveis dependentes na faixa inicialmente proposto nesse estudo (5 - 35 pL). Considerou-se
a ampliacdo a partir do ponto central 20 pL até 80 pL, ponderando entre o limite do
equipamento (100 pL) e o pré-conhecimento sobre a possibilidade de sobrecarga de analitos da
amostra na coluna.

Considerando as premissas expostas no item 5.2.1, um delineamento composto central
rotacional (DCCR) foi realizado para a otimizacdo do tempo de retencdo, da resolucdo e da
simetria, considerando como variaveis independentes os parametros acidificacdo, temperatura
da coluna e volume de injecdo. A matriz dos ensaios com os valores codificados e reais (entre
parénteses) dos parametros estudados no DCCR, bem como, as respostas obtidas para o tempo
de retencdo, assimetria e resolucéo estdo apresentadas na Tabela 18.

Houve variacdo com relacdo ao menor tempo de retencéo de cada micotoxina e ensaio.
O menor tempo de retencgdo foi observado no ensaio P10 para AFM: (4,78 min) e AFG> (5,92
min), no ensaio P8 para AFG: (7,32 min), AFB1 (8,32 min) e ZEA (18,22 min) e no ensaio P7
para OTA (18,32 min).

Ao realizar a analise estatistica dos resultados obtiveram-se os coeficientes de
regressdo que sdo apresentados na Tabela 19. Os parametros ndo significativos foram
incorporados aos residuos do modelo para o célculo da analise de variancia (ANOVA)

apresentada na Tabela 20.



Tabela 18 - Matrizdo DCCR realizado para otimizagdo do tempo de retengéo, assimetria e resolugdo com niveis reais e
codificados dos parmetros e respostas.

tR

Ensaios (%) AA  (°C)TC VIN AFM: AFG; AFG: AFB: ZEA OTA
P1 1(15  -1(38)  -1(3B) 537 629 878 11,38 19,08 19,09
P2 -1(15)  -1(38) 1(65) 541 682 878 11,48 1888 19,06
P3 -1(15)  1(46) 1(35) 521 652 818 975 18,62 1862
P4 -1(15)  1(46) 1(65) 541 652 818 9,82 1845 18,59

P5 1(40) -1(38)  -1(35) 504 632 792 945 1858 18,72
P6 1(40)  -1(38) 1(65) 504 632 7,88 942 1858 18,72
P7 1(4,0) 1 (46) 1(35) 481 595 748 828 1835 1832
P8 1(4,0) 1(46) 1(65) 481 595 732 832 1822 19,29
P9 -168(0) 0 (42 0(50) 501 635 792 1312 2042 1846
P10 168(50) 0 (42) 0(50) 478 592 745 835 1835 1836
P11 0(25) -168(35) 0(50) 531 682 860 1098 19,12 19,12
P12 0(25) 1.68(50) 0(50) 491 612 7,62 882 1828 1829
P13 0(2,5) 0(42) -168(20) 532 675 848 1032 1875 1872
P14 0(2,5) 0(42) 1.68(80) 534 648 812 1038 1852 1849
P15 0(2,5) 0 (42) 0(50) 514 645 808 985 1872 18,69
P16 0(2,5) 0 (42) 0(50) 513 648 812 988 1871 1872
P17 0(2,5) 0 (42) 0(50) 514 647 812 988 1870 1872

Assimetria
P1 -1(1,5) -1 (38) -1(35) 1,33 1,29 1,28 092 0,70 0,70
P2 -1(1,5) -1 (38) 1 (65) 1,52 1,41 142 082 098 0,70
P3 -1(1,5) 1 (46) -1(35) 1,25 1,12 1,35 2,17 0,8 0,79
P4 -1(1,5) 1 (46) 1 (65) 0,82 1,15 1,47 190 121 0,71

P5 1(4,0) -1 (38) -1 (35) 163 213 135 1,71 091 0,67
P6 1(4,0) -1 (38) 1 (65) 161 190 141 184 091 0,66
P7 1(4,0) 1 (46) -1 (35) 1,30 236 104 337 0,70 0,70
P8 1(4,0) 1(46) 1 (65) 1,72 241 167 283 083 0,68
P9 -1.68 (0) 0 (42) 0 (50) 166 143 126 189 0,77 0,75
P10 1.68 (5,0) 0 (42) 0 (50) 163 1,75 105 201 0,75 0,71
P11 0(25) -1.68(35) 0 (50) 157 129 125 150 069 0,69
P12 0(2,5) 1.68 (50) 0 (50) 150 125 120 189 0,75 0,70
P13 0(2,5) 0 (42) -168(20) 094 064 074 097 071 0,74
P14 0(2,5) 0 (42) 168(80) 094 09 166 087 097 0,99
P15 0(2,5) 0 (42) 0 (50) 141 126 158 199 069 0,71
P16 0(2,5) 0 (42) 0 (50) 152 118 148 193 0,71 0,68
P17 0(2,5) 0(42) 0 (50) 165 124 149 207 0,72 0,69
Legenda: AA, % acidificacdo da fase mdvel; FX, fluxo no sistema; VIN, pL de amostra injetada. Em negrito p <0,05.
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Continuacao tabela 18

Resolucéo
Ensaios (%) AA (°C) TC VIN AFM: AFG: AFG: AFB: ZEA OTA
P1 -1(1,5) -1 (38) -1 (35) 1,69 167 251 544 189 >4
P2 -1(1,5) -1 (38) 1 (65) 1,74 257 142 6,04 335 >4
P3 -1(1,5) 1 (46) -1 (35) 2,36 147 112 763 619 >4
P4 -1(1,5) 1 (46) 1 (65) 122 226 1,15 72 352 >4
P5 1(4,0) -1 (38) -1 (35) 1,46 141 1,18 851 4 >4
P6 1(4,0) -1 (38) 1 (65) 154 138 1,18 8,557 4 >4
P7 1(4,0) 1 (46) -1 (35) 1,40 155 1,09 337 092 >4
P8 1(4,0) 1(46) 1 (65) 1,36 1,30 1,27 283 107 >4

P9 -1.68 (0) 0 (42) 0 (50) 1,61 148 1,83 3,09 3 >4
P10 1.68 (5,0) 0 (42) 0 (50) 1,63 1,63 0,78 72 167 >4
P11 0(25) -1.68(35) 0 (50) 181 261 1,69 63 210 >4
P12 0(2,5) 1.68 (50) 0 (50) 1,42 129 136 591 278 >4
P13 0(2,5) 0(42) -168(20) 246 213 148 6,71 129 >4
P14 0(2,5) 0(42) 1.68(80) 224 146 1,74 743 6,08 >4
P15 0(2,5) 0(42) 0 (50) 159 235 1,3 772 641 >4
P16 0(2,5) 0 (42) 0 (50) 158 231 129 752 66 >4
P17 0(2,5) 0 (42) 0 (50) 159 234 128 748 652 >4

Legenda: AA, % acidificacdo da fase mdvel; FX, fluxo no sistema; VIN, pL de amostra injetada. Em negrito p <0,05.
Fonte: Morais (2019)

O Fcalculado para a regressédo foi significativo na maioria dos casos: AFM: (p =
0,0013), AFG: (p = 0,0043), AFG: (p = 0,000029), AFB1 (p = 0,00009) e ZEA (p = 0,0143) e
maior que o FTabelado, excecédo para OTA. O percentual de variacao explicado pelos modelos:
AFM;: (R2 = 88 %), AFG; (R? = 80 %), AFG:1 (R?= 90 %), AFB: (R? = 91%) e ZEA (R® = 64
%), foi adequado considerando a variabilidade inerente aos processos cromatograficos (NETO,
2009d). Dessa maneira, pode-se concluir que os modelos se ajustaram bem aos dados
experimentais, sendo possivel construir as superficies de resposta.

