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RESUMO GERAL

Micotoxinas sdo metabolitos toxicos que ocorrem em diversos gréos e cereais e causam danos
a saude publica e na producdo animal, assim como na suinocultura. As técnicas laboratoriais
mais utilizadas para analisar micotoxinas sdo caras e demoradas e métodos/técnicas
alternativos podem ser uma opcao mais rapida e acessivel. O presente trabalho teve o objetivo
de desenvolver um protétipo de espectrdmetro portatil que utiliza a regido do infravermelho
proximo (NIR) para analisar micotoxinas em milho moido naturalmente contaminado por
meio do modelo quimiométrico, classificando para suinos, as micotoxinas zearalenona (ZEA),
deoxinivalenol (DON) e fumonisinas B1+B2 (FUMO) em alta e baixa contaminacdo (AC,
BC, respectivamente). Duzentas e cinquenta e nove amostras de milho de 300 g cada foram
utilizadas, sendo que cada uma foi subdividida em cinco subamostras de aproximadamente 15
gramas, resultando em cinco repeti¢cbes. Os espectros médios foram submetidos ao pré-
processamento Standard Normal Variate (SNV) e primeira derivada (filtro Savitzky—Golay) e
um modelo de anlise discriminatdria Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-DA)
foi desenvolvido para classificar ZEA, DON e FUMO em AC e BC. As amostras foram
analisadas em cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS) e os
resultados foram utilizados como referéncia para um modelo de regressdao Partial Least
Squares Regression (PLS-R) desenvolvido. Os limites maximos tolerados (LMT’s) utilizados
para classificar como AC e BC foram 400 pg/kg para ZEA, 2.000 pg/kg para DON e 5.000
pg/kg para FUMO, segundo IN 160/2022 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA); e 150 ou 100 pg/kg para ZEA (leitdes e porcas), 300 pg/kg para DON e 1000
Mg/kg para FUMO, segundo niveis praticados a campo para suinos. O modelo apresentou bom
desempenho com boa acuracia para ZEA 100 pg/kg, DON 300 pg/kg e FUMO 1000 ug/kg
(89,6, 70,3 e 80,3%, respectivamente), boas predicdes (RMSEP = 5,173, 70,53 e 39,54,
respectivamente) e correlagdo alta e positiva com a técnica LC-MS/MS (R? = 99,59%, 95,61%
e 99,15%, respectivamente). Conclui-se que o modelo possui exatiddo elevada para classificar
ZEA 100 pg/kg, DON 300 pg/kg e FUMO 1000 pg/kg, atende aos LMT’s praticados a campo
na suinocultura e pode ser usado na calibracdo do prot6tipo e no desenvolvimento de um

software para vizualizagéo de resultados.

Palavras-chave: espectrdmetro portatil; micotoxinas; NIR; quimiometria; suinocultura.



ABSTRACT

Mycotoxins are toxic metabolites that occur in many grains and cereals and cause damage to
public health and animal production, as in swine farming. The most common laboratory
techniques used to analyze mycotoxins are expensive and time-consuming and alternative
methods/techniques may be a faster and more affordable option. The present research aimed
to develop a portable spectrometer prototype that uses the near infrared region (NIR) to
analyze mycotoxins in maize milled naturally contaminated through chemometric model,
classifying to swine, the mycotoxins zearalenone (ZON), deoxynivalenol (DON) and
fumonisins B1+B2 (FUMO) as high and low contamination (HC, LC, respectively). Two
hundred and fifty-nine maize samples of 300 g each were used, and each of it was subdivided
into five subsamples of approximately 15 grams, resulting in five replications. The average
spectra were subjected to Standard Normal Variate (SNV) and first derivative (Savitzky—
Golay filter) preprocessing and a Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-DA)
model was developed to classify ZEA, DON and FUMO into AC and BC. Samples were
analyzed in liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS/MS) and the
results were used as a reference for a Partial Least Squares Regression (PLS-R) model
developed. The maximum tolerated limits (LMT's) used to classify HC and LC were 400
pg/kg for ZON, 2000 pg/kg for DON and 5000 pg/kg for FUMO, according to IN 160/2022
of the National Health Surveillance Agency (ANVISA); and 150 or 100 pg/kg for ZON
(piglets and sows), 300 pg/kg for DON and 1000 pg/kg for FUMO, according field practice
in swine farming. The model performed well with good accuracy for ZEA 100 pg/kg, DON
300 pg/kg and FUMO 1000 pg/kg (89,6, 70,3 and 80,3%, respectively), good predictions
(RMSEP = 5.173, 70.53 and 39.54, respectively) and high and positive correlation with the
LC-MS/MS technique (R? = 99,59%, 95,61% e 99,15%, respectively). In conclusion, the
calibration model has high accuracy to classify ZEA 100 pg/kg, DON 300 pg/kg and FUMO
1000 pg/kg, it’s agree with LMT’s considered in the field in swine farming and it can be used

in the prototype calibration and for development of a software to see the results.

Keywords: portable spectrometer; mycotoxins; NIR; chemometrics; swine farming.
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Considerac0es Iniciais

Micotoxinas sdo metabdlicos secundarios produzidos pela biossintese de fungos
filamentosos que acometem grdos e outros ingredientes, em condi¢cdes favoraveis de
temperatura e umidade (Silva et al., 2015). Em geral, a ocorréncia das micotoxinas
zearalenona, deoxinivalenol e fumonisinas B1 e B2 nas ragdes causa efeitos negativos nos
animais de producdo, como ma absorc¢ao, lesdes hepaticas, redugdo do crescimento, alteracdes
no sistema imune e problemas reprodutivos (Biinzen e Haese, 2006).

