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Validagao de método analitico para determinagao de
multimicotoxinas em leite

Validation of analytical method for determination of multi
mycotoxins in milk

RESUMO

O leite é importante fonte de nutrientes na alimentagdo humana, mas sua qualidade pode
ser comprometida pela presenga de compostos toxicos. Embora o limite maximo de AFM1
seja determinado para garantir a saude dos consumidores, outras micotoxinas ndo sdo
controladas e hd informagdes limitadas sobre a ocorréncia de micotoxinas nessa matriz. Por
isso, um método de extragdo baseado no método QUEChERS foi validado para determinagdo
de aflatoxinas B1 (AFB1), G1 (AFG1), G2 (AFG2) e My, ocratoxina (OTA) e zearalenona (ZEA) de
forma simultanea em leite fluido por cromatografia liquida acoplado a um detector de
fluorescéncia. As curvas analiticas apresentaram r? superior a 0,99, o LQ estabelecido pelo
método foi: 0,16; 1,08; 0,01; 0,12; 0,33 e 8,93 ug/Kg para AFB1, AFG1, AFG,, AFM3, OTA e
ZEA, respectivamente. As recupera¢bes do método foram entre 73,33 e 114,32 %. O efeito
matriz foi inferior a 20 %, com exce¢do para a AFB1 em dois ensaios. O método foi eficiente
para identificar e quantificar multimicotoxinas em leite fluido e pode ser aplicado como
método de rotina para monitorar a qualidade do leite, objetivando oferecer produtos
seguros para o consumo humano.

PALAVRAS-CHAVE: Toxicidade. Micotoxinas. Leite e derivados lacteos.

ABSTRACT

Milk is an important source of nutrients in human food, but its quality may be compromised
by the presence of toxic compounds. Although the maximum limit of AFM1 is determined to
ensure consumer health, other mycotoxins are not controlled and there is limited
information on the occurrence of mycotoxins in this matrix. Therefore, an extraction
method based on the QUEChERS method has been validated for the determination of
aflatoxins B1 (AFB1), G1 (AFG1), G2 (AFGz) and M3, ochratoxin (OTA) and zearalenone (ZEA)
simultaneously in fluid milk by liquid chromatography coupled to a fluorescence detector.
The analytical curves presented r2 higher than 0.99, the LQ established by the method was:
0.16; 1.08; 0.01; 0.12; 0.33 and 8.93 ug / kg for AFB1; AFG1; AFG2; AFM1; OTA and ZEA, the
method recoveries were between 73.33 and 114.32% and the matrix effect was superior
and inferior 20% except for AFB1 in two trials. 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 products for human consumption.

KEYWORDS: Toxicity. Micotoxins. Milk and dairy products.
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INTRODUGCAO

O leite é um dos mais completos alimentos disponiveis in natura para o
homem, apresentando uma balanceada composicdo em nutrientes, sendo seu
consumo recomendado em todas as etapas de desenvolvimento do ser humano,
principalmente na infancia e na velhice (FLORES-FLORES; GONZALEZ-PENAS, 2015;
RODRIGUEZ-CARRASCO et al., 2018). No entanto, pode carrear micotoxinas, que
sdo metabdlitos secundarios de baixo peso molecular produzidos por fungos e que
apresentam efeito téxico para o homem e outros animais (JIA et al., 2014). Estes
compostos apresentam sérios riscos a saude humana, sendo responsdveis por
varias  patologias coletivamente chamadas micotoxicoses (ARROYO-
MANZANARES; GARCfA—CAMPANA; GAMIZ—GRACIA, 2013). Dentre as micotoxinas,
a principal é a aflatoxina M; (AFM;), que é um produto de metabolizacdo da AFB;
ingerida através da racdo ou silagem contaminada (SARTORI et al., 2015). No
entanto, hoje sabe-se que ndo somente a AFM; pode estar presente no leite, mas
também a prépria AFB; e demais aflatoxinas, e outras micotoxinas, como
ocratoxina (OTA) e zearalenona (ZEA) (FLORES-FLORES; GONZALEZ-PENAS, 2015).
Desta forma, o objetivo do trabalho foi validar um método para determinar de
forma simultdnea multi-micotoxinas (AFM;, AFB;, AFG;, AFG,, OTA e ZEA) em leite
ultra alta temperatura (UAT) empregando cromatografia liquida de alta eficiéncia
com deteccdo por fluorescéncia (FLD), seguindo a normativa nacional da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2017).