A andlise das curvas de contorno mostra que ha uma regido étima para 0 menor tempo
de retencdo da AFMy, na faixa concomitante de temperatura da coluna de 42 a 50 °C, volume
de injecdo de 35 a 65 pL com a acidificacdo da fase mével a 2,5 %. Pode-se observar que a
retencdo esta mais condicionada a alteracGes na temperatura da coluna que sobre 0s outros
parametros, fato esse observado anteriormente quando apresentados os coeficientes do modelo.

O tempo de retengéo observado para a AFM na faixa descrita foi entre 5,15 e 4,95
minutos, semelhante ao descrito por Rodriguez-Carrasco et al. (2018) (4,60 min) ao analisarem
amostras de leite; no entanto, os autores empregaram a técnica de cromatografia liquida

acoplado a um detector de massas quadrupolo
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Tabela 19 - Coeficientes de regressdo para a variavel dependente tempo de retencdo (tR) obtidos no DCCR.

Estimativa por Intervalo (95%)

o Coef. Erro
Variaveis x x T -Valor
regressao  padréo 0 P Limite inferior Limite superior

AFMy

Média 5131 0,042 121,741 0,000 5,035 5,226*
x1 (L) -0,153 0,026 -5,797 0,000 -0,212 -0,093*
x1 (Q) -0,078 0,028 -2,828 0,020 -0,141 -0,016*
x2 (L) -0,095 0,026 -3,591 0,006 -0,154 -0,035*
x3 (L) 0,020 0,026 0,760 0,467 -0,040 0,080
x3 (Q) 0,075 0,028 2,721 0,024 0,013 0,138*
x1.x2 -0,037 0,034 -1,089 0,305 -0,115 0,040
x1.x3 -0,030 0,034 -0,871 0,406 -0,108 0,048
AFG2

Média 6,454 0,068 94,544 0,000 6,301 6,606*
x1 (L) -0,171 0,043 -4,001 0,003 -0,266 -0,076*
x1 (Q) -0,128 0,045 -2,852 0,017 -0,228 -0,028*
x2 (L) -0,146 0,043 -3,408 0,007 -0,241 -0,050*
x3 (L) 0,006 0,043 0,130 0,899 -0,090 0,101
x3 (Q) 0,042 0,045 0,928 0,375 -0,058 0,142
x1.x2 -0,084 0,056 -1,501 0,164 -0,208 0,041
AFG:

Média 8,116 0,071 114,653 0,000 7,961 8,272*
x1 (L) -0,301 0,044 -6,797 0,000 -0,398 -0,204*
x1 (Q) -0,144 0,047 -3,082 0,010 -0,246 -0,041*
x2 (L) -0,282 0,044 -6,363 0,000 -0,379 -0,184*
x3 (L) -0,059 0,044 -1,332 0,210 -0,156 0,038
x3 (Q) 0,074 0,047 1,588 0,141 -0,029 0,176
AFB:1

Média 9,951 0,205 48,582 0,000 9,495 10,408*
x1 (L) -1,097 0,128 -8,562 0,000 -1,383 -0,812*
x1 (Q) 0,159 0,135 1,180 0,265 -0,141 0,459
x2 (L) -0,673 0,128 -5,254 0,000 -0,959 -0,388*
X2 (Q) -0,136 0,135 -1,012 0,336 -0,436 0,164
x3 (L) 0,021 0,128 0,161 0,876 -0,265 0,306
x1 . x2 0,127 0,167 0,762 0,464 -0,245 0,500

ZEA

Média 18,731 0,187 100,390 0,000 18,315 19,147*
x1 (L) -0,350 0,088 -3,999 0,003 -0,546 -0,155*
x1 (Q) 0,167 0,096 1,731 0,114 -0,048 0,382
x2 (L) -0,212 0,088 -2,421 0,036 -0,407 -0,017*
X2 (Q) -0,075 0,096 -0,780 0,453 -0,290 0,140
x3 (L) -0,065 0,088 -0,744 0,474 -0,260 0,130
x3 (Q) -0,098 0,096 -1,019 0,332 -0,313 0,117

Legenda - L, (linear); Q, (quadratico); x1, acidificagdo; x2, temperatura da coluna; x3, volume de injecao; termos significativos

(p=0,05)*.
Fonte: Morais (2019)



Tabela 20 - ANOVA dos modelos para tempo de retencdo das micotoxinas.
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AFM1

Fonte de Var. SQ GL MQ Fcalculado FTabelado  p-valor

Regressao 0,654 7,000 0,093 9,852 3,293 0,0013

Residuos 0,085 9 0,009

Total 0,739 16

R?= 88,50 R ajust = 80 %; Erro padrdo = 0,10
AFG:

Fonte de Var. SQ GL MQ Fcalculado FTabelado p-valor

Regressdo 1,012 6,000 0,169 6,777 3,217 0,0043

Residuos 0,248 10 0,024

Total 1,261 16

R?= 80,00 R ajust = 70 %; Erro padrédo = 0,15
AFG:

Fonte de Var. SQ GL MQ Fcalculado FTabelado  p-valor

Regressao 2,772 5,000 0,554 20,701 3,204 0,000029

Residuos 0,294 11 0,026

Total 3,066 16

R?= 90,39 R ajust = 86 %; Erro padrdo = 0,16
AFB:

Fonte de Var. SQ GL MQ Fcalculado FTabelado  p-valor

Regressao 23,45 6,000 3910 17,441 3,217 0,00009

Residuos 2,241 10 0,224

Total 25,709 16

R?= 91,27 R ajust = 86 %; Erro padréo = 0,47
ZEA

Fonte de Var. SQ GL MQ Fcalculado FTabelado  p-valor

Regresséo 3,040 6,000 0,507 4,832 3,217 0,0144

Residuos 1,048 10 0,104

Total 4,088 16

R2= 74,35 R? ajust = 60 %; Erro padrédo = 0,32
OTA

Fonte de Var. SQ GL MQ Fcalculado FTabelado  p-valor

Regressao 0,875 9,000 0,097 1,414 3,677 0,3312

Residuos 0,481 7 0,068

Total 1,356 16

R2= 64,511 R ajust = 18 %; Erro padréo = 0,26

Legenda: p<0,05
Fonte: Morais (2019)
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As Equagdes 9-13 representam o0 modelo quadratico para a resposta tempo de retencéo,
em funcdo da porcentagem de acidificacdo, temperatura da coluna e volume de injecdo para

todas as micotoxinas com exce¢do da OTA, para a qual 0 modelo ndo foi significativo.

AFM; ©)
tR (min) = 5,13 - 0,15.X1 - 0,07.X12- 0,09.X2 + 0,02.X2% + 0,07.X3 -0,03.X1.X2 - 0,03 X1.X3

AFG; (10)
tR (min) = 6,45 - 0,17.X1- 0,128.x12 - 0,14.X2 + 0,01.X3 + 0,04.X5° — 0,08.X1.X2

AFG; (11)
tR (min) = 8,11 - 0,30.X1 - 0,14.X1% - 0,28.X2 - 0,05.X3 + 0,07.X3>

AFB; (12)
tR (min) = 9,951 - 1,097.X1 + 0,15.X12 - 0,67.X2 - 0,13.X2% + 0,02.X3 + 0,12.X1.X>

ZEA (13)

tR (min) = 18,73 - 0,35.x1 + 0,16.X12 - 0,21.X2 - 0,07.X2? - 0,06.X3 - 0,09.X3?