Apesar de consolidados no mercado, 0os métodos de anélise de micotoxinas possuem
algumas desvantagens, como equipamentos caros e necessidade de equipe especialista para
realizar as andlises (Pascale e Visconti, 2008). Por isso, pequenos produtores tém dificuldade
de acesso a estes testes laboratoriais, 0 que torna desejavel o uso de solugdes portateis.

Nesse sentido, a técnica de espectroscopia de absorcdo na regido infravermelho
proximo (NIR — Near Infrared Spectroscopy) vem sendo estudada e parece ser uma solucéo
eficiente na identificacdo de substancias para diversas areas, inclusive para a qualidade de
ingredientes destinados a alimentacdo animal (Berardo et al., 2005; Sirisomboom et al., 2013;
Wang et al., 2015).

A técnica se baseia na medida de absor¢do de radiacdo eletromagnética de
comprimentos de onda da regido infravermelho préximo (700 a 2500 nm) (Elijah et al., 2018).
Os espectrébmetros NIR portateis, em comparagdo aos NIR’s de bancada tradicionais,
apresentam menor custo e podem proporcionar curvas espectrais com boa resolucdo. Tais
vantagens fazem dos espectrometros NIR portateis os mais escolhidos atualmente pelo
mercado laboratorial (Elijah et al., 2018).

Assim como os espectrémetros NIR de bancada, os portateis promovem analises ndo-
destrutivas, porém com maior facilidade de uso, equipamentos e testes de mais baixo custo,
sdo flexiveis quanto ao local de uso, podendo ser em laboratorios ou no campo (in loco), e
geralmente ndo necessitam de pré-preparacdo de amostras. Além disso, tecnicamente possuem
seletor de compirmento de ondas de micro espelhos digitais, que podem conferir maior
precisao as leituras espectrais (Rego et al., 2020).

Ao contrario dos seletores de matriz linear, hipotetizamos que aqueles com micro
espelhos possuem maior precisdo nas leituras espectrais, além de critérios claros de selecdo de
comprimentos de onda, tornando essa ferramenta mais vantajosa para compor equipamentos
de anélise de micotoxinas. Hipotetizamos também que os espectros obtidos por meio de um

prototipo de espectrdmetro NIR portatil desenvolvido utilizando médulo com seletor DMD
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podem ter qualidade aceitdvel para compor um modelo quimiométrico classificatorio para
micotoxinas.

Assim, o objetivo desse trabalho foi desenvolver um prototipo de espectrémetro NIR
portatil para andlise de zearalenona (ZEA), deoxinivalenol (DON) e fumonisinas B1+B2
(FUMO) em milho moido, determinar as caracteristicas técnicas; desenvolver um modelo
quimiométrico para andlise classificatoria de alta e baixa contaminacdo para alimentacdo de
suinos; analisar o desempenho do modelo por meio da precisdo das leituras e fazer correlagédo

do modelo desenvolvido com o método de referéncia LC-MS/MS.
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IMPLICACOES

O presente estudo trard contribuicdes para a comunidade de académica das areas de
nutricdo animal, suinocultura, qualidade de alimentos e ingredientes para diversos fins, além
de produtores rurais e empresas de tecnologia. O trabalho demonstrou que a criacdo de um
prototipo de espectrdmetro NIR portatil com desenvovimento de modelo quimiométrico para
classificagdo de zearalenona, deoxinivalenol e fumonisinas B1+B2 em alta e baixa
contaminacdo pode trazer uma op¢do mais acessivel ao publico interessado em analises de
micotoxinas. Além disso, este trabalho permite que produtos tecnoldgicos para analise de
qualidade de alimentos possam ser pensados pela industria, para uso mais simples e
atendimento de demandas pouco sofisticadas.

Na suinocultura, em especifico, este trabalho representa um avango significativo na
garantia da seguranca e qualidade da alimentacdo na producdo de suinos, ja que micotoxinas
trazem grandes ameacas a salde e a produtividade animal.

O uso de dispositivos NIR portateis pode mitigar os desafios dos atuais métodos
baseados em laboratorio, que muitas vezes sdo caros, demorados e exigem equipamentos
especializados. Uma solucgéo portatil acelera a tomada de decisbes na cadeia de producdo de
racdes e também reduz os custos das analises. Além disso, poderia permitir aos produtores de
suinos monitorar a qualidade da alimentacdo no local e em tempo real, reduzindo assim o0s
riscos de contaminacgéo que levam a perdas econémicas.

A analise rapida de micotoxinas esta alinhada com as crescentes demandas
regulatorias globais para seguranca alimentar, principalmente em paises produtores de carne
suina. Assim, o protétipo relatado neste trabalho passara por modificacdes, a fim de melhorar
a qualidade dos espectros coletados; e o modelo quimiométrico também passara por
atualizacGes para quantificar (em pg/kg) cada micotoxina, a fim de tornar este modelo mais
completo para representar a calibracdo do prototipo e ser usado no desenvolvimento de um
software para vizualizacdo de resultados.

O protétipo desenvolvido pode ser aplicado ainda, para coleta de espectros em
qualquer tipo de alimento, desde que moido. O modelo quimiométrico desenvolvido pode
também ser adaptado a diversos limites maximos tolerados de micotoxinas para outras
espécies animais. Também pode ser adapado para outros analitos de interesse, como em

analises bromatoldgicas.
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