MATERIAL E METODOS

As solucdes estoque das micotoxinas AFM1, AFB;, AFG:, AFG,, ZEA e OTA
(Sigma Chemical Company®, St. Louis, MO, EUA) foram preparadas
individualmente e padronizadas, em espectrofotémetro UV-Vis em comprimento
de onda especifico de acordo com a metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz
(IAL, 2008). As solucGes de trabalho de cada micotoxina continham 1,0, 0,5 e 0,25
pg.mLtpara AFMg; 4,0; 2,0; 1,0 pg.mL para AFB;, AFG;, AFG, e OTA; e 10,50; 5,25;
2,63 ug.mL para ZEA e foram preparadas em metanol (MeOH). Foi empregado o
cromatoégrafo a liquido de alta eficiéncia (HPLC) (Thermo Fisher, UltiMate 3000,
Sunnyvale, Estados Unidos) acoplado ao detector de fluorescéncia (FL) composto
por Software Chromeleon 7.2 para controle e aquisicdo de dados. As andlises
foram realizadas utilizando-se uma coluna cromatografica C18 Acclaim PA2, 5um
Analitica (4.6 x 250 mm), mantida a 35 °C. A fase mével empregada no modo
gradiente foi constituida por acetonitrila: agua (30:70, v/v) e acetonitrila: dgua:
metanol (50:40:10) ambas acidificadas a 0,85 % com acido acético, o fluxo foi de
1,5 mL mint e o volume de injecdo foi de 35 pL.

Para realizacdo do método de extracdo foram transferidos 10 mL de leite UAT
desnatado e fortificado a partir das solugdes de trabalho para tubo tipo falcon.
Foram adicionados a amostra 10 mL de acetonitrila e na sequéncia o tubo foi
agitado manualmente por 2 minutos em vértex. Posteriormente, adicionou-se 4 g
de MgS0O, e 1 g de NaCl ao tubo e agitou-se novamente. Os tubos foram levados a
centrifuga (Cientec, CT 400, Minas Gerais, Brasil), em temperatura ambiente por
15 minutos a 4000 rpm. Oito mL do sobrenadante foram retirados e transferidos
para outro tubo tipo falcon contendo 0,30 g de MgSQO, e 0,20 g de celite. Os tubos
foram agitados manualmente por 30 segundos e centrifugados por 7 minutos a
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4000 rpm. Aliquotas de cinco mL do sobrenadante foram secas. O extrato seco foi
ressuspendido em solvente organico, homogeneizado em vortex, foi transferido
para um vial e posteriormente foi analisado no HPLC. Uma amostra branco (isenta
de micotoxinas) foi preparada seguindo o mesmo método para comparagao.

O método foi validado seguindo os parametros de desempenho
recomendados pelas Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil, 2017), sendo
eles: a) seletividade, que foi avaliada comparando-se o cromatograma gerado pela
matriz isenta de micotoxinas e desta fortificada; b) linearidade, por curvas de
calibracdo individuais com 7 ou 8 pontos construidas por diluicdo das substancias
quimicas de interesse em ordem decrescente de concentracdo; c) limite de
deteccdo e de quantificacdo, foram avaliados pelo sinal ruido da linha de base
como sendo 3 vezes superior ao sinal do analito em LD e 10 vezes superior ao sinal
do analito em LQ; d) efeito matriz, foi realizada a comparacdo entre as areas
obtidas das solucBes analiticas em solvente organico e daquelas obtidas com
solucBes analiticas preparadas no extrato de cada matriz (triplicata); e)
recuperacao, aplicou-se a fortificacdo em 3 niveis de concentracdo com 3
repeticGes para cada nivel. As amostras foram extraidas pelo método
desenvolvido.

Aregressao linear foi calculada para obtencao do coeficiente de determinacao
(r?) por andlise de varidncia (ANOVA). Os ensaios de recuperac3o foram realizadas
em triplicata e os resultados expressos como média + desvio-padrado relativo. Os
resultados do efeito matriz foram analisados estatisticamente, as médias foram
comparadas pelo teste de t student, considerando-se um nivel de significancia de
5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na comparacdo das matrizes, ndo houve deteccdo de contaminantes do tipo
micotoxina na amostra de leite avaliada como branco, demonstrando que o
método de extracdo de micotoxinas utilizado é seletivo.