Para a discussdo sdo exibidas as curvas de contorno do tempo de retencdo para as
micotoxinas AFM; (Figura 17) e ZEA (Figura 18), pois o tempo de retencdo total esta
diretamente associado com o primeiro e o Gltimo composto de interesse a eluir; no entanto,
como a OTA ndo apresentou qualidade estatistica para 0 modelo assignou-se a ZEA, por eluir
muito préximo a OTA, a analise. Em razao dos resultados obtidos conseguiu-se atingir, tempos
inferiores a cinco minutos para a AFM; e ndo superior a 21 minutos para a OTA (Tabela de
resultados).
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Figura 17 - Curvas de contorno para AFM; em fungéo do tempo de retengéo.
Legenda - a) temperatura da coluna em fungo da acidificacdo; b) volume de inje¢do em funcéo da acidificagao; ) volume de
injecdo em fungdo da temperatura da coluna.
Fonte: Morais (2019)
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A anélise das curvas de contorno mostra que ha uma regido 6tima para 0 menor tempo
de retencdo da AFMg, na faixa concomitante de temperatura da coluna de 42 a 50 °C, volume
de injecdo de 35 a 65 pL com a acidificacdo da fase movel a 2,5 %. Pode-se observar que a
retencdo esta mais condicionada a alteracfes na temperatura da coluna que sobre 0s outros
parametros, fato esse observado anteriormente quando apresentados os coeficientes do modelo.
O tempo de retencéo observado para a AFM; na faixa descrita foi entre 5,15 e 4,95 minutos,
semelhante ao descrito por Rodriguez-Carrasco et al. (2018) (4,60 min) ao analisarem amostras
de leite; no entanto, 0s autores empregaram a técnica de cromatografia liquida acoplado a um

detector de massas quadrupolo.

1(°C)

t(*C)

VIN ()

20 15 A0 £05 00 as 10 15 20
AC (%)

Figura 18 - Curvas de contorno para ZEA em funcdo do tempo de retencéo.
Legenda - a) temperatura da coluna vs acidificacdo; b) volume de injecdo vs acidificacéo;
¢) volume de inje¢do vs temperatura da coluna.
Fonte: Morais (2019)
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Na analise das curvas de contorno (Figura 18) do tempo de retencdo da ZEA podemos
observar que, alteracfes na acidificacdo da fase mdvel tem maior influéncia sobre a retencéo.
Assim como na andlise anterior, observa-se uma regido 6tima para o menor tempo de retencéo
para a ZEA, que oscila entre 2,5 e 4,0% de acidificacdo, 42 e 50 °C na temperatura da coluna
com volume de injecdo em 50 pL. O tempo de retengédo observado para a ZEA nessa regiéo foi
entre 18,70 e 18,30 minutos. Ao analisar amostras de leite por HPLC acoplado a detector de
massa (quadrupolo triplo), Flore-Flores e Gonzalvez-Pefia (2017) obtiveram a elui¢do da ZEA
em, aproximadamente, 17 minutos.

Pode-se observar que os parametros avaliados foram capazes de contribuir na melhora
da viscosidade e, consequentemente, no aumento da difusividade dos analitos, obtendo-se
maiores velocidades lineares sem usar pressdo superiores na bomba (MUHLEN; LANCAS,
2004). O estudo de todo o espaco experimental possibilitou a redugdo do tempo total de analise
0 que em rotinas laboratoriais reflete diretamente sobre os custos e geracdo de residuos
quimicos. E valido acrescentar que, se compararmos com os resultados obtidos no planejamento
fatorial fracionario (Tabela 14), houve reducdo no tempo de retencdo de todas as micotoxinas
e mais expressivamente para ZEA e OTA, tornando valida a abordagem de planejamentos
sequenciais na busca por condicfes 6timas para 0s parametros estudados.

Valores de assimetria referidos como bons estdo entre 1,00 e 1,20 (NETO, 2009a).
Para ZEA, apenas o ensaio P14 apresentou assimetria dentro dessa faixa, para as demais
micotoxinas Vvarios ensaios atendem ao proposto. Os ensaios P3, P13 e P14 apresentaram bons
resultados para AFMz; P3, P4 e P14 para AFGy; P7, P10 e P14 para AFGy; P1, P2 e P13 para
AFB1, P2, P4, P5, P6, P8 e P14 para ZEA. A assimetria é peculiar de cada analito, tende a sofrer
influéncia da capacidade de protonacdo de cada molécula no meio eluente, da temperatura da
coluna e da capacidade de formacgéo de complexos com tracos de metais presentes no sistema
cromatografico (MIYABE, 2018; PORWAL et al., 2015).

Ao realizar a analise estatistica dos resultados da assimetria obteve-se os coeficientes

de regressao que sdo apresentados na Tabela 21.
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Tabela 21 - Coeficientes de regressdo para a variavel dependente Assimetria de ZEA obtidos no DCCR

Estimativa por Intervalo (95%)

Variaveis Coef. Errg T p-Valor
regressao  padréo Limite inferior Limite superior

AFM;

Média 1,538 0,081 18,893 0,000 1,354 1,722*
x1 (L) 0,094 0,051 1,855 0,097 -0,021 0,210
x1 (Q) 0,046 0,054 0,863 0,411 -0,075 0,167
x2 (L) -0,082 0,051 -1,608 0,142 -0,197 0,033
x3 (L) 0,012 0,051 0,230 0,823 -0,103 0,127
x3 (Q) -0,203 0,054 -3,793 0,004 -0,324 -0,082*
x1.x2 0,070 0,067 1,052 0,320 -0,080 0,220
X1 .x3 0,080 0,067 1,203 0,260 -0,070 0,230
AFB1

Média 1,934 0,225 8,615 0,000 1,434 2,435*
x1 (L) 0,223 0,140 1,589 0,143 -0,090 0,536
x1 (Q) 0,183 0,148 1,237 0,244 -0,146 0,512
x2 (L) 0,413 0,140 2,938 0,015 0,100 0,726*
x3 (L) -0,069 0,140 -0,494 0,632 -0,382 0,244
x3 (Q) -0,296 0,148 -2,007 0,073 -0,625 0,033*
X2 . X3 -0,105 0,184 -0,572 0,580 -0,514 0,304
ZEA

Média 0,700 0,045 15,435 0,000 0,595 0,805*
x1 (L) -0,027 0,021 -1,285 0,235 -0,076 0,022
x1 (Q) 0,042 0,023 1,776 0,114 -0,012 0,096
x2 (L) 0,010 0,021 0,484 0,641 -0,039 0,059
x2 (Q) 0,027 0,023 1,173 0,275 -0,027 0,082
x3 (L) 0,092 0,021 4,322 0,003 0,043 0,141*
x3 (Q) 0,070 0,023 2,983 0,018 0,016 0,124*
x1.x2 -0,077 0,028 -2,785 0,024 -0,142 -0,013*
x1.x3 -0,070 0,028 -2,515 0,036 -0,134 -0,006*

Legenda - L, (linear); Q, (quadratico); x1, acidificacdo; x2, temperatura da coluna; x3, volume de inje¢ao;
termos significativos (p<0,05)*.
Fonte: Morais (2019)

Os parametros ndo significativos foram incorporados ao residuo do modelo para o

calculo da anélise de variancia (ANOVA) apresentada na Tabela 22.
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Tabela 22 - ANOVA dos modelos para assimetria das micotoxinas.

AFM1
Fonte de Var. SQ GL MQ Fcalculado FTabelado  p-valor
Regresséo 0,926 7 0,132 3,738 3,293 0,0351
Residuos 0,319 9 0,035
Total 1,244 16
R?= 75 % R ajust = 54 %; Erro padrdo = 0,18
AFB:
Fonte de Var. SQ GL MQ Fcalculado FTabelado  p-valor
Regressdo 5,061 6,000 0,844 3,131 3,217 0,0500
Residuos 2,693871 10 0,269387
Total 7,755353 16
R?= 65 % R ajust = 44 %; Erro padrdo = 0,51
ZEA
Fonte de Var. SQ GL MQ Fcalculado Ftabelado p-valor
Regressao 0,275 8,000 0,034 5,554 3,438 0,0128
Residuos 0,049 8 0,006
Total 0,324 16
R?= 85 % R ajust = 70 %; Erro padrdo = 0,08

Legenda: p<0,05
Fonte: Morais (2019)

As Equacdes 12, 13 e 14 representam o modelo quadratico para a assimetria, em
funcdo da porcentagem de acidificacdo, temperatura da coluna e volume de injecdo para todas

as micotoxinas.

AFM; (12)
Assimetria= 1,54 + 0,09.x1 + 0,05.x1% - 0,08.x2 + 0,01.X3 - 0,20.x3%2 + 0,07X1.X2> + 0,08x1.X3

AFB; (13)
Assimetria = 1,93 + 0,22.x1 + 0,18.x12 + 0,41.X> - 0,07.X3 - 0,30.X32 - 0,11X2.X3
ZEA (14)

Assimetria = 0,700 - 0,02.x1 + 0,04.x1> + 0,010.x2 + 0,03.x2? + 0,09.X3 + 0,07.x3% - 0,08xX1.X2 -
0,070X1.X3
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O Fcalculado para a regresséo foi significativo para a AFM1 (p = 0,0351), AFB:1 (p =
0,0500) e ZEA (p =0,0128) e maior que o FTabelado. O percentual de variagédo explicado pelos
modelos: AFM; (R? = 75 %), AFB1 (R? = 65 %) e ZEA (R? = 80 %). Dessa maneira, pode-se
observar que 0 modelo que melhor se ajusta aos dados experimentais, é o da ZEA sendo possivel

construir as superficies de resposta (Figura 19).
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Figura 19 — Curvas de contorno para ZEAem funcéo do tempo de retencéo
Legenda - a) temperatura da coluna vs acidificagcdo; b) volume de injecéo vs acidificagao;
¢) volume de injecdo vs temperatura da coluna
Fonte: Morais (2019)

Observa-se que diferentemente do que ocorria no planejamento fracionario o volume
de injecdo no DCCR apresentou significancia sobre a varidvel assimetria para a micotoxina
ZEA, isso pode ter acorrido pela ampliacdo na faixa de estudo desse parametro. Ademais 0s
termos correspondentes a interacdo entre acidificacdo e temperatura e, acidificacdo e volume
de injecdo também foram significativos. Dois pontos sdo apontados como criticos dentro da
regido estudada, no primeiro o volume de injecdo é de 80 L, a temperatura da coluna 42 °C e
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a acidificagdo da fase movel é fixa em 2,5 % e, no segundo, o volume de inje¢do é de 50 pL, a
acidificacdo da fase movel é de 1,5 % e a temperatura da coluna 50 °C, apontado como ponto
critico dentro da regido estudada, nela a assimetria do composto ¢é ~ 1.

A resolucdo possui valores de aceitabilidade na faixa entre entre 1,80 e 2,80 (NETO,
2009b), para AFM1 nos ensaios P11, P13 e P14; para AFG,, em P2, P4, P11, P13, P15, P16 e
P17; para AFG1, em P1 e P9; para ZEA em P1, P4, P11 e P12; para AFB; e OTA todos 0s
ensaios sdo observados como Otimos uma vez que essas micotoxinas ndo apresentam picos
adjacentes posteriores proximos. Na Tabela 23, sdo apresentados os coeficientes de regressao
para os termos mantidos e que representardo a Equacdo matematica do modelo da resolucao.

Tabela 23 - Coeficientes de regressdo para a varidvel dependente resolucdo para AFB1, AFG; e ZEA obtidas no DCCR

Estimativa por Intervalo (95%)

Variaveis Coef. Egri’ T(7) p-Valor
regressao  padrao Limite inferior Limite superior

AFG;

Média 1,436 0,075 19,223 0,000 1,267 1,605*
x1 (L) -0,238 0,061 -3,869 0,004 -0,377 -0,099*
x1 (Q) -0,055 0,063 -0,870 0,407 -0,197 0,088
x2 (L) -0,162 0,061 -2,641 0,027 -0,301 -0,023*
x3 (L) -0,032 0,061 -0,528 0,610 -0,171 0,107
x1.x2 0,207 0,080 2,586 0,029 0,026 0,389*
x1.x3 0,155 0,080 1,931 0,085 -0,027 0,337
X2 . X3 0,162 0,080 2,025 0,074 -0,019 0,344
AFB:1

Média 7,386 0,468 15,771 0,000 6,342 8,429*
x1 (L) 0,284 0,293 0,970 0,355 -0,368 0,937
x1 (Q) -0,778 0,308 -2,525 0,030 -1,464 -0,091*
x2 (L) -0,599 0,293 -2,046 0,068 -1,252 0,053
x2 (Q) -0,438 0,308 -1,423 0,185 -1,125 0,248
x3 (L) 0,066 0,293 0,225 0,826 -0,587 0,719
x1.x2 -1,779 0,383 -4,648 0,001 -2,632 -0,926*
ZEA

Média 6,476 0,709 9,132 0,000 4,841 8,112*
x1 (L) -0,527 0,333 -1,582 0,152 -1,295 0,241
x1(Q) -1,360 0,367 -3,711 0,006 -2,206 -0,515*
x2 (L) -0,029 0,333 -0,087 0,933 -0,797 0,739
x2 (Q) -1,323 0,367 -3,610 0,007 -2,168 -0,478*
x3 (L) 0,512 0,333 1,538 0,163 -0,256 1,280
x3 (Q) -0,883 0,367 -2,409 0,043 -1,728 -0,038*
x1.x2 -1,310 0,435 -3,011 0,017 -2,313 -0,307*
X2 . X3 -0,498 0,435 -1,143 0,286 -1,501 0,506

Legenda: L, (linear); Q, (quadrético); x1, acidificacdo; x2, temperatura da coluna; x3, volume de injecao;
termos significativos (p<0,05)*.
Fonte: Morais (2019)
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Definido o modelo, foi gerada a ANOVA (Tabela 24) para testar a variagdo total

intrinseca da variavel resolucdo comparada com a variagdo do modelo e seus niveis de

significancia.
Tabela 24 — ANOVA dos modelos para assimetria das micotoxinas.
AFG:
Fonte de Var. SQ GL MQ Fcalculado FTabelado  p-valor
Regressao 1,932 7,000 0,276 5,357 3,293 0,0116
Residuos 0,463 9 0,051
Total 2,395 16
R?= 81 % R? ajust = 66 %; Erro padrédo = 0,22
AFB:
Fonte de Var. SQ GL MQ Fcalculado FTabelado  p-valor
Regressdo 39,738 6,000 6,623 5,652 3,217 0,0084
Residuos 11,718 10 1,171
Total 51,455 16
R2= 77 % R? ajust = 63 %; Erro padrédo = 1,08
ZEA
Fonte de Var. SQ GL MQ Fcalculado FTabelado  p-valor
Regressao 55,401 6,000 6,623 5,652 3,217 0,0084
Residuos 12,117 10 1,171
Total 67,518 16
R?= 82 % R? ajust = 64 %; Erro padrédo = 1,23

Legenda — p<0,05.
Fonte: Morais (2019)

O Fcalculado para a regresséao foi significativo para a AFG: (p = 0,011), AFB:1 (p =

0,008) e ZEA (p = 0,008) e maior que o FTabelado e o percentual de variacdo explicado pelos
modelos: AFG: (R? =~ 81 %), AFB:1 (R? = 77 %) e ZEA (R? = 82 %). Dessa maneira, pode-se

observar que o modelo que melhor se ajusta aos dados experimentais foi 0 da ZEA sendo

possivel construir as superficies de resposta.