Observou-se a alta correlagdo linear de todas as curvas realizadas. O
coeficiente de determinacdo (r?) foi de 99 % para todas as micotoxinas (Tabela 1).
Estes parametros atendem aos dispostos pela ANVISA para os estudos sobre
linearidade e respostas analiticas individuais (BRASIL, 2017).

Tabela 1 - Linearidade das micotoxinas estudadas

MICOTOXINAS Curva Analitica DP
a ) r2 r
AFB1 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
AFM, 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

Fonte: Préprio autor (2019). Legenda: Concentracdo das Dilui¢cdes individuais das curvas
em pg.kg': AFB1(57,60; 28,80; 14,4; 7,2; 3,6; 1,8; 0,9); AFG1 (500; 250; 125; 62,3; 31; 15,60);
AFG2(25; 12,5; 6,3; 3,1; 1,6; 0,8; 0,47); AFM1 (50; 24,0; 12,0; 6,0; 3,0; 1,50; 0,75); OTA (100;
50,0; 25,0; 12,5; 6,4; 3,2; 1,6); e ZEA (100; 50,0; 25,0; 12,5; 6,4; 3,2; 1,6).
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O limite de quantificacdo foi de 0,16 pg.kg™ para AFM; (Tabela 2) e a
legislacdo brasileira tolera o maximo de 0,5 ug.kg® (BRASIL, 2011). Para as demais
micotoxinas ndo ha de limite méximo de tolerancia determinado pela legislacdo
vigente no Brasil em leite e seus derivados.

Tabela 2 — Limites de detecgdo e quantificagdo do método

Micotoxina LQ pg.kg-1 LD pg.kg-1
AFB:1 0,16 0,049
AFG1 1,08 0,33
AFG2 0,01 0,003
AFM, 0,12 0,03
OTA 0,33 0,09

ZEA 8,93 2,68

Fonte: Proprio autor (2019). Legenda: LQ = 10*s/S; LD = 3*s/S.

De maneira geral, o efeito matriz foi baixo nas concentracdes preparadas
no extrato do leite, com excecdo para as concentracdes do nivel 2 e 4 de AFB;
(Tabela 3). Considera-se que desvios entre -20% e + 20% ndo influenciam de
maneira relevante sobre os resultados obtidos sobre os demais parametros.

Gréfico 1 - Percentual do efeito matriz observado na faixa de concentragdo estudada para
as curvas analiticas para cada nivel de concentragdo.

Nivel 1 (%) Nivel 2 (%) Nivel 3 (%) Nivel 4 (%) Nivel 5 (%)
30
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Fonte: Préprio autor (2019).

A precisdo do método foi avaliada por medidas repetidas dos niveis de
fortificacdo, no mesmo dia (repetibilidade, n = 3) e foram expressos como desvio
padrao relativo (% RSD). Os dados de precisdo mostram que o método é repetivel,
o percentual de RSD variard em fun¢cdo da micotoxina observada devido as
carateristicas quimicas intrinsecas de cada uma (BRASIL, 2017).
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Tabela 3 - Percentuais médios de recuperagao e os valores de RSD% obtidos através do
estudo de fortificacdo e recuperagdo em leite fluido desnatado, nas trés concentragdes
de fortificagdo estudadas.

Niveis de fortificagao

MICOTOXINAS Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
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:1 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

Fonte: Préprio Autor (2019). Legenda: Rec., recuperagao; RSD, desvio padrdo relativo.
Concentracdo AFM1, AFB1, AFG1, AFG2, ZEA e OTA Nivel 1 (0,40; 1,00; 2,00; 0,10; 0,40; 4
uG.KG1); Nivel 2 (0,80; 2,00; 4,00; 0,20; 0,80; 8,00 uG.KG1); Nivel 3 (1,16; 4,00; 6,00;
0,40; 1,60; 16,00 uG.KG™?)

CONCLUSAO

O método QUERChERS modificado validado e empregado neste estudo para
determinacdo de multimicotoxinas mostrou ser uma alternativa vidvel na qual ndo
ha necessidade de derivatizacdo, além de ser é rapido, eficientes e sensivel mesmo
quando aplicado em uma matriz complexa, como é o caso do leite.
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