Os valores matematicos do modelo predito para a varidvel dependente resolucéo

podem ser descrito pelas equacdes 15, 16 e 17.
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AFG, (15)
Resolucio = 1,436 - 0,24.x1 - 0,05.x12 - 0,16.X2 - 0,03X3.X2 + 0,21X1.X2 + 0,15X1.X3 + 0,162X2.X3
AFB; (16)
Resolucdo = 7,38 + 0,28.x1 - 0,77.X1 - 0,59.x2- 0,44.x2 + 0,06.X3 - 1,77X1.X2

ZEA (17)

Resolucdo = 6,47 - 0,52.x1 - 1,36.X1 - 0,03.x2 - 1,32.X2 + 0,51.X3- 0,88.X3 - 1,31x1.X2 - 0,49X2.X3

O modelo foi considerado adequado para descrever as superficies de resposta, para

melhor visualizacdo dos pontos otimizados pelo modelo sdo apresentadas as curvas de contorno

de cada resposta (Figura 20).
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Figura 20 — Curvas de contorno para ZEA em fungéo do tempo de retencéo
Legenda - a) temperatura da coluna vs acidificacdo; b) volume de injecdo vs acidificacéo;
¢) volume de injec¢do vs temperatura da coluna.

Fonte: Morais (2019)
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A resolucdo é uma medida quantitativa de separacdo entre dois componentes
consecutivos, é calculada a partir da distancia mais extrema de separacdo entre 0s dois picos
dividido pela largura média nas respectivas bases (MOGOLLON et al., 2014). Deste modo, a
finalidade da resolucédo é possibilitar maior poder de separacdo e distribuicdo dos analitos na
fase movel, quanto maior é esse valor maior serd a separa¢do dos componentes da amostra no
espaco (GRAZIELI; BOTTOLI; COLLINS, 2016). Para esta interpretacdo considerou-se 0s
resultados obtidos para resolucédo entre ZEA e OTA. Esses picos, apesar de serem observados
em comprimentos de ondas distintos, eluem consecutivamente proximos e a depender de suas
concentragfes nas amostras podem ser observadas sobreposicfes, o que interfere na analise
quantitativa.

Se buscassemos 0 ponto maximo, pelas curvas de contorno, poderiamos observar que
0 ponto critico estaria situado no ponto central do espaco estudado, obtendo-se resolucGes
préximas a 6. No entanto, deve-se observar que a resolucdo muito alta pode aumentar o tempo
total de analise. Para que isso ndo ocorra, convencionalmente usa-se a faixa de controle, se a
resolucdo for inferior a um (R < 1) podera ocorrer interferéncia na simetria do pico provocada
pela formacdo de cauda, admite-se valores entre 1,80 e 2,80 (NETO, 2009d; VANBEL,;
TILQUIN; SCHOENMAKERS, 1996). Dois pontos experimentais indicaram condicdes na
perspectiva supracitada, primeira: acidificacdo a 5 % da agua, volume de injecdo de 50 pL e
temperatura da coluna fixa em 42 °C, segunda: volume de injecdo 50 pL, acidificacdo fixa em
2,5 % e a temperatura em 35 °C ou 50 °C.

Os dados apresentados até 0 momento revelam a complexidade inerente a otimizacdo
de condicGes cromatograficas em uma analise multicompostos com emprego de detectores mais
simples, como é o caso do fluorescéncia. Satisfazer todas as variaveis dependentes observando-
se a banda cromatografica como um todo é complicado; por isso, este trabalho tem abordado a
interpretacdo seletiva dos compostos que sdo mais interessantes para quantificar cada resposta.

Considerando todos os resultados obtidos com a leitura das curvas de contorno, observa-
se que ndo fora alcancado um valor 6timo para a assimetria e resolucdo da micotoxina ZEA.
Para encontrar a faixa desejada, foi aplicada a técnica da desejabilidade.

Aplicou-se a fungdo desejabilidade aos dados obtidos para a AFM1 (Figura 21) para

controlar o tempo de retengéo da primeira micotoxinas a eluir e verificar o comportamento das
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outras AFs que eluem na mesma mistura de solventes e para os dados obtidos de ZEA para

tentar encontrar um ponto critico que atende-se melhor a faixa de simetria e resolucéo esperada.
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Figura 21 — Gréfico fungdo desejabilidade para AFM;
Fonte. Morais (2019)

Figura 21 mostra os valores dos pontos 6timos das 3 varidveis dependente: tempo de
retencéo - 5,41 minutos; assimetria de 1,00 a 1,20 e resolucéo entre 1,80 e 2,40, as condigdes
operacionais que levam ao 6timo das respostas sdo: acidificagdo da fase movel - 0,85%;
temperatura da coluna - 35 °C e volume de injecdo 80 uL. A fungéo desejabilidade global foi
igual a 1,00.
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Figura 22 — Gréfico funcdo desejabilidade para ZEA
Fonte: Morais (2019)

A Figura 22 mostra os valores dos pontos 6timos das trés variaveis dependentes tempo
de retencdo de 20 minutos e 40 segundos; assimetria de 1,00 a 1,20 e resolucdo entre 1,80 e
2,40, onde as condic¢des operacionais que levam ao 6timo das respostas sdo acidificacdo da fase
movel - 0%, temperatura da coluna - 50 °C e volume de injecdo 50 uL. A funcdo desejabilidade
global foi igual a 0,84. As duas condicdes foram testadas e obtiveram os cromatogramas das
Figuras 23 e 24
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Figura 23 — Cromatograma na banda de eluicdo das AFs
Legenda - Parametros instrumentais: a) temperatura da coluna - 50 °C, volume de inje¢&o - 50 pL, acidificacao -
0 % e; b) temperatura da coluna - 35 °C, volume de injecdo 80 L e acidificagéo - 0,85 %
Fonte: Morais (2019)

18,90 19,00 2 21.00 13,90 19,00 20,00 21,00

Figura 24 — Cromatograma na banda de eluicdo da ZEA e OTA
Legenda - Pardmetros instrumentais: a) acidificacdo - 0 %, temperatura da coluna - 50 °C e volume de injegé&o -
50 pL; b) acidificacdo - 0,85 %; temperatura da coluna - 35 °C e volume de injecédo 80 pLL.
Fonte: Morais (20199

Ap0s os cromatogramas obtidos com auxilio da funcdo desejabilidade os parametros
otimizados para o método cromatografico foram estabelecidos em: acidificacdo a 0,85% da
agua da fase movel e temperatura da coluna em 35 °C, conforme a desejabilidade aplicada a
ZEA. No entanto, optou-se por manter o volume de injecdo em 35 L pois, na prética, observa-
se uma reducéo consideravel da resolucdo entre os picos de ZEA e OTA com o aumento do
volume de amostra injetada no sistema. Suplementa-se que o fluxo ja havia sido previamente

determinado pelo planejamento fracionario e permaneceu fixado em 1,4 mL/min.
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5.2 METODO DE EXTRACAO

Excelentes percentuais de recuperacdo (> 85%) de varios analitos de diferentes
polaridades, inclusive micotoxinas, em diferentes tipos de matrizes alimentares foram obtidos
com algumas modificacdes sobre o0 método QUERChERS original (DIONISIO et al., 2010).

O método QUERChERS modificado para este estudo ndo empregou hexano, pois 0
leite desnatado apresenta teor de gordura inferior a 0,05% (BRASIL, 2018), o solvente
organico empregado para extracdo foi a acetonitrila acidificada a 1% (v/v) com &cido acético.
A acidificacdo da solucdo extratora com &cido acético ajuda a preservar alguns analitos e
melhora a solubilidade de outros. Um exemplo € a OTA, que possui carater acido (pKa = 4,4)
e esta ionizada em meio alcalino, consequentemente, sua solubilidade em solventes fica
reduzida. A reducdo do pH da solucédo extratora aumenta a capacidade dessa micotoxina de se
solubilizar, pois passa a sua forma neutra, migrando com mais facilidade para o solvente
extrator (ANDRADE; LANCAS, 2015; DIONISIO et al., 2010; PRESTES; ADAIME;
ZANELLA, 2011). Diversos autores empregaram solucao extratora acidificada e obtiveram
bons resultados de recuperacdo em analises multimicotoxinas (JIA et al., 2014; FLORES-
FLORES; GONZALEZ-PENAS, 2017)

A propor¢do entre volume de amostra e solvente foi reduzida para 10:10 (v/v),
seguindo um método de extracdo de multimicotoxinas publicado recentemente por Juan et al.
(2017). Foi ampliado para 2 minutos o tempo de agitacdo em vortex, pois um estudo realizado
por Pereira (2014) analisou o potencial de recuperacdo de micotoxinas em fungéo da alteracéo
das diversas varidveis que compreendem todo o método QUERChERS e 0s autores observaram
um aumento de cerca de 30% na recuperacdo dos analitos ao aumentar o tempo de agitacdo
durante a etapa de extracdo. Uma etapa de clean-up foi incorporada ao método, MgSOs e celite
(0,30:0,20 g), a fim de resguardar o sistema cromatografico e reduzir o efeito matriz. Essa
abordagem foi aplicada com sucesso por Heidtmann-Bemvenuti et al. (2012) na limpeza de
extrato de arroz para andlise de ZEA.

Sartori et al. (2015) aplicaram o método QUERChERS para amostras de leite UAT e
leite em po na extracdo de AFs Mi, Mz, By, B2, Gi, e G2e OTA com percentuais de recuperagéo
variaveis na faixa entre 72 a 102%. Esses autores, na parte de extragdo, empregaram 15 mL de
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amostra de leite com 10 mL de hexano e 15 mL de acetonitrila acidificada a 1% com &cido
aceético.

53 VALIDACAO DO METODO ANALITICO MULTIMICOTOXINAS PARA
DETERMINAGAO EM LEITE DESNATADO UAT

O método multimicotoxinas desenvolvido para determinacdo das micotoxinas de
interesse em leite desnatado UAT foi validado.

Uma amostra de leite desnatado UAT foi avaliada pelo procedimento de extracdo
descrito no item 4.4, ndo houve deteccdo de contaminantes do tipo micotoxina na amostra de
leite avaliada como branco (Figura 25).
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Figura 25 - Cromatograma do extrato “branco” de leite desnatado
Fonte: Morais (2019)
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5.3.1 Linearidade

No método analitico, a linearidade corresponde a capacidade de gerar resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da substancia presente na amostra, dentro de um
intervalo especifico de concentracdo (RIBANI et al., 2004).

O valor do coeficiente de determinagdo expressa de forma numérica a propor¢do da
variacdo total do sinal analitico (y) em funcdo da variabilidade que ocorre na concentracdo do
analito (x). Essa propor¢do, como qualquer outra, oscila de 0 a 100% e o valor de r?, sendo a
expressdo numérica do mesmo, oscila de 0 a 1. Quanto mais proximos de um os valores de r?,
melhor serd a qualidade das curvas analiticas (RIBANI et al., 2004). Os coeficientes de

regressao para a equacdo linear obtidos por regressao multipla sdo mostrados na Tabela 25.

Tabela 25 - Coeficiente angular (a), coeficiente linear (b), coeficiente de determinago (1) e faixa linear de trabalho, obtidos pela
analise cromatografica das solugdes de referéncia

MICOTOXINAS ) Cur\l/)a Analitica - r DP
AFB: 394078,8 -106,60 0,9999 0,9999 187,05
AFG: 453891,70 3501,50 0,9992 0,9996 4475,70
AFG; 22397584,00 -1327,00 0,9999 0,9999 2034,2
AFM1 3014300,10 1657,00 0,9984 0,9992 8933,79
OTA 4172183,00 -3528,00 0,9971 0,9985 8738,10

ZEA 837798,10 4955,00 0,9998 0,9999 3443,30

Legenda: DP, desvio padrédo; p<0,05
Fonte: Morais (2019)

Observa-se a alta correlacdo linear de todas as curvas realizadas. O aumento dos
valores das areas dos picos (y) tende a ocorrer a0 mesmo tempo que ha o aumento dos valores
da concentracéo (x) e vice-versa. O coeficiente de determinacéo (r?) foi de 99% para todas as
micotoxinas. Estes resultados mostram que o termo descrito esta fortemente relacionado de
forma positiva com a resposta, ou seja, quanto maior a area do pico maior concentracdo de
micotoxina presente na solucdo. Estes parametros atendem aos dispostos pela ANVISA para 0s
estudos sobre linearidade e respostas analiticas individuais (ANVISA, 2017).
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5.3.2 Limite de deteccdo e quantificacdo

O limite de deteccdo e quantificacao (LD) sdo apresentados na Tabela 26. Os valores
foram obtidos por célculos (Equacéo 6) conforme estabelecidos na RDC 116/2017 (BRASIL,
2017).

Tabela 26 — Limites de deteccdo e quantificacdo do método

Micotoxina LQ ug.kg* LD pg.kg?
AFM1 0,12 0,03
AFB1 0,16 0,049
AFG1 1,08 0,33
AFG: 0,01 0,003
OTA 0,33 0,09
ZEA 8,93 2,68

Fonte: Morais (2019)

Para as micotoxinas AFB1, AFG1 e AFG,, OTA e ZEA nado ha de limite maximo de
tolerancia determinado pela legislacdo vigente no Brasil em leite e seus derivados. No entanto,
observou-se que quando comparamos os resultados obtidos neste estudo com o limite tolerado
para essas micotoxinas em outras matrizes, tais como AFB1, AFG1 e AFG2 em formulas infantis
para lactentes e criancas de primeira infancia - maximo tolerado 1 pg.kg? e, OTA e ZEA em
alimentos & base de cereais para alimentagdo infantil - maximo tolerado 2 e 20 pg.kg™
respectivamente, ambas estéo dentro da faixa preconizada pela legislagdo (ANVISA, 2011).

O limite maximo tolerado para AFM; pela legislacéo brasileira é de 0,5 pg.kg™?, neste
trabalho o limite de quantificagdo foi de 0,12 pg.kg™, abaixo da tolerancia observada pela RDC
07/2011 (ANVISA, 2011) e pode detectar dentro do limite maximo permitido pela Unido
Européia 0,05 pg.kg* (CE, 2006).

Os valores obtidos neste estudo para LQ e LD sao ligeiramente superiores aos obtidos
por Sakin et al. (2018) para AFM; (0,07 e 0,03 pg.kg™) e AFG; (0,16 e 0,061 pg.kg?) e AFG;
(0,14 € 0,053 pg.kg™) em derivados de leite por emprego de HPLC-FL; e inferiores aos obtidos
por Arroyo-Manzanares et al. (2013) para AFB; (1,87 e 0,56 pg.kg™t) OTA (1,95 e 0,59 pg.kg
Ly, ZEA (98,7 e 29,6 pg.kg?l) em amostras de cha por emprego de HPLC acoplado a

espectrofotdbmetro de massa tandem.
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5.3.3 Efeito matriz

Ha diferencas quimicas entre as micotoxinas o que gera, ocasionalmente, diferentes
respostas individuais; por isso, a sensibilidade individual das micotoxinas de interesse € um
fator importante que precisa ser determinado. O efeito matriz (Figura 26) corresponde a
porcentagem de efeitos causados pelos componentes da matriz sobre a resposta analitica
(BRASIL, 2017).
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Figura 26 - Percentual do efeito matriz observado na faixa de concentracdo estudada para as curvas analiticas
em cada nivel de concentrac&o.
Fonte: Morais (2019)

De maneira geral, o efeito matriz foi baixo nas concentracdes preparadas no extrato do
leite, com excecdo para as concentracdo do nivel 2 e 4 de AFB:. O efeito matriz esta diretamente
relacionado com a interacdo entre analito e 0s componentes da amostra, diminuindo ou
aumentando a resposta instrumental (RIBANI et al., 2004). Scaglioni et al. (2014) analisaram
a distribuicdo de AFB; sobre as fragfes soro e proteina do leite e verificaram que ha maior
adesédo desses compostos na fragdo proteica, o que pode ter influenciado sobre a recuperagéo

de AFB1nos niveis 2 e 4.
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Considera-se que desvios entre -20% e + 20% ndo influenciam de maneira relevante
os resultados obtidos sobre os demais parametros (SANCO, 2013). No decorrer do tempo, 0

efeito matriz pode sofrer variacdes, por isso, € recomendavel que seja avaliado regularmente.

5.3.4 Ensaios de recuperagéo

A seguir, na Tabela 27, sdo apresentadas as recuperacGes médias de cada micotoxina

extraidas pelo método modificado.

Tabela 27 -Percentuais médios de recuperago e os valores de RSD% obtidos através do estudo de
recuperacdo em leite fluido UAT desnatado, nas trés concentragdes de fortificagdo estudadas.

Micotoxinas Niveis de fortificacdo

Nivel 1(baixo) Nivel 2 (médio) Nivel 3 (alto)

Rec. (%) RSD (%) Rec. (%) RSD (%) Rec. (%) RSD (%)
AFM; 101,60 7,34 109,99 4,44 92,03 5,67
AFB: 73,51 13,90 91,14 11,83 73,33 6,34
AFG: 89,41 14,41 114,32 24,65 85,67 0,01
AFG: 105,26 4,33 102,95 3,18 106,31 5,21
ZEA 99,80 14,05 92,61 12,91 111,93 4,85
OTA 106,43 3,94 72,64 4,33 108,71 6,44

Legenda: Rec., recuperacdo; RSD, desvio padréo relativo.
Fonte: Morais (2019)

A exatidao, expressa como percentual de recuperacao, apresentou valores entre 73,33
e 114,32%. Para amostras com maior complexidade analitica, como é o caso do leite devido
aos varios componentes presentes, aceita-se, geralmente, intervalos de recuperacao entre 70 e
120%, com o qual os valores obtidos se encontram dentro da faixa adequada (RIBANI et al.,
2004). Os dados de precisdo mostram valores abaixo de 20% na maioria dos casos, com exce¢ao
da AFG; para a qual o valor obtido foi de 24%. Esses resultados indicam que o método é
repetivel, o percentual de RSD varia em funcdo da micotoxina observada devido as
carateristicas quimicas intrinsecas de cada uma. A precisdo de até 20 % ¢é aceitavel mas pode
ser ampliada a depender do tipo de amostra analisada (BRASIL, 2017).

Rodriguez-Carrasco et al. (2018) ao desenvolver um método baseado em QUEChERS

para extragdo simultanea de AFB:1 e AFM: em leite fluido, usando cromatografia liquida de alta
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performance acoplada a espectrometria de massa de alta resolucdo, obteve recuperagdes no
intervalo de 81 a 96% para AFB1e 75 a 91% para AFM1. Um metodo de extracdo e identificacdo
de multimicotoxinas para leite fluido, similar ao método QUEChERS, foi desenvolvido por
Flores-Flores et al. (2017) para analise por cromatografia liquida acoplado espectrometria de
massa. O método apresentou recuperacao entre 85 e 87% para AFG», 85 e 90% para AFG: e 84
e 87% para OTA. Abdallah et al (2019) empregou colunas de imunoafinidade para
multimicotoxinas para a extracdo e utilizou-se um sistema HPLC-FL com uma derivacéao
fotoquimica pos-coluna em linha para a detec¢do das micotoxina: AFB1, AFG1, AFG,, OTA e
ZEA e obteve percentuais de recuperacgoes de: 100, 84, 80, 100 e 85%, respectivamente.

Os percentuais de recuperacdo sdo intrinsecos de cada método e vao variar
principalmente devido a complexidade de cada amostra, concentracdo dos analitos na amostra,
interacdo entre grupos moleculares presentes na amostra e nos analitos de interesse e entre 0s
analitos de interesse (RIBANI et al., 2004)

6 AVALIACAO DE MICOTOXINAS EM LEITE UAT DESNATADO

Posterior a validacdo do método QUEChERS modificado foram analisadas amostras
de leite UAT desnatado obtidas no comercio local da cidade de Medianeira, regido Oeste do
Estado do Parand. Trinta amostras de quatro marcas distintas e de diferentes lotes foram
analisadas (Tabela 28), para averiguar a possivel presenca e concentracdo das micotoxinas
AFB1, AFG;, AFG2, AFM1, OTA e ZEA.

Tabela 28- Niveis de micotoxinas em amostras de leite UAT desnatado coletadas aleatoriamente
em supermercados na cidade de Medianeira em 2019.

MTX n (%) pg.Kg* LQ (pg.Kg?) LD (pg.Kg?)
AFB; 13 (43) 0,32-2,87 0,16 0,049
AFG, 16 (53) 1,18-4,25 1,08 0,33
AFG, 28 (93) 0,03-0,21 0,01 0,003
AFM; 6 (20) 0,16-0,18 0,12 0,03
OTA - <LQ 0,33 0,09
ZEA - <LQ 8,93 2,68

Legenda: MTX, micotoxinas; n = 30; LQ, limite de quantificacdo; LD, limite de deteccdo.
Fonte: Morais (2019)
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A presenga de AFB1, AFG:, AFG2 e AFM; foi detectada nas amostras de leite UAT
desnatado analisadas, em diferentes intervalos de concentracdo. No entanto, a legislacédo
brasileira assim como a de outros paises, citados no item 3.2.1, ndo possui limite maximo
Imposto para presenca de AFB1, AFG1e AFG2 em leites e/ou derivados. A contaminagéo por
AFM; foi inferior ao maximo permitido pela legislagdo brasileira (0,5 pg.kg?) em todos os
lotes de avaliados (BRASIL, 2011b). Porém, se tomarmos como referéncia o limite estabelecido
pela Comunidade Europeia (0,05 pg.kg™?) essas amostras estariam acima do limite maximo
tolerado (CE, 2006b). OTA e ZEA né&o foram detectadas em nenhuma das amostras analisadas
dentro do limite estabelecido para 0 método.

Em Minas Gerais, um total de 129 amostras de leite cru provenientes de fazendas
leiteiras foram avaliadas quanto a presenca de AFMi:. Todas as amostras apresentaram
contaminacdo em nivel inferior ao estabelecido pela legislacéo brasileira (ANVISA, 2011). Por
outro lado, 18 amostras (13,95%) apresentaram contaminagdo com AFM; acima de 0,05 pg.kg
! limite permitido pela Comiss&o Europeia (CE, 2006b)

Oitenta e oito marcas de leite em p6 e UAT de supermercados do Rio de Janeiro foram
analisadas quanto a contaminacao por AFs. AFM; foi observada em 74% (53) das amostras de
leite em p6 (1,19 a 8 pg.kg™), sendo que, nesse produto o limite permitido pela legislagdo
brasileira é de 2,5 pg.kg™ (ANVISA, 2011). Das amostras de leite UAT, 69 % (11) estavam
contaminadas (0,005 a 0,042 pug.kg™?); porém, em concentragdes inferiores ao nivel maximo
permitido pela legislacédo brasileira. Além disso, neste trabalho, os autores relataram a presenca
da aflatoxina M2 (AFM.) em 24% (17) das amostras de leite em pd e em 18% (3) das amostras
de leite UAT (SARTORI et al., 2015).

Entre 2011 e 2014, 360 amostras de leite cru e leite pasteurizado foram coletadas em
diferentes regides produtoras do Rio de Janeiro. A incidéncia de AFM;1 nas amostras foi de
25,45% (92) em concentragdes que variaram de 0,010 a 1,50 pg.kg™. Entretanto, os autores no
indicaram o percentual de amostras com concentragdo acima dos limites permitidos pela
legislacdo brasileira (KELLER et al., 2016).

De oitenta e quatro amostras de leite cru e pasteurizado provenientes de sistemas
organicos e convencionais que foram analisadas para AFM1 em Londrina, estado do Parana,
Brasil, 75% (63) apresentarem AFMz; no entanto, nenhuma estava acima dos limites tolerados

pela legislacdo brasileira e ndo foram observadas diferenca nos niveis de contaminacdo entre
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0s sistemas organicos e convencionais (ANVISA, 2011; SANTOS et al., 2016).

Entre 2014 e 2015, 52 amostras de leite cru foram analisadas da regido de Concordia,
Santa Catariana. Todas apresentaram AFM;, a concentragdo variou entre 0,09 e 3,38 ug.kg?;
40,4% (21) das amostras estavam acima do limite permitido pela legislagao brasileira e 59,6%
(31) acima do limite estabelecido pela Comunidade Européia (CE, 2006b; GONCALVES et
al., 2017).

Todas as demais micotoxinas contempladas neste estudo carecem de monitoramento
em leites, isso porque, como ja foi comentado anteriormente, ndo sdo ponderadas como
contaminantes desses produtos. Contudo, alguns autores relataram a ocorréncias de AFBL,
AFG1l, AFG2 e OTA em leites e também seus derivados (GONCALVES et al., 2018;
HERZALLAH, 2009; MAO et al., 2018).

Um estudo publicado por Mao et al. (2018) realizado sobre amostras de leite cru de
cinco diferentes regides da China, detectou a presenca de AFG1 na concentracdo de 0,012
1g.kgtem uma das 250 amostras analisadas. Herzallah (2009) sobre leites comercializados em
supermercados da Jordania relatou a presenca de AFG1 (0,009 pg.kg™), AFG2 (0,008 pg.kg™),
além de AFB1 (2,27 pg.kg?) e AFM1 (0,14 pg.kg™).

Silva et al. (2015) analisaram 152 amostras de marcas comerciais de leite UAT
disponivel no comercio de Maringa, Parana, no Sul do Brasil, verificaram que destas 87,5%
(133) estavam contaminadas por AFM;, com uma média de 0,019,6 pg.kg?, onde 2,6% (4)
exibiam niveis acima do limite estabelecido pela Comunidade Européia (0,050 pg.kg?). Os
autores também observaram que a concentracdo de AFM:1 variou entre as amostras coletadas
nas diferentes estacdes do ano, indicando que ha influéncia das condi¢des climaticas sobre a
producdo de AFM:. Seria interessante, desenvolver outros estudos de monitoramento do leite
comercializado em diferentes épocas do ano, a fim de averiguar se existem periodos nos quais

ha& maior risco de contaminacgéo do leite por outras micotoxinas sazonais.
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7 CONCLUSAO

Neste trabalho, 0 método cromatografico foi definido por estratégia sequencial de
planejamento experimental. A fase movel gradiente, ACN e agua acidificada acidificadas a
0,85% com acido acético (30:70) e ACN, MeOH e agua acidificadas a 0,85% com acido acético
(40:10:40), foi definida por planejamento de mistura com restricdes superior e inferior. Os
parametros instrumentais do HPLC foram definidos por planejamento fatorial fracionario,
DCCR e por fungdo desejabilidade. O planejamento fatorial fracionario identificou o efeito
significativo e os niveis a serem estudados no DCCR, os resultados iniciais permitiram fixar o
fluxo da fase mével em 1,4 mL/min. Na otimizacdo do método cromatografico a acidificacéo e
a temperatura da coluna provocaram a reducéo linear significativa do tempo de retencdo para a
maioria das micotoxinas. Para a assimetria dos picos cromatograficos todos os valores obtidos
durante o DCCR foram aceitaveis dentro do intervalo entre 1,0 e 1,5, considerados ideais para
picos cromatograficos. A funcdo desejabilidade, indicou as que a acidificacdo da fase movel a
0,85% e temperatura da coluna a 35 °C alcancaram valores 6timos de resolucao entre 0s picos
de ZEA e OTA, fixado em 2,80. O volume de injecdo indicado pela desejabilidade foi de 80
KL; no entanto, foi fixado em 35 WL, pois, na pratica, observa-se o sobrecarregamento da coluna
por aumento da presenca de amostra.

O método desenvolvido baseado no método QUEChERS apresentou limite de
quantificacdo de 0,16; 1,08; 0,01; 0,12; 0,33 e 8,93 pug.kg™ para AFB1; AFG1; AFG2; AFMy;
OTA e ZEA, respectivamente. O LQ para a AFM: ficou dentro do estabelecidos pela legislacao
brasileira. Para as demais micotoxinas nao ha legislacdo vigente no Brasil e no mundo em leites
ou derivados. No entanto, elas foram incluidas neste estudo devido a sua elevada toxicidade
para humanos. Os valores de RSD% foram aceitaveis dentro da faixa (< 20%) para leite, o que
demonstra que 0 método analitico apresenta precisdo adequada. As seis micotoxinas estudadas
apresentaram coeficiente de determinacéo (r?) acima de 0,99. Os valores referentes ao efeito
matriz apresentaram boa aceitabilidade e ficaram, na maioria dos casos, na faixa entre -20% e
+20%. A recuperacgdo do método, para todas as micotoxinas, ficou dentro da faixa desejada e
remendada pela ANVISA, 70-120%.

O método QUERChERS modificado validado e empregado neste estudo para

determinacdo de multimicotoxinas mostrou ser uma alternativa vidvel na qual ndo ha
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necessidade de derivatizagdo, além de ser um método barato é rapido, eficiente e sensivel
mesmo quando aplicado em uma matriz complexa, como € o caso do leite.

Trinta amostras de leite UAT desnatado foram avaliadas pelo método validado. A
presenca de AFB1, AFG1, AFG, e AFM; foi detectada em 43% (n = 13), 53 % (n = 16), 93 %
(n =28) e 20 % (n = 6) das amostras analisadas, respectivamente. A contaminagdo por AFMy
foi inferior a0 maximo permitido pela legislacdo brasileira (0,5 pg.kg™) em todos os lotes de
avaliados. Para as outras micotoxinas paises ndo ha limite de tolerancia maximo em leites e/ou
derivados. OTA e ZEA néo foram detectadas em nenhuma das amostras analisadas dentro do

limite estabelecido pelo método.